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PROCESO DE VALORIZACION DE MICROORGANISMOS
FOTOSINTETICOS PARA EL APROVECHAMIENTO INTEGRAL DE LA
BIOMASA

DESCRIPCION

OBJETO DE LA INVENCION

La presente invencidn se incluye dentro del campo técnico de la
produccién de biocombustibles a partir de microorganismos fotosintéticos. En
concreto, se enmarca en el area de la obtencion de compuestos de interés
comercial a partir de biomasa producida en sistemas masivos al exterior para

el mercado de biocombustibles.

El objeto de la patente consiste en un proceso optimizado de obtencidn
de productos de interés a partir de microorganismos fotosintéticos que
comprende la secuencia de etapas y sus condiciones 6ptimas de operacion
para maximizar la cantidad y calidad de productos a obtener, consiguiendo un
aprovechamiento integro de la biomasa, todo ello de una forma sostenible y

econémicamente viable.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las microalgas son organismos de gran utilidad debido a que presentan
gran numero de aplicaciones beneficiosas en areas tan diferentes como la
produccién de compuestos farmacéuticos y nutracéuticos, la alimentacidn
humana y animal, el tratamiento de aguas residuales, y la produccién de
biocombustibles (Spolaore, et al. 2006). Las ventajas del uso de microalgas
como fuente de biocombustibles son numerosas tales como que los cultivos de
microalgas pueden alcanzar productividades muy superiores a los cultivos
tradicionales, dando como resultado una mayor fijacion de CO, y una mayor

cantidad de biomasa producida. Ademas, los cultivos de microalgas tienen
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menores necesidades de agua y no compiten con los cultivos tradicionales,
puesto que no necesitan terreno ni agua fértil. Por dltimo, son una fuente
legalmente aceptada de biocombustibles y dada la fijacion de CO, que
conllevan presentan hoy dia una de las fuentes mas sostenibles de obtencion

de biocombustibles de tercera generacidn (Chisti 2007).

Para producir biocombustibles a partir de microalgas se necesitan
sistemas de produccidén a gran escala, en grandes extensiones de cientos de
hectareas, que den sentido a las inversiones necesarias, ademas de
instalaciones industriales de suficiente envergadura. En la etapa de produccién
se deben emplear materiales de bajo coste, tecnologias altamente eficientes, y
emplearse residuos de otras industrias como CO; y efluentes contaminados
con nitrogeno y fésforo, para conseguir un proceso sostenible y
econdmicamente viable de produccion (Olguin 2012; Pittman, et al. 2011). Sin
embargo, cualquiera que sea el proceso de produccidn instalado es
imprescindible ademas disponer de un proceso de valorizacidén de la biomasa
que permita aprovechar por completo la misma y obtener la mayor cantidad
posible de productos de calidad contrastada. Solo el aprovechamiento integral
de la biomasa y su transformacion en productos de valor puede hacer
economicamente viable el proceso global de produccion + valorizacion (Acién,
et al. 2012; Molina Grima, et al. 2003; Singh, et al. 2011).

Se ha descrito previamente que las microalgas pueden ser utilizadas
para producir bioetanol dado su elevado contenido en carbohidratos (Harun
and Danquah 2011). Para ello es necesario realizar un proceso de licuefaccion
de los carbohidratos contenidos en la biomasa, y posteriormente una
sacarificacion de los mismos para obtener monosacaridos fermentables. Las
condiciones propuestas para llevar a cabo este proceso de licuefaccidon y
sacarificacion son normalmente extremas, trabajando a pH entre 1 y 3, y
temperaturas entre 100 y 250°C (Harun and Danquah 2011). Las condiciones
de fermentacién con levaduras son mas suaves, y deben adaptarse al

optimo de la levadura empleada, variando entre temperaturas de 20 a 50°C y



10

15

20

25

30

WO 2014/122331 PCT/ES2013/070064

pH entre 7 y 9 (Khaw, et al. 2006; Mesa, et al. 2010). El mayor inconveniente
de estos procesos es que desaprovechan el resto de compuestos presentes
en la biomasa ya que durante la licuefaccién y sacarificacion se destruyen
tanto los lipidos como las proteinas presentes, produciendo intermedios de
degradacion que pueden resultar tdxicos para los procesos de produccion de

biogas en condiciones anaerobias.

También se ha descrito que las microalgas se pueden emplear para
producir concentrados de aminoacidos (Romero Garcia, et al. 2012). Las
microalgas presentan elevados contenidos en proteina, de hasta el 50%p.s.,
con perfiles de aminoacidos de alto interés por su calidad nutricional
(Rebolloso Fuentes, et al. 2000; Rebolloso-Fuentes, et al. 2001). Los
hidrolizados de aminoacidos pueden aplicarse para alimentacion humana y
animal (Morris 2008), o como biofertilizantes (Ordég, et al. 2004). Pueden
obtenerse por via quimica o enzimatica, siendo recomendable la via
enzimatica por mantener las propiedades Optimas de los aminoacidos
contenidos en la biomasa. La rotura celular previa y liberacidn de
aminoacidos conlleva la pérdida de carbohidratos por lo que mediante este
tipo de procesos no es posible posteriormente producir bioetanol a partir de
los carbohidratos contenidos en la biomasa.

En cuanto a la produccion de biodiesel, las microalgas se pueden
emplear para producir aceites y posteriormente transesterificarlos como se
hace habitualmente con aceites vegetales, o alternativamente se puede
realizar una transesterificacion directa de la biomasa completa (Belarbi, et al.
2000). La extraccidn de aceites y posterior transesterificacion esta dificultada
por la presencia de agua en la biomasa de microalgas, por lo que se deben
emplear disolventes muy polares y condiciones de extraccion agresivas,
quedando ademas unos lipidos complejos por la naturaleza polar de la
mayor parte de los lipidos contenidos en la biomasa de microalgas. Por otro
lado la transesterificacidn directa se realiza en condiciones de alta
temperatura y acidez, a temperaturas entre 100 y 300°C y pH entre 2 y 4, en

presencia de metanol y acido sulfurico como catalizador, lo que provoca una
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desnaturalizacion completa de todos los compuestos presentes en la
biomasa. Al igual que en el caso de la licuefaccidn y sacarificacion de
azucares esto conlleva el no aprovechamiento del resto de compuestos
presentes en la biomasa y un posible perjuicio para la produccion de biogas

por la formacion de compuestos toxicos.

Cualquiera que sea el proceso de valorizacion de microorganismos
fotosintéticos hay que tener en cuenta las siguientes consideraciones para

lograr un maximo rendimiento:

e La biomasa de microorganismos fotosintéticos es un material
heterogéneo, compuesto de biomasa y agua, ya que los procesos de
cosechado disponibles consiguen concentraciones maximas de materia
seca del 20-30%, siendo el resto agua.

e La presencia de agua se puede eliminar mediante operaciones de
secado pero esto repercute negativamente, tanto en el consumo de
energia como en la viabilidad econdmica, por el coste asociado al
secado. Por tanto los procesos de valorizacién deben hacerse por via
humeda.

e Las células de microorganismos fotosintéticos constan de una pared
celular dura que se debe romper para liberar el contenido intracelular y
poder obtener los productos de interés. El empleo de productos
quimicos agresivos 0 condiciones extremas de presion y temperatura
estan penalizados ya que reducen la sostenibilidad y viabilidad
econdmica de cualquier proceso.

e La realizacion de cualquier proceso de extraccion o transformaciéon de
los compuestos presentes en la biomasa afecta al resto de compuestos
por lo que el rendimiento o calidad de los productos siguientes se vera
siempre afectado por los tratamientos a los que se ha sometido
previamente a la biomasa.

e La realizacion de cualquier proceso de obtencidn de compuestos a
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partir de la biomasa dara siempre lugar a unos residuos, cuya
composicion y condiciones vendran determinadas por la secuencia de
etapas previas. El aprovechamiento de dicho residuo y su eliminacion
como un objetivo simultaneo es imprescindible para mejorar la viabilidad

completa del proceso desarrollado.
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un proceso optimizado de obtencidn
de productos de interés a partir de microorganismos fotosinteticos que
comprende la secuencia de etapas y sus condiciones 6ptimas de operacion
para maximizar la cantidad y calidad de productos a obtener, consiguiendo un
aprovechamiento integro de la biomasa, todo ello de una forma técnicamente

realizable y escalable, pero sobre todo sostenible y econdémicamente viable.

El proceso propuesto comprende:
- Una primera etapa de extraccidbn de carbohidratos mediante el
empleo de enzimas celuloliticas que rompen la pared celular y

liberan los carbohidratos solubles, permaneciendo el resto de
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componentes en la biomasa residual. Se consigue con ello la
licuefaccion de gran parte de los carbohidratos presentes en la
biomasa, que serviran como materia prima en procesos posteriores,
como por ejemplo acido lactico o bioetanol. Para ello la mezcla
obtenida se debe separar mediante un proceso de filtracién y/o
centrifugacion dando un clarificado rico en carbohidratos y un
concentrado contendiendo la biomasa residual.

Una etapa de produccién de bioetanol a partir del clarificado anterior
mediante sacarificacibn de los carbohidratos en condiciones de
acidez (pH = 1.5 - 2.5) y temperatura (95 - 115°C) moderados,
seguido de una fermentacidbn con levadura del género
Saccharomices, durante 24 h para transformar los monosacaridos
en bioetanol con elevados rendimientos. La levadura se puede
recuperar mediante filtracion y/o centrifugacion para su reutilizacién,
mientras que en la fase liquida quedan contenidos el bioetanol y
restos de azucares sin metabolizar. El bioetanol producido se puede
separar por destilacion a vacio y posterior desecado mediante
tamices moleculares.

Una etapa de produccibn de concentrados de péptidos vy
aminoacidos mediante el empleo de enzima proteoliticas que
rompen las proteinas, solubilizandolas y transformandolas en
péptidos y aminoacidos de menor peso molecular que se pueden
emplear en alimentacion o como fertilizantes agricolas de alto valor.
El proceso se lleva a cabo a partir de la biomasa residual de la etapa
anterior en un tanque agitado a pH y temperatura controlados (pH =
7.7 — 81, T= 40 — 55°C), durante 4 h, en condiciones suaves y sin
emplear productos toxicos ni condiciones agresivas. La mezcla de
reaccion obtenida se debe separar mediante un proceso de filtracidn
y/o centrifugacion dando un clarificado rico en péptidos-aminoacidos
y un concentrado contendiendo la biomasa residual. La solucion de
aminoacidos - péptidos debe ser estabilizada mediante ajuste a pH

acido o alcalino para evitar su descomposicion.
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- Una etapa de produccion de biodiesel a partir del concentrado
anterior mediante la cual se realiza la transesterificacion de los
acidos grasos presentes en la biomasa con acidos sulfurico como
catalizador y metanol como reactivo, obteniéndose los respectivos
ésteres metilicos que constituyen. La reaccion se realiza en
condiciones suaves sin el previo secado de la biomasa, empleando
acido sulfurico al 2% y temperatura entre 90 — 110°C, durante 2 h.
Transcurrida la reaccion el biodiesel se extrae de la mezcla de
reaccion mediante hexano, el cual se evapora posteriormente para
obtener el biodiesel. Del mismo modo el metanol no empleado se
retira de la mezcla de reaccién mediante destilacion a vacio. De esta
forma se recuperan ambos disolventes, se minimiza el consumo de
los mismos, y se incrementa tanto la sostenibilidad como la
viabilidad econémica del proceso.

- Una etapa de produccion de biogas a partir de la mezcla de reaccion
resultante, exenta de metanol y hexano, mediante la cual la materia
carbonosa residual contenida en la misma se transforma en metano,
hidrogeno y CO; por accion de bacterias metanogénicas. El proceso
se realiza en tanques cerrados en condiciones anaerobias a
temperaturas entre 30-40°C, con un tiempo de residencia de

aproximadamente 5-8 dias,

REALIZACION PREFERENTE DE LA INVENCION

El proceso propuesto puede ser realizado en todas o algunas de sus
partes pero siempre respetando el orden y las condiciones de operacidn
identificadas como &ptimas para maximizar el aprovechamiento de la biomasa
y todos sus componentes. La realizacion 0 no de una etapa vendra
determinada por la cantidad de compuesto a valorizar presente en la biomasa
(carbohidratos, proteinas, lipidos) y el interés o valor del producto a obtener
(bioetanol, péptidos y aminoacidos, biodiesel, biogas, acido lactico, acidos

grasos de alto valor). Cabe resaltar sin embargo que la no realizacién de una
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etapa lejos de facilitar las etapas posteriores las dificulta ya que la retirada de
los diversos compuestos presentes en la biomasa reduce por un lado la
presencia de compuestos que puedan interferir en las reacciones siguientes, y
por otro incrementa la riqueza en los productos restantes contenidos en la

biomasa, incrementando asi el rendimiento de las etapas posteriores.

La realizacidon preferente de la invencién se muestra en la jError! No
se encuentra el origen de la referencia.. En la misma la biomasa de
microorganismos fotosintéticos (1) procedente del sistema de cultivo vy
cosechado es acondicionada para obtener una concentracién de materia seca
entre el 15-20%. El lodo de microorganismos fotosintéticos disponible se
introduce en un tanque agitado donde se ajusta la temperatura a las
condiciones Optimas de operacion de las enzimas celuloliticas a emplear
Celulasa y se aflade una cantidad de enzima (2%) (2), dejando actuar durante
2 h. En este tiempo se produce la licuefaccion de los azucares (3), liberandose
los carbohidratos contenidos en la biomasa al medio. En funcion del contenido
en carbohidratos de la biomasa la concentracidén de carbohidratos en el medio
puede llegar hasta 60 g/l aunque raramente sobrepasa los 30 g/l. Al cabo de
este tiempo de reaccion el lodo se retira del tanque agitado y se filtra/centrifuga
(4) para separar el clarificado contenido los carbohidratos de la biomasa
restante. El clarificado (5) se somete entonces a un proceso de sacarificacion
mediante tratamiento acido-térmico a pH=1.5-2.5y T= 95 - 115°C durante 2
h (6). Ello se lleva a cabo en el mismo tanque u otro adicional, con agitacion. Al
cabo de este tiempo se enfria dicho concentrado hasta 30°C y se ajusta el pH
(7), a las condiciones optimas de operacién de la levadura del genero
Saccharomyces. Una vez estabilizadas las condiciones se afiade un 2% de
levadura y se deja fermentar con agitaciéon y sin aireacién, en condiciones
anoxicas durante aproximadamente 24 h. Al cabo de este tiempo los azucares
libres se han transformado en CO, y bioetanol (8), quedando la levadura en
suspension. La levadura se puede recuperar mediante filtracion/centrifugacion
y recircularse al proceso de un nuevo lote. El clarificado contiene el bioetanol

que se debe recuperar mediante destilacion a vacio, (P=10-20 mbar, T=30 -
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40°C) obteniéndose un azedtropo que contiene un 4% de agua y 96% de
bioetanol. El agua se puede eliminar si es necesario mediante tamices
moleculares para su empleo como biocombustible directo en mezcla con

gasolinas.

En la realizacidn preferente la biomasa resultante (9) tras el proceso de
extraccion de azucares se puede emplear para la obtencion de concentrados
de péptidos y aminoécidos (10). Si no se ha llevado a cabo la etapa anterior
igualmente la biomasa se puede emplear directamente para la obtencion de
concentrados de péptidos y aminoacidos pero en este caso los carbohidratos
iran acompanando a dicha solucion y no seran valorizados. Para la obtencidn
de concentrados de péptidos y aminoacidos la biomasa humeda, con entre un
15-20% de materia seca se afade a un tanque agitado dotado de control de
pH y temperatura. Se ajusta el pH y la temperatura a las condiciones optimas
de la enzima (12) a utilizar, preferentemente endo y exo-proteasas, de pH=7.7
— 8.1y T=40 - 55°C, en un proceso de hidrdlisis enzimatica (11). Se afiade la
primera enzima y a las 2 h se afade la segunda enzima, ambas en la misma
cantidad del 2%. El proceso se completa aproximadamente en 4 h tras las
cuales la mayor parte de la fraccion proteica se ha hidrolizado y los péptidos y
aminoacidos resultantes se encuentran disueltos en la fase liquida. Para
separarlos la mezcla de reaccion se centrifuga (13) quedando un clarificado
(14) conteniendo dichos péptidos y aminoacidos (10), y una biomasa residual
(15). El clarificado (14) debe ser estabilizado para evitar su rapida
descomposicién ya que es un caldo de cultivo perfecto para bacterias y
levaduras. Para ello 1o mas sencillo es ajustar el pH del clarificado a valores
que no permiten el crecimiento de bacterias y levaduras, obteniéndose buenos
resultados tanto a pH acido como alcalino. No se recomienda estabilizar a
valores extremos de pH ya que ademas de resultar mas costoso y peligroso, al
tratarse de materiales mas corrosivos, los propios péptidos y aminoacidos se

pueden desnaturalizar perdiendo parte de sus propiedades.

En la realizacion preferente, tras el proceso de obtencidn de bioetanol y
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concentrados de azucares, la biomasa residual (15) resultante se puede
emplear para producir biodiesel. Si no se han realizado previamente las etapas
anteriores la biomasa puede ser igualmente sometida al proceso de
produccién de biodiesel, si bien el rendimiento del proceso sera inferior y la
calidad de los productos también, por o que se recomienda hacer las etapas
anteriores y con ello ampliar la cantidad de productos obtenidos de la misma
biomasa. Para llevar a cabo este proceso la biomasa humeda, con un
contenido en materia seca del 15-20%, se introduce en un reactor agitado
donde se afiade acido sulfurico como catalizador al 2%, y metanol (16) como
reactivo a razén de 1 L por cada litro de biomasa humeda, se somete la
mezcla a un proceso de transesterificacién (17). Se calienta la mezcla hasta
una temperatura entre 90 - 110°C y se deja reaccionar durante 2 h. Ya que en
este caso se trabaja con disolventes organicos el reactor a emplear debe ser
cerrado y cumplir con las normas ATEX aplicables. Tras este tiempo a la
mezcla resultante se le afiade hexano y se agita (18) durante 0.5 h para
conseguir la transferencia de los esteres metilicos formados de la fase acuosa-
metandlica a la fase hexanica. Se retira la fase hexanica y se recupera el
hexano mediante destilacion a vacio (19) (P=10-20 mbar, T=30-40°C)
resultando el biodiesel liquido (20). La fase acuosa-metandlica se debe tratar
para recuperar el metanol en exceso anadido, para lo cual se somete también
a destilacién a vacio (P=10-20 mbar, T=30-40°C) hasta recuperacién completa
del metanol. De esta forma tanto el metanol como el hexano se recuperan y
son recirculados al proceso. Queda de esta forma la biomasa residual (21) en
fase liquida, junto con los restos de reaccion de todas las etapas anteriores.

Dicha biomasa se puede emplear para producir biogas.

En la realizacion preferente, después de las etapas de produccion de
bioetanol (8), péptidos-aminoacidos (10) y biodiesel (20), la biomasa residual
(21) resultante se somete a un proceso de digestion anaerobia (22) para la
produccion de biogas (23). Si no se realizan las etapas anteriores la biomasa
puede someterse a digestibn anaerobia para producir biogas pero el

rendimiento del proceso es mas bajo ya que la biomasa no esta lo
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suficientemente rota, el contenido en nitrégeno es excesivamente alto, y la
estructura quimica de los compuestos presentes es excesivamente compleja
para que las bacterias metanogénicas puedan degradar eficientemente la
materia organica. La producciéon de biogas se lleva a cabo introduciendo la
biomasa humeda, con un contenido en materia seca del 15-20%, en un
digestor anaerobio en continuo, con un tiempo de residencia de entre 5-8 dias.
El digestor anaerobio es un reactor cerrado que debe estar previamente
estabilizado a una temperatura y pH adecuados, sin entrada de aire, y con una
flora bacteriana adaptada al sustrato a metabolizar. El biogas formado se
extrae por la parte superior del tanque retirandose por la parte inferior el
digestato (24), de minimo volumen y que puede emplearse también como
producto fertilizante por su elevado contenido en amonio y fésforo, y baja
DQO.
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REIVINDICACIONES

1.-Proceso de valorizacibn de microorganismos fotosintéticos para el
aprovechamiento integral de la biomasa caracterizado por que comprende

las etapas de:

Una primera etapa en la que partiendo de una biomasa de
microalgas (1) se introduce en un tanque de agitado en la que
mediante el empleo de enzimas celuloliticas (2) se produce la
licuefaccion de los azucares (3) que rompen la pared celular y
liberan los carbohidratos solubles, permaneciendo el resto de
componentes en la biomasa residual; la mezcla obtenida se debe
separar mediante un proceso de filtracidn y/o centrifugacion (4)
dando un clarificado (5) rico en carbohidratos y un concentrado

contendiendo la biomasa residual (9).

Una etapa de produccion de bioetanol y otros productos derivados,
como el acido lactico, a partir del clarificado (5) anterior mediante
sacarificacion (6) de los carbohidratos, seguido de una fermentacién
alcohdlica (7) con levadura para transformar los monosacaridos en

bioetanol (8) con elevados rendimientos.

Una etapa de produccibn de concentrados de péptidos vy
aminoacidos (10) mediante el empleo de enzimas proteoliticas (12)
que rompen las proteinas, solubilizandolas, en un proceso de
hidrélisis enzimatica (11), y transformando las proteinas en péptidos
y aminoacidos de menor peso molecular que se pueden emplear en
alimentacibn o como fertilizantes agricolas de alto valor, a
continuacién la mezcla de reaccidon obtenida se debe separar
mediante un proceso de filtracion y/o centrifugacion (13) dando un
clarificado (14) rico en péptidos-aminoacidos y un concentrado

contendiendo la biomasa residual (15).
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- Una etapa de produccién de biodiesel a partir del concentrado (15)
anterior mediante la cual se realiza la transesterificacion (17) de los
acidos grasos presentes en la biomasa con acido sulfurico como
catalizador y metanol como reactivo (16), obteniéndose los
respectivos ésteres metilicos que lo constituyen. Transcurrida la
reaccion el biodiesel (20) se extrae de la mezcla de reaccidn
mediante hexano (18), el cual se evapora posteriormente para

obtener el biodiesel (20).

- Una etapa de produccién de biogas, en la que la biomasa residual
(21) de la etapa anterior se somete a un proceso de digestidon
anaerobia (22) por accion de bacterias metanogénicas, para la
produccion de biogas (23) a partir de la mezcla de reaccidn
resultante (21), exenta de metanol y hexano, mediante la cual la
materia carbonosa residual contenida en la misma se transforma en

metano, hidrégeno y CO..

2.- Proceso de valorizacidn de microorganismos fotosintéticos para el
aprovechamiento integral de la biomasa, segun la reivindicacidon 1
caracterizado por que en la etapa de produccidn de bioetanol (8) la
sacarificacion (6) de los carbohidratos se produce en condiciones de acidez en

un rango de pH y temperatura moderados (pH=1.5-2.5 T= 95 - 115°C)

3.- Proceso de valorizacidbn de microorganismos fotosintéticos para el
aprovechamiento integral de la biomasa, segun la reivindicaciéon 1 6 2
caracterizado por que la levadura empleada en la fermentacién pertenece al

género Saccharomices y tiene lugar durante 24 h.

4.- Proceso de valorizacibn de microorganismos fotosintéticos para el
aprovechamiento integral de la biomasa, segun la reivindicacién 1 6 2 6 3

caracterizado por que la etapa de fermentacion alcohdlica (7) empleado en
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la etapa de obtencidén de bioetanol (8) se realiza enfriando el concentrado

hasta 30°C y ajustando el pH hasta 8.

5.- Proceso de valorizacidbn de microorganismos fotosintéticos para el
aprovechamiento integral de la biomasa, segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que la levadura se recupera
mediante filtracion y/o centrifugacion para su reutilizacion, mientras que en la
fase liquida quedan contenidos el bioetanol y restos de azucares sin

metabolizar.

6.- Proceso de valorizacidn de microorganismos fotosintéticos para el
aprovechamiento integral de la biomasa, segun la reivindicacidon 1
caracterizado por que el bioetanol (8) producido se separa por destilacidén a

vacio y posterior desecado mediante tamices moleculares.

7.- Proceso de valorizacidon de microorganismos fotosintéticos para el
aprovechamiento integral de la biomasa, segun la reivindicacidon 1
caracterizado por que el proceso de hidrélisis enzimatica (11) se lleva a cabo
a partir de la biomasa residual (9) en un tanque agitado a pH y temperatura
controlados (pH= 7.7 — 8.1 T= 40 — 55°C), durante aproximadamente 4 h, en

condiciones suaves y sin emplear productos toxicos ni condiciones agresivas

8.- Proceso de valorizacidon de microorganismos fotosintéticos para el
aprovechamiento integral de la biomasa, segun la reivindicacidon 1
caracterizado por que el concentrado de péptidos y aminoacidos (10) se

estabiliza mediante ajuste a pH acido o alcalino para evitar su descomposicion.

9.- Proceso de valorizacidbn de microorganismos fotosintéticos para el
aprovechamiento integral de la biomasa, segun la reivindicacidon 1
caracterizado por que la transesterificacion (17), se realiza en condiciones
suaves sin el previo secado de la biomasa, empleando acido sulfurico al 2% y

temperatura entre 90 — 110°C, durante 2 h



10

WO 2014/122331 PCT/ES2013/070064

16

10.- Proceso de valorizacidon de microorganismos fotosintéticos para el
aprovechamiento integral de la biomasa, segun la reivindicacidon 1
caracterizado por que en la etapa de obtencidn del biodiesel (20), el metanol

no empleado se retira de la mezcla de reaccion mediante destilacion a vacio.

11.- Proceso de valorizacidon de microorganismos fotosintéticos para el
aprovechamiento integral de la biomasa, segun la reivindicacidon 1
caracterizado por que el proceso de digestidon anaerobia (22) de la etapa de
obtencion de biogas se realiza en tanques cerrados en condiciones anaerobias
a temperaturas entre 30-40°C, con un tiempo de residencia de

aproximadamente 5-8 dias,
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REIVINDICACIONES MODIFICADAS

recibidas por la oficina Internacional el 18 de diciembre de 2013 (18.12.13)

1.-Proceso de valorizacién de microorganismos fotosintéticos para el

aprovechamiento integral de la biomasa caracterizado por que comprende

las etapas de:

Una primera etapa en la que partiendo de una biomasa de
microalgas (1) se introduce en un tanque de agitado en la que
mediante el empleo de enzimas celuloliticas (2) se produce la
licuefaccion de los azlcares (3) que rompen la pared celular y
liberan los carbohidratos solubles, permaneciendo el resto de
componentes en la biomasa residual; la mezcla obtenida se debe
separar mediante un proceso de fiitracién y/o centrifugacion (4)
dando un clarificado (5) rico en carbohidratos y un concentrado
contendiendo la biomasa residual (9).

Una etapa de produccién de bioetanol y otros productos derivados,
como el acido lactico, a partir del clarificado (5) anterior mediante
sacarificacion (6) de los carbohidratos, seguido de una fermentacion
alcohdlica (7) con levadura para transformar los monosacaridos en

bioetanol (8) con elevados rendimientos.

Una etapa de produccion de concentrados de péptidos y
aminoacidos (10) de la biomasa residual (9) mediante el empleo de
enzimas proteoliticas (12) que rompen las proteinas,
solubilizandolas, en un proceso de hidrdlisis enzimatica (11), y
transformando las proteinas en péptidos y aminoéacidos de menor
peso rholecular que se pueden emplear en alimentacién o como
fertilizantes agricolas de alto valor, a continuacién fa mezcla de
reaccion obfenida se debe separar mediante un proceso de filtracion

HOJA MODIFICADA (ARTICULO 19)
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y/o centrifugacion (13) dando un clarificado (14) rico en péptidos-
aminoacidos y un concentrado contendiendo la biomasa residual
(15).

- Una etapa de produccion de biodiesel a partir del concentrado (15)
anterior mediante la cual se realiza la transesterificacion (17) de los
acidos grasos presentes en la biomasa con acido sulfdrico como
catalizador y metanol como reactivo (16), obteniéndose los
respectivos ésteres metilicos que lo constituyen. Transcurrida la
reaccion el biodiesel (20) se extrae de la mezcla de reaccién
mediante hexano (18), el cual se evapora posteriormente para
obtener el biodiesel (20).

- Una etapa de produccion de biogas, en la que la biomasa residual
(21) de la etapa anterior se somete a un proceso de digestion
anaerobia (22) por accién de bacterias metanogénicas, para la
produccion de biogas (23) a partir de la mezcla de reaccion
resultante (21), exenta de metanol y hexano, mediante la cual la
materia carbonosa residual contenida en la misma se transforma en

metano, hidrogeno y CO;.

2.- Proceso de valorizacion de microorganismos fotosintéticos para el
aprovechamiento integral de la biomasa, seglin [a reivindicacion 1
caracterizado por que en la etapa de produccion de bioetanol (8) la
sacarificacion (6) de los carbohidratos se produce en condiciones de acidez en

un rango de pH y temperatura moderados (pH= 1.5 - 2.5 T= 95 - 115°C)

3.~ Proceso de valorizacibn de microorganismos fotosintéticos para el
aprovechamiento integral de la biomasa, segun la reivindicacion 1 6 2
caracterizado por que la levadura empleada en la fermentacion pertenece al
género Saccharomices y tiene lugar durante 24 h.

HOJA MODIFICADA (ARTICULO 19)
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4.- Proceso de valorizacién de microorganismos fotosintéticos para el
aprovechamiento integral de la biomasa, segun la reivindicacion 1 6 2 6 3
caracterizado por que la etapa de fermentacién alcohdlica (7) empleado en
la etapa de obtencion de bioetanol! (8) se realiza enfriando el concentrado
hasta 30°C y ajustando el pH hasta 8.

5.- Proceso de valorizacion de microorganismos fotosintéticos para el
aprovechamiento integral de la biomasa, segin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que la levadura se recupera
mediante filtracién y/o centrifugacion para su reutilizacién, mientras que en la
fase liquida quedan contenidos el bioetanol y restos de azucares sin
metabolizar.

6.- Proceso de valorizacién de microorganismos fotosintéticos para el
aprovechamiento integral de la biomasa, segun la reivindicacion 1
caracterizado por que el bioetano! (8) producido se separa por destilacién a
vaclo y posterior desecado mediante tamices moleculares.

7.- Proceso del valorizacién de microorganismos fotosintéticos para el -
aprovechamiento integral de la biomasa, segin la reivindicacion 1
caracterizado por gue el proceso de hidrdlisis enzimatica (11) se lleva a cabo
a partir de la biomasa residual (9) en un tanque agitado a pH y temperatura
controlados (pH= 7.7 — 8.1 T= 40 ~ 55°C), durante aproximadamente 4 h, en
condiciones suaves Yy sin emplear productos toxicos ni condiciones agresivas

8.- Proceso de valorizacién de microorganismos fotosintéticos para el
aprovechamiento integral de la biomasa, segin (a reivindicacion 1
caracterizado por que el concentrado de péptidos y aminoacidos (10) se
estabiliza mediante ajuste a pH 4cido o alcalino para evitar su descomposicion.

9.- Proceso de valorizacion de microorganismos fotosintéticos para el
aprovechamiento integral de la biomasa, segin la reivindicacion 1

HOJA MODIFICADA (ARTICULO 19)
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caracterizado por que la transesterificacion (17), se realiza en condiciones
suaves sin el previo secado de la biomasa, empleando acido sulfirico al 2% y

temperatura entre 90 — 110°C, durante 2 h

10.- Proceso de valorizacibn de microorganismos fotosintéticos para el
aprovechamiento integral de la biomasa, segin la reivindicaciébn 1
caracterizado por que en la etapa de obtencion del biodiesel (20), el metanol
no empleado se retira de la mezcla de reaccion mediante destilacion a vacio.

11.- Proceso de valorizacién de microorganismos fotosintéticos para el
aprovechamiento integral de la biomasa, segun la reivindicaciéon 1
caracterizado por que el proceso de digestion anaerobia (22) de la etapa de
obtencidn de biogds se realiza en tanques cerrados en condiciones anaerobias
a temperaturas entre 30-40°C, con un tiempo de residencia de

aproximadamente 5-8 dias,
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