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PROCESO MEJORADO PARA LA RECUPERACION DE AZUCARES DE UNA
CORRIENTE DE PRETRATAMIENTO DE BIOMASA
LIGNOCELULOSICA

Estado de la Técnica

En el campo de la biomasa, la conversion de la biomasa lignoceluldsica en etanol es
una practica habitual. Si la biomasa es una biomasa que contiene polisacdridos y es
lignoceluldsica, a menudo se usa un pretratamiento o impregnacién para garantizar que la
estructura del contenido lignoceluldsico se haga mas accesible a las enzimas y, al mismo
tiempo, las concentraciones de subproductos inhibidores perjudiciales tales como &cido
acético, furfural e hidroximetilfurfural son generalmente altas y presentan problemas para
un procesamiento posterior.

En términos generales, cuanto mas intenso es el tratamiento, mas accesible se hace
el contenido de celulosa del material. La intensidad de la explosion por vapor es conocida
en la bibliografia como Ro, y es una funcién del tiempo y de la temperatura expresada
como:

Ro =t x el(T100¥1475]
con la temperatura T expresada en grados Celsius y el tiempo t expresado en unidades
comunes. La férmula también se expresa como Ln (Ro), concretamente como:
Ln (Ro) = Ln(t) + [(T-100)/14,75].

En general, se considera que un valor Ro alto estd asociado con un alto numero de
subproductos no deseados, tales como el furfural, que inhiben la hidrdlisis y la
fermentacion de la biomasa.

Existe, por tanto, la necesidad de tener un proceso intenso con una alta Ro global
que, al mismo tiempo, genere un producto bajo en furfural y alto en azicares.

Descripeion

En esta memoria, se divulga un proceso para la impregnaciéon de biomasa
lignoceluldsica, que comprende las etapas de: a) introducir una materia prima de biomasa
lignocelulésica en una primera zona de impregnacion; B) impregnar la materia prima de
biomasa lignoceluldsica en presencia de un liquido o un vapor del liquido durante un
primer periodo de tiempo y a una primera temperatura en correlacion con una primera
intensidad de las condiciones de impregnacidn, creando un primer liquido que se compone
de al menos un compuesto seleccionado entre el grupo que consiste en 4cido acético,
glucosa, xilosa y oligémeros solubles de los mismos; C) separar al menos una parte del
primer liquido que se compone de al menos un compuesto seleccionado entre €l grupo que
consiste en 4acido acético, glucosa, xilosa y oligdmeros solubles de los mismos de la
biomasa de la primera impregnacion; D) introducir la biomasa de la primera zona de
impregnacion en una segunda zona de impregnacion en presencia de un liquido durante un
segundo periodo de tiempo y a una segunda temperatura en correlaciéon con una segunda
intensidad de las condiciones de impregnacion, creando un segundo liquido que se

compone de al menos un compuesto seleccionado entre el grupo que consiste en acido
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acético, glucosa, xilosa y oligdmeros soluble de los mismos, en que la segunda intensidad
es superior a la primera intensidad; E) separar al menos una parte del segundo liquido libre
que se compone de al menos un compuesto seleccionado entre el grupo que consiste en
acido acético, glucosa, xilosa y oligomeros solubles de los mismos de la biomasa de la
segunda impregnacion.

Se divulga ademads que tiene una tercera etapa de impregnacion y lavado mediante
la introduccion de la biomasa de la segunda zona de impregnacion en una tercera zona de
impregnacion en presencia de un liquido durante un tercer periodo de tiempo y en un tercer
intervalo de temperaturas en correlacion con una tercera intensidad de las condiciones de
impregnacion, creando un tercer liquido que se compone de al menos un compuesto
seleccionado entre el grupo que consiste en acido acético, glucosa, xilosa y oligdmeros
solubles de los mismos, en que la tercera intensidad es superior a la segunda intensidad,
separar al menos una parte del tercer liquido que se compone de al menos un compuesto
seleccionado entre el grupo que consiste en acido acético, glucosa, xilosa y oligémeros
solubles de los mismos de la biomasa de la tercera impregnacion.

Se describe ademas que la impregnacion y el lavado se pueden llevar a cabo en un
recipiente de serie, el mismo recipiente o pieza del equipo, y que las zonas de impregnacion
pueden estar situadas una encima de la otra o una al lado de la otra. También se divulga que
el proceso puede ser continuo o discontinuo.

Breve Descripcion de las Figuras

La Figura 1 es una vista esquematica de un primer modo de realizacion del proceso.

La Figura 2 es una vista esquematica de un segundo modo de realizacion del proceso.
Descripcion Detallada

En esta descripcion, se divulga el descubrimiento de que cuando el tratamiento de la
biomasa, en particular, de la biomasa lignocelulosica, se lleva a cabo en una serie de etapas
de impregnacion/hidrolisis, la intensidad global resultante puede ser muy elevada, lo que
indica un tiempo prolongado a temperaturas durante las diferentes fases, pero la cantidad
recuperada de producto es sustancialmente superior a la que seria de esperar.

El concepto se demuestra en el siguiente ejemplo de trabajo, siendo la intensidad
determinada por la férmula:

Ro = t x ol(1-100/14.75]
con la temperatura T expresada en grados Celsius y el tiempo t expresado en unidades
comunes, que en el siguiente caso son minutos.

La féormula también se expresa como Ln (Ro), en concreto como:

Ln (Ro) = Ln(t) + [(T-100)/14,75].

Cuando las etapas se toman en serie, de la intensidad total es la suma de la Ro
individual para cada etapa de la impregnacion.

El procedimiento de impregnacion en si es conocido en la técnica, y consiste en
colocar la biomasa lignoceluldsica que tiene un contenido de celulosa de al menos 5% en
peso de la materia seca, y preferiblemente de al menos 10% en peso de la materia seca de la

biomasa en una 'zona de impregnacién o un reactor, e introducir un vapor, generalmente
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vapor de agua, y mantener la biomasa a una temperatura durante un periodo de tiempo
determinado. El vapor es afiadido al reactor de impregnacion a una proporcion ejemplar de
0,5 kg de vapor por cada kg de materia prima de biomasa a 10 kg de vapor por cada kg de
materia prima de biomasa, dependiendo de la intensidad seleccionada. En lugar de afiadir
vapor, se puede afiadir agua liquida y calentar hasta esas condiciones. La zona de
impregnacion mantiene la biomasa en presencia de vapor y agua durante aproximadamente
30 minutos a 3 horas o un tiempo superior, de nuevo dependiendo de la intensidad deseada.
La temperatura de impregnacion puede estar en el intervalo 100 °C a 210 °C, o incluso
superior, pero con rendimientos decrecientes. Tras la impregnacion, se descarga la mezcla
de solidos/liquido/vapor en un reactor inclinado, tipicamente a la misma presion del reactor
de impregnacion. En este momento, se retira el liquido mediante un husillo de descarga y
en el reactor inclinado. Se lleva la biomasa solida hasta el reactor inclinado con el vapor
condensado enfriado o incluso el agua afiadida fluyendo a contracorriente del flujo de
s6lidos, y retirando el liquido libre con xilanos y derivados de xilano disueltos.

Ejemplos Comparativos CE-A y CE-C (véase la Tabla 2)

En CE-A, se impregnd una biomasa lignoceluldsica a la temperatura indicada
durante el tiempo indicado en la Tabla 1 (CONDICIONES DE IMPREGNACION). La
intensidad calculada para esta etapa fue de 20. Esta etapa individualmente solo recuper6 el
6,94% de los xilanos presentes en la corriente de alimentacion. El 87,89% permanecio en
los sélidos, y el 5,17% se perdio, lo que significa que se convirtieron en una serie de
subproductos no deseados.

En CE-C, se impregné la misma materia prima en las condiciones indicadas en la
Tabla 1, para una intensidad de 6802, espectacularmente superior a las condiciones de CE-A.
En esta etapa, el 65,05% de los xilanos permanecio en los sélidos, recuperandose el 18,92%
en el liquido, pero se perdid el 16,03% de la xilanos en subproductos.

Tabla 1: CONDICIONES DE IMPREGNACION

ID Temperatura (°C) tiempo Intensidad
T (min) Ro
¢ =t x l(T-100/1475]
Ay CE-A | 100 20 20
B 140 30 452
CyCE-C | 180 30 6802
TABLA 2 - EJEMPLOS COMPARATIVOS
ID Intensidad | Xilanoenlacomientede | Xilano enlacomiente de Xilano perdido
Ro solidos liquido (% xilano de lamateria
(% xilano de lamateria (% xilano de lamateria primaen la comriente de
prima en la comiente de prima en la corriente de s6lidos o liquido)
solidos) liquido)
CE- |20 87,89 6,94 5,17
A
CE- | 6802 65,05 18,92 16,03
C
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En el ejemplo de trabajo 2 (véase la Tabla 3), se realizo la etapa CE-A, se retir6 el
liquido, seguida de la etapa CE-C. Como se puede observar a partir de los datos, la cantidad
de xilano recuperada en la corriente de liquido fue ligeramente inferior a la esperada (la
cantidad recuperada de la adicion directa de CE-A y CE-C).

Inesperadamente, la cantidad de xilano perdida en subproductos solo fue del 11,68%
frente al 16,03% de pérdida producida en la etapa CE-C. Como los solidos, tras la
impregnacion, habitualmente pasan a una explosion por vapor y una hidrélisis enzimatica,
el xilano restante que queda en el sélido esta disponible para su posterior recuperacion.

El Ejemplo de trabajo 2 combiné las condiciones de impregnacion de la etapa A, se
lavd y a esto le siguid la etapa de impregnacion C.

En el ejemplo de trabajo 3, se afiadié una etapa que tenia una intensidad en entre A
y C, denominada B. Por tanto, el ejemplo de trabajo 3 es la biomasa lignoceluldsica
impregnada en las condiciones A, con la eliminacion de la corriente de liquido. A
continuacion, se procesa solido restante en la condicién B, con la eliminacion del liquido.
Seguidamente, se procesa el sélido restante en las condiciones C y se retira el liquido.
Como se puede ver en la Tabla 3: EIJEMPLOS DE TRABAJO, se perdié menos xilano que
en la etapa C, siendo el 36,97% del xilano disuelto en el liquido, y quedando el 47,91%

restante en la corriente de sélidos.

TABLA 3 - EJEMPLOS DE TRABAJO

ID Intensidad | Xilanoenlacomientede | Xilano enlacomientede Xilano perdido
Ro solidos liquido (% dexilanodela
(% de xilano de la materia (%de xilanodela materia primaenla
primaen la comiente de materia primaen la commiente de solidos o
solidos) comiente de liquido) liquido)

ET-1 472 76,77 13,25 9,98

A+B

ET-2 6822 66,50 21,82 11,68

A+C

ET-3 7273 47,91 36,97 15,12

A+B+C

Estas pruebas demuestran la mejora del rendimiento obtenida al realizar las etapas
de impregnacion y lavado de una manera secuencial. Este proceso se podria hacer en una
serie de recipientes como se representa en la Figura 1, en la que la intensidad, a cualquier
temperatura o duracion, se va aumentando progresivamente de un recipiente a otro.

Con referencia a la Figura 1, las zonas de impregnacion A, B y C estén orientadas
en serie. Estas se mantienen a su respectiva temperatura. En el caso de la zona A, el vapor
que entra en la zona de impregnacién A esta a una temperatura Ty y a una presion Py,
manteniéndose la biomasa en la zona a la temperatura T y durante un tiempo ta. La
biomasa se mueve a través de un husillo de descarga A4, fluyendo a un reactor inclinado
(A)), siendo el liquido L4 eliminado.

La biomasa que se ha impregnado una vez, pasa a la siguiente zona de
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5
impregnacion, la Zona B, caracterizada de manera similar a la Zona A. En el caso de la
zona B, el vapor que entra en la zona de impregnacion B esta a una temperatura T, y a una
presion P,, manteniéndose la biomasa en la zona a la temperatura Ty y durante un tiempo
ts. La biomasa se mueve a través de un husillo de descarga By, fluyendo a un reactor
inclinado (B;), siendo el liquido Lp eliminado.

La biomasa, ahora impregnada y lavada por segunda vez, es enviada a la tercera
zona de impregnacion, la Zona C, caracterizada de manera similar a las Zonas A y B. En el
caso de la zona C, el vapor que entra en la zona de impregnacién C estd a una temperatura
T; y a una presion P;, manteniéndose la biomasa en la zona a la temperatura T¢ y durante
un tiempo tc. La biomasa se mueve a través de un husillo de descarga Cq, fluyendo a un
reactor inclinado (C;), siendo el liquido L¢ eliminado.

A continuacién, la biomasa pasa a un compresor para prepararla para la explosion
por vapor. La tltima zona tendra una intensidad superior a la intensidad de al menos una de
las zonas anteriores del proceso.

El proceso también se podria realizar en un solo reactor vertical compuesto de
zonas, tales como los descritos en el documento US 2008/0295981, (véase la Figura 1 del
documento US 2008/0295981).

La adaptacion a la columna vertical se hace evidente cuando el experto se da cuenta
del beneficio de realizar multiples lavados a temperatura progresiva. La Figura 2 de esta
memoria descriptiva demuestra el funcionamiento de las unidades de tal dispositivo. La
biomasa se suministra en la parte superior del recipiente, pasando a la zona A, en la que la
biomasa se trata en condiciones de temperatura suave en presencia de vapor introducido a
temperatura T, y presion Py, y la biomasa mantenida a temperatura T durante un periodo
de tiempo establecido ta, que tiene generalmente una baja intensidad. El liquido La, que
contiene xilano, se puede separar de la biomasa mediante una criba de extraccion indicada
por las lineas diagonales de debajo de la zona A o algln otro dispositivo, y los sélidos
pasan a la siguiente zona, la zona B.

En la Zona B, se trata la biomasa en presencia de vapor introducido a la temperatura
T, y la presiéon P, y biomasa mantenida a la temperatura T durante un periodo de tiempo
establecido tg, siendo el liquido Lg, que contiene xilano, separado de la biomasa mediante
una criba de extraccion indicada por las lineas diagonales de debajo de la zona B o algun
otro dispositivo, y los s6lidos pasan a la siguiente zona, la Zona C.

En la Zona C, se trata la biomasa en presencia de vapor de agua introducido a la
temperatura Ts y la presion Ps, y biomasa mantenida a la temperatura T¢ durante un periodo
de tiempo establecido tc, pudiendo separarse el liquido L¢, que contiene xilano, de la
biomasa mediante una criba de extraccion indicada por las lineas diagonales de debajo de Ia
zona C o algun otro dispositivo, y los sélidos pasan a la siguiente zona o, en este caso, a la
etapa de compresion de la preparacion de la explosion por vapor.

Es preferible tener un aumento de la intensidad con cada impregnacion.

Una vez completadas las etapas de lavado, se pueden recoger las corrientes de

liquido y seguir tratandolas. Entonces, se recupera la biomasa de sélidos y, generalmente,
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se pasa a una etapa explosion por vapor, que podria estar instalada en la parte inferior del
reactor vertical.

En el modo de realizacion anterior, el fluyjo de material es descendente. Sin
embargo, el flujo también podria ser ascendente con un dispositivo de extraccién de liquido
diferente, de forma que el liquido, normalmente agua, se moviera a contracorriente del flujo
de biomasa. Las zonas se pueden configurar horizontalmente, siendo por tanto el
movimiento de la biomasa lateral.

De acuerdo con un modo de realizacion adicional de la invencion, al menos una de
las etapas de lavado tiene una intensidad superior o igual a la intensidad de una etapa de
lavado anterior del proceso.

El proceso puede funcionar como un proceso continuo o un proceso discontinuo.

Debe ser evidente, a partir de los ejemplos y los modos de realizacién, que esta
invencion no se limita a los modos de realizacion, pues existen muchas variaciones de la

misma.
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7
REIVINDICACIONES

1.- Un proceso para la impregnacion de biomasa lignoceluldsica, que comprende las
etapas de:

A) introducir una materia prima de biomasa lignoceluldsica en una primera zona de
impregnacion;

B) impregnar la materia prima de biomasa lignocelulésica en presencia de un
liquido o de vapor del liquido durante un primer periodo de tiempo y a una primera
temperatura en correlacion con una primera intensidad de las condiciones de impregnacion,
creando un primer liquido que se compone de al menos un compuesto seleccionado entre el
grupo que consiste en 4acido acético, glucosa, xilosa y oligdmeros solubles de los mismos;

C) separar al menos una parte del primer liquido que se compone de al menos un
compuesto seleccionado entre el grupo que consiste en acido acético, glucosa, xilosa y
oligébmeros solubles de los mismos de la biomasa de la primera impregnacion;

D) introducir la biomasa de la primera zona de impregnacion en una segunda zona
de impregnacion en presencia de un liquido durante un segundo periodo de tiempo y a una
segunda temperatura en correlacion con una segunda intensidad de las condiciones de
impregnacion, creando un segundo liquido que se compone de al menos un compuesto
seleccionado entre el grupo que consiste en acido acético, glucosa, xilosa y oligdmeros
soluble de los mismos, en el que la segunda intensidad es superior a la primera intensidad;

E) separar al menos una parte del segundo liquido que se compone de al menos un
compuesto seleccionado entre el grupo que consiste en acido acético, glucosa, xilosa y

oligdmeros solubles de los mismos de la biomasa de la segunda impregnacion.

2.- Un proceso segun la reivindicacion 1, que comprende las etapas adicionales de:

introducir la biomasa de la segunda zona de impregnacion en una tercera zona de
impregnacion en presencia de un liquido durante un tercer periodo de tiempo y en un tercer
intervalo de temperaturas en correlacion con a una tercera intensidad de las condiciones de
impregnacion, creando un tercer liquido que se compone de al menos un compuesto
seleccionado entre el grupo que consiste en acido acético, glucosa, xilosa y oligomeros
solubles de los mismos, en el que la tercera intensidad es superior a la segunda intensidad,

separar al menos una parte del tercer liquido que se compone de al menos un
compuesto seleccionado entre el grupo que consiste en &cido acético, glucosa, xilosa y

oligdmeros solubles de los mismos de la biomasa de la tercera impregnacion.

3.- El proceso segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1y 2, caracterizado por

que la impregnacién de cada zona de impregnacion se realiza en un recipiente separado.

4.- El proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 2, caracterizado por
que las zonas de impregnacién estdn en un solo recipiente y la primera zona de

impregnacion esta situada sobre la segunda zona de impregnacion.
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5.- El proceso segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 2, caracterizado por
que las zonas de impregnacion estan en un solo recipiente y la primera zona de

impregnacion y la segunda zona de impregnacion estan situadas horizontalmente.
6.- El proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 2, caracterizado por

que las zonas de impregnacion estdn en un solo recipiente y la primera zona de

impregnacion esta situada bajo la segunda zona de impregnacion.
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9
RESUMEN

PROCESO MEJORADO PARA LA RECUPERACION DE AZUCARES DE UNA
CORRIENTE DE PRETRATAMIENTO DE BIOMASA
5 LIGNOCELULOSICA

Esta memoria descriptiva divulga un método mejorado para realizar la eliminacién
de aztcares basados en xilano de 5 C de biomasa. El método mejorado implica una serie de
impregnaciones y lavados de la biomasa a diferencia de la realizacion de una sola etapa de

10  impregnacion y lavado.
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Rule 70.16(b)).
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Box No. | Basis of the report

Box No. |l Priority

Box No. Il Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability
Box No. IV Lack of unity of invention

Box No.V  Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

Box No. VI Certain documents cited
Box No. Vil  Certain defects in the international application
Box No. VIl Certain observations on the international application
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INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT International application No.
ON PATENTABILITY PCTAB2011054294

Box No.| Basis of the report

1. With regard to the language, this report is based on
X the international application in the language in which it was filed

[0 atransiation of the international application into , which is the language
of a translation furnished for the purposes of:
[J international search (under Rules 12.3(a) and 23.1(b))
[0 publication of the international application (under Rule 12.4(a))
O international preliminary examination (under Rules 55.2(a) andlor 55.3(a) and (b))

2. With regard to the elements* of the international application, this report is based on (replacement sheets which
have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to in this
report as "originally filed" and are not annexed to this report):

Description, Pages

1-8 as originally filed v
Claims, Numbers
1-6 filed with the letter of Vi 23-07-2012

Drawings, Sheets
12, 22 as originally filed

O asequence listing - see Supplemental Box Relating to Sequence Listing.

3. 0 The amendments have resulted in the cancellation of:

[0 the description, pages

O the claims, Nos.

O the drawings, sheetsfigs

[0 the sequence listing (specify):

O any table(s) related to sequence listing (specify):

4. 0 This report has been established as if (some of) the amendments annexed to this report and listed below
had not been made, since either they are considered to go beyond the disclosure as filed, or they were not
accompanied by a letter indicating the basis for the amendments in the application as filed, as indicated in the
Supplemental Box (Rules 70.2(c) and (c-bis)):

O the description, pages

O the claims, Nos.

O the drawings, sheetsfigs

O the sequence listing (specify):

5. 0 This report has been established:

[0 taking into account the rectification of an obvious mistake authorized by or notified to this Authority
under Rule 91 (Rules 66.1(d-bis) and 70.2(e)).

O without taking into account the rectification of an obvious mistake authorized by or notified to this
Authority under Rule 91(Rules 66.4bis and 70.2(e)).
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6. 0 Supplementary international search report(s) from Authority(ies) hashave been received and taken into
account in establishing this report (Rule 45bis.8(b) and (c)).

Box No.V Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) Yes: Claims 1-6
No: Claims

Inventive step (I1S) Yes: Claims 1-6
No: Claims

Industrial applicability (IA) Yes: Claims 1-6
No: Claims

2. Citations and explanations (Rule 70.7):

see separate sheet

Box No. VIl Certain defects in the international application

The following defects in the form or contents of the international application have been noted:

see separate sheet

Box No. VIl Certain observations on the international application

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the
claims are fully supported by the description, are made:

see separate sheet
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Re ltem V

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

1

Reference is made to the following documents:

D1 WO 98/14270 A1 (MIDWEST RESEARCH INST [US]) 9 April 1998
(1998-04-09)

D2 US 4 152 197 A (LINDAHL JONAS A | [SE] ET AL) 1 May 1979
(1979-05-01)

The following document was not cited in the international search report. A
copy of the document is appended hereto.

D3 WO 2009/108773 A2 (ANDRITZ INC [US]; PSCHORN THOMAS
[CAJ; SHIN NAMHEE [US]; STROMBERG BER) 3 September
2009 (2009-09-03)

The closest prior art is known from document D3. This document discloses:
"A process for the soaking of lignocellulosic biomass, comprising the steps of:

A) introducing a lignocellulosic biomass feedstock into a first soaking zone,
B) soaking the lignocellulosic biomass feedstock in the presence of a liquid
which can be, among others, water or vapor of the liquid for a first time and a
first temperature correlating to a first severity of the soaking conditions
creating a first liquid comprised of at least one compound selected from the
group consisting of acetic acid, glucose, xylose and soluble oligomers thereof,
C) separating at least a portion of the first liquid comprised of the at least one
compound selected from the group consisting of acetic acid, glucose, xylose
and soluble oligomers thereof from the biomass of the first soaking,

D) introducing the biomass of the first soaking zone into a second soaking
zone in the presence of a liquid which can be, among others, water for a
second time and a second temperature correlating to a second severity of the
soaking conditions creating a second liquid comprised of at least one

compound selected from the group consisting of acetic acid, glucose, xylose
and soluble oligomers thereof."

The subject-matter of present claim 1 differs from this disclosure in that the
second severity is greater than first severity, and in step E), separating at least
a portion of the second liquid comprised of the at least one compound

Form PCT/Separate Sheel/409 (Sheet 1) (EPO-April 2005)
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selected from the group consisting of acetic acid, glucose, xylose and soluble
oligomers thereof from the biomass of the second soaking. Furthermore, the
use of water as the soaking liquid is defined as an essential feature.

Thereby, a process of high overall severity which at the same time produces a
stock with low furfural and high sugar yields is obtained.

Document D1 discloses a similar process, which foresees a second extraction
step after the second soaking step. However, the use of water as the soaking
liquid is only possible in the first soaking step and no relationship between the
first and the second severities is given.

Document D2 discloses a multistage soaking process in which chemicals are
used as the soaking fluid and in which only one extraction step is foreseen.

Therefore, no indications for the solution as defined in present claim 1 can be
found in any of the documents D1-D3.

The industrial applicability of the process according to claim 1 is obvious.

The subject-matter of claim 1 is therefore considered to meet the
requirements of Article 33(2)-(4) PCT with respect to the cited prior art.

5 Claims 2-6 define additional features of the invention according to claim 1 and
as such also meet the requirements of the PCT with respect to novelty,
inventive step and industrial applicability with respect to the cited prior art.

Rel Il
Certain defects in the international application

To meet the requirements of Rule 5.1(a)(ii) PCT, the documents D1 to D3 should have
been identified in the description and the relevant background art disclosed therein
should have been briefly discussed.

Re ltem V
Certain observations on the international application

Claims 1 and 2 refer to the "severity" of the process, which severity is correlated to
time and temperature. However, no clear an precise definition of the claimed severity
has been given in the claim.

Form PCT/Separate Sheet/408 (Sheet 2) (EPO-April 2005)
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Fax: (+39) 011.286300 - (+39) 011.286676  GENEVE
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www.jacobacci,com PADOVA
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Printed: 16/08/2012 ' : ISOREPLY TORIND IB2011054294

European Patent Office
D-80298 MUNCHEN

- by air courier -
GERMANIA

Turin, July 23, 2012
Our ref.: PC1078AG (please always quote)

Re: International Examination of PCT Patent Application No. PCT/IB2011/054294 in the
name of Beta Renewables S.p.A.

Dear Sirs,

We are referring to the written opinion issued on January 27, 2012 with regard to the
above-captioned patent application.

Please find herewith enclosed replacement amended set of claims 1-6, wherein it was
specified in claims 1 and 2 that the liquid in which the ligno-cellulosic biomass lS soaked in the
first, second and third zone is “water” (see for support inter alia page 3, 6" line from the
bottom, and page 7, 4™ line from the bottom of the description). Claims 3-6 as filed remain

unchanged.

Accordingly, the evaluation of lack of novelty of claim 1 as filed in view of the content
of both the cited prior art documents WO-98/14 270 (D1) and US-4 152 197 (D2) expressed in
the above-captioned written opinion is not any more applicable against amended claim 1.

D1 relates indeed to a multi-stage process which enables contact of dilute acid and
biomass (see page 5, lines 1 and 26). On the other hand, D2 relates to a multi-stage process
wherein the pulping liquor comprise SO, and NaOH (see col. 8, lines 57-61). Additionally, a
liquor is separated only in one stage (namely from vessel 9) without apparently any indication
that such liquor contains glucose, xylose or soluble oligomers thereof.

Of course, soluble acidic compounds such as acetic acid may be formed during the
process of the present invention, but the initial liquid for each soaking step of the presently
claimed invention is just water, so that any novelty objection based on the cited references,
suggesting the use of a soaking media which is acidic even prior to coming in contact with the
respective ligno-cellulosic biomass, is overcome by the presently amended claim 1.
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Additionally, it has to be emphasised that a further critical aspect of the present
invention is that the severity (which is affected by both temperature and duration time) of the
various soakings increases passing from any soaking to the successive one. On the contrary,
this aspect may be considered at most as just incidentally anticipated by certain specific partial
embodiments of the cited references, which nevertheless miss to confer thereto any general
relevance.

It might even be highlighted that D1 teaches away from the present invention also in
this respect, because the temperature and duration ranges indicated for the successive
functions 3 and 4 are exactly the same (namely 180-280 °C, and 10-60 minutes, respectively,
. see claim 1), so that their severity is constant. Furthermore, if we consider the corresponding
parameters indicated by claim 1 of D1 for the successive functions 1 and 2, we notice that the
duration thereof is 10-120 and 10-60 minutes, respectively, so that the longer duration of
function 1 might balance (or even overbalance) in terms of global severity a possible higher
temperature of function 2.

Accordingly, also the inventive step of the invention as presently claimed should be
immediately apparent in view of the fact that the cited references teach away from both using
just water as initial soaking liquid and increasing the severity of any successive soaking.

In view of the above arguments, we trust that a fully positive international preliminary
report on patentability (IPRP) may be shortly issued. Should this not be the case, we would
respectfully solicit the issue of a further written opinion.

Yours faithfully,

The Represengﬁij’

GERBINO Angelo
c/o JACOBACCI & PARTNERS

Encl.:
- amended set of claims (in triplicate)

2 24/07/2012
000025




Printed: 16/08/2012 | , CLMSPAMD PCT/IB 2011/054 2941B2011054294;

CLAIMS

I A process for the soaking of lignocellulosic biomass, comprising the steps of

A) introducing a lignocellulosic biomass feedstock into a first soaking zone,

B) soaking the lignocellulosic biomass feedstock in the presence of a liquid which
is water or vapor of the liquid for a first time and a first temperature correlating to a first
severity of the soaking conditions creating a first liquid comprised of at least one com-
pound selected from the group consisting of acetic acid, glucose, xylose and soluble oli-

. gomers thereof,

C) separating at least a portion of the first liquid comprised of the at least one com-
pound selected from the group consisting of acetic acid, glucose, xylose and soluble oli-
gomers thereof from the biomass of the first soaking, _

D) introducing the biomass of the first soaking zone into a second soaking zone in
the presence of a liquid which is water for a second time and a second temperature corre-
lating to a second severity of the soaking conditions creating a second liquid comprised of
at least one compound selected from the group consisting of acetic acid, glucose, xylose
and soluble oligomers thereof, wherein the second severity is greater than first severity,

E) separating at least a portion of the second liquid comprised of the at least one

compound selected from the group consisting of acetic acid, glucose, xylose and soluble

oligomers thereof from the biomass of the second soaking.

2. A process according to claim 1, comprising the further steps of

introducing the biomass from the second soaking zone into a third soaking zone in
the presence of a liquid which is water for a third time and at a third temperature range cor-
relating to a third severity of the soaking conditions creating a third liquid comprised of at
least one compound selected from the group consisting of acetic acid, glucose, xylose and
soluble oligomers thereof, wherein the third severity is greater than second severity,

separating at least a portion of the third liquid comprised of at least one compound
| selected from the group consisting of acetic acid, glucose, xylose and soluble oligomers
| thereof from the biomass of the third soaking.
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1
REIVINDICACIONES

1.- Un proceso para la impregnacién de biomasa lignocelulésica, que comprende las
etapas de:

A) introducir una materia prima de biomasa lignocelul6sica en una primera zona de
impregnacion;

B) impregnar la materia prima de biomasa lignoceluldsica en presencia de un
liquido que es agua o de vapor del liquido durante un primer periodo de tiempo y a una
primera temperatura en correlacion con una primera intensidad de las condiciones de
impregnacién, creando un primer liquido que se compone de al menos un compuesto
seleccionado entre el grupo que consiste en 4cido acético, glucosa, xilosa y oligémeros
solubles de los mismos;

C) separar al menos una parte del primer liquido que se compone de al menos un
compuesto seleccionado entre el grupo que consiste en édcido acético, glucosa, xilosa y
oligomeros solubles de los mismos de la biomasa de la primera impregnacion;

D) introducir la biomasa de la primera zona de impregnacion en una segunda zona
de impregnacion en presencia de un liquido que es agua durante un segundo periodo de
tiempo y a una segunda temperatura en correlacion con una segunda intensidad de las
condiciones de impregnacion, creando un segundo liquido que se compone de al menos un
compuesto seleccionado entre el grupo que consiste en éacido acético, glucosa, xilosa y
oligémeros soluble de los mismos, en el que la segunda intensidad es superior a la primera
intensidad;

E) separar al menos una parte del segundo liquido que se compone de al menos un
compuesto seleccionado entre el grupo que consiste en dcido acético, glucosa, xilosa y

oligomeros solubles de los mismos de la biomasa de la segunda impregnacion.

2.- Un proceso segin la reivindicacion 1, que comprende las etapas adicionales de:

introducir la biomasa de la segunda zona de impregnacion en una tercera zona de
impregnacion en presencia de un liquido que es agua durante un tercer periodo de tiempo y
en un tercer intervalo de temperaturas en correlacién con a una tercera intensidad de las
condiciones de impregnacion, creando un tercer liquido que se compone de al menos un
compuesto seleccionado entre el grupo que consiste en dcido acético, glucosa, xilosa y
oligdmeros solubles de los mismos, en el que la tercera intensidad es superior a la segunda
intensidad,

separar al menos una parte del tercer liquido que se compone de al menos un
compuesto seleccionado entre el grupo que consiste en dcido acético, glucosa, xilosa y

oligémeros solubles de los mismos de la biomasa de la tercera impregnacion.

3.- El proceso segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 2, caracterizado por

que la impregnacion de cada zona de impregnacion se realiza en un recipiente separado.
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PODER

Yo (nosotros), abajo firmante(s)

&n mi (nuestro) caracter de representante(s) legales de

BETA RENEWABLES S.p.A.

una sociedad organizada y existente de acuerdo con las leyes de Italia

¥ en actual cumplimicento de su objeto social, con domicilio en Strada
Ribrocea 11, 1-15057 TORTONA (Alessandria) Italia

porcl presente instrumento confiero (conferimos) poder especial a favor
de DILIA MARIA RODRIGUEZ D'ALEMAN, con Cédula de
Ciudadanfa No. 41.654.882 de Bogot4, y tp. 20824 con domicilio en
Bogotd, Colombia, para que actuando en su orden en nombre del (de la)
otorgante le (la) representen ante cualquier entidad, autoridad ylo
persona, especialmente ante las del orden Administrativo, Contencioso
Administrativo, Judicial, Tribunales de Arbitramento y/o cualquier otro
en lo referente a los siguientes asuntos:

1) Solicitar, tramitar, obtener y/o registrar cualquiera de las modalidades
de Propicdad Industrial, tales como: patentes de invencién, modelos de
utilidad; disefios industriales, variedades vegetales; marcas, lemas,
nombres y ensefias comerciales y denominaciones de ori gen; asi como
sus renovaciones, prormrogas, transferencias, cambios de nombre ylo
domicilio, contratos y licencias.

2) Solicitar, tramitar, obtener y/o registrar derechos de autor, en
cualquicra de sus presentaciones asi como la proteccién de secretos
industriales y know-how,

3) Solicitar, tramitar, obtener y/o registrar registros sanitarios, permisos
v/o licencias de funcionamiento; asf como sus renovaciones o promogas,
transferencias, cambios de nombre y/o domicilio, contratos y licencias.

4) Ejercer acciones de oposicion, observacion, reclamos, reconsideracién,
reposicion, apelacion, cancelacién administrativa o Jjudicial, nulidad,
proteccion al consumidor, concesién de licencias, proteccién de secretos
industriales y demds acciones y recursos relacionados con derechos
derivados de los asuntos arriba indicados y en contra de Ia competencia
desleal, acciones derivadas de la obtencion o explotacion de licencias,
acciones de indemnizacion de perjuicios. También podra(n) intervenir en
juicios civiles, comerciales, penales, contencioso-administrativos, tutelas
y de policia; en acciones o juicios promovidos por el (la) mandante o en
contra el (ella) .

5) Registrar nombres de dominio ante la entidad competente.

6) En ¢l ejercicio de este mandato los mandatarios arriba mencionados
quedan facultados para: conciliar, cancelar, transigir, comprometer en
arbitros, desistir, recibir y tomar poscsion de la cosa objeto de litigio y
renunciar o desistir a derechos concedidos 0 en curso de concesion,
admitir los hechos del proceso.

7) Ratificar o no la agencia oficiosa.

8) Asf mismo faculto (facultamos) a los mencionados apoderados para
recibir notificaciones y designar apoderados judiciales o extrajudiciales,
sustituir el presente poder y revocar las sustituciones que hicieren.

Dado y firmado en

alos dias de

POWER OF ATTORNEY

I (we), the undersigned

legal representative(s) of
BETA RENEWABLES §.p.A.

an organization existing under the laws of Italy

and in present exccution of its business activity, domiciled at Strada
Ribrocea 11, 1-15057 TORTONA (Alessandria) Ttaly

do hereby grant POWER OF ATTORNEY to DILIA MARIA RODRIGUEZ
D'ALEMAN, identification card No, 41.654.882 of Bogots, and tp. 20824
residing in Bogota Colombia, 10 act in the order of their appointment in behalf
of grantor before any entity, authority and/or natural or juridical person,
specially beforc those Administrative, Administrative-Contentious, Judicial,
arbitration courts, and/or any other, in all matters concering the following:

1) To apply, process, obtain and/or register any of the modalities of Industrial
Property, such as: Patents of Invention, Utility Models; Designs, plant
varicties; Marks, Slogans, Trade Names and emblems and appellations of
Origin; as well as their renewals, assignments, changes of name and/or
domicile, agreements and licenses.

2) To apply, process, obtain and/or register copyrights of any kind as well as
protection of industrial secrets or know-how,

3) To apply, process, obtain and/or register sanitary registrations, operating
authorizations and/or licenses; as well as their rencwals or  assignments,
changes of name and/or domicile, agreements and licenses.

4) To bring actions of opposition, observations, claims, reconsideration,
appeal or legal remedies, cancellations, nullity, protection to the consumer,
granting of licenses, protection of trade sccrets and other actions related with
rights derived from the above- mentioned matters and against the unfair
competition, actions resulting from the obtaining or exploitation of licenses,
recovering damages actions. They can also intervene or participate in Civil,
Commercial, Criminal or Contentious-Administrative Trials: the actions for
writ mandamus, police actions; in actions, lawsuits or litigations instituted by
the grantor or against him,

5) To register domain names before the competent entity.

6) To the effect of this mandate the above-named proxy are empowered to:
conciliate, cancel, settle, submit to arbitration, withdraw and to receive and
take possession of the litigation related objet and waive or renounce the rights
granted or in process of granting, admit the facts of the case.

7) To ratify or not the officious agency.

8) 1 (we) hereby appoint the afore mentioned attorneys with powers to receive
notifications and to designate judicial and extrajudicial attomeys, substitute
this Power of Attorney and to revoke such sustitutions.

Grantedand signedat TORTONA (Alessandria) Italy

on this 19th  gayor March of 2013
ario Giordanc

erorate Directoy

1

1 sighatara

BE NEWABLES S.p.A.
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CESION
El (la) abajo firmante (En adelante EL CEDENTE)

1. OTTONELLO, Piero
2. FERRERO, Simone
3. TORRE, Paolo

4. CHERCHI, Francesco
5. DE FAVERI, Danilo
6. ORTIANI, Luis

en su caracter de inventor/disefiador con domicilios
en;

1.Via Villoresi 27, 1-20142 MILANO, Italia

2 ViaEmilia 26, I-15057 TORTONA (A lessandria)
Italia

3. Via Terrarossa 37, I-16011 ARENZANO
(Genova), Italia

4. Via della Ferriera 3/37, I-15067 NOVI LIGURE
(Alessandria), Italia

5. Via Solferino 9, 1-15067 NOVI LIGURE

(Alessandria), Italia
6. Via Vittorio Alfieri 7, I-15057 TORTONA
(Alessandria) Italia

porel presente documento declara que cede todos y
cada uno de los derechos que le corresponden o
puedan corresponderle sobre la siguiente invencion ,
modelo de utilidad, disefio industrial No.
PCT/1B2011/054294

a: BETA RENEWABLES S.p.A.

con domicilio en Strada Ribroceca 11, I-15057
TORTONA (Alessandria) Italia

En prueba de la mutua aceptacién de esta cesion
ambas partes CEDENTE y CESIONARIO firman el
presente documento.

Dado y firmado en

A los Dias de De

1. OTTONELLO, Piero

Lo d W

ASSIGNMENT
The undersigned (Hereinafter THE ASSIGNOR)

1. OTTONELLO, Piero
2. FERRERO, Simone
3. TORRE, Paolo

4, CHERCHI, Francesco
5. DE FAVERI, Danilo
6. ORIANI, Luis

Inventor /designor of domiciled

1. Via Villoresi 27, 1-20142 MILANO, Italy

2. Via Emilia 26, I-15057 TORTONA (Alessandria)
Italy

3. Via Terrarossa 37, 1-16011 ARENZANO
(Genova), Italy

4. Via della Ferriera 3/37, 1-15067 NOVI LIGURE
(Alessandria), Italy

5. Via Solferino 9, I-15067 NOVI LIGURE
(Alessandria), Italy

6. Via Vittorio Alfieri 7, 1-15057 TORTONA
(Alessandria) Italy

do hereby declares that it assigns all and each of his
rights and privileges on the following invention,
industrial  design, utility = model  No.
PCT/IB2011/054294

to BETA RENEWABLES S.p.A.

with domicile in Strada Ribrocea 11, I1-15057
TORTONA (Alessandria) Italy

As a proof of the mutual acceptance of this
assignment, both parties ASSIGNOR and
ASSIGNEE sign the present document.

Granted and signed at TORTONA (Alessandria) Italy

on this19thday of March of 2013

1. OTTONELLO, Piero
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El Cedente /The Assignor

El Cedente /The Assignor
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