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SOLICITANTE : INVENTURE CHEMICAL, INC.

REFERENCIA © SOLICITUD DE REGISTRO DE LA PATENTE
PRODUCCION DE BIODIESEL, AZUCARES
CELULOSICOS Y PEPTIDOS DE LA
ESTERIFICACION SIMULTANEA Y
ALCOHOLISIS/HIDROLISIS DE
MATERIALES CON SUSTITUYENTES QUE
CONTIENEN ACEITE QUE INCLUYEN
FOSFOLIPIDOS Y CONTENIDO CELULOSICO
Y PEPTIDICO

CODIGO . 444

Respuesta al requerimiento contenido en el eficio No. 8896

JUAN CARLOS URIBE RESTREPO, mayor de edad, domiciliado en la ciudad de
Bogota D.C, Republica de Colombia, abogado titulado e identificado como aparece al pie
de mi firma, actuando en mi calidad de apoderado de la sociedad INVENTURE
CHEMICAL, INC., con domicilio en los Estados Unidos de América, me permito dar
respuesta al requerimiento proferido por su Despacho, mediante oficio No. 8896 notificado
por fijacion en lista de 3 de junio de 2011, y conforme a la prorroga presentada el 1 de
agosto de 2011, anexo los documentos que se mencionan a continuacion:

1. El nuevo texto de la invencion en la que son ajustadas las unidades de medida, v con
ello solo fueron utilizadas las Unidades del Sistema Internacional de Medidas, como
fue requerido por el oficio No. 8896,

2. Copia auténtica del documento de poder otorgado a mi favor, por la sociedad
INVENTURE CHEMICAL, INC., firmado por el Director Ejecutivo de la
mencionada compailia, acompafiado del certificado notarial que acredita la
existencia y representacion de la sociedad, legalizado por el Sistema de la Apostilla.

El mencionado documento se encuentra acompafiado de la respectiva traduccion al
idioma Espaol, abonada por el Ministerio de Relaciones Exteriores de Colombia.

Es pertinente sefialar que en el mismo certificado notarial que acredita la existencia
y representacion legal de la sociedad, se legaliza la firma sentada por el seiior
MARK TEGAN como inventor de la patente arriba indicada, v que se enuncia a
continuacion.

3. Copia auténtica de la cesion firmada por el sefior MARK TEGAN, por medio del
cual se ceden los derechos sobre la respectiva invencién, a favor de la sociedad
INVENTURE CHEMICAL, INC.

Solicito a €sa entidad analizar el mencionado documento, en conjunto con el poder
de la sociedad INVENTURE CHEMICAL, INC. ya que en ambos aparece ¢l
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sefior MARK TEGAN en su calidad de Director Ejecutivo de la mencionada
sociedad, otorgandonos poder para actuar, y en el otro aparece MARK TEGAN
como persona natural que cede sus derechos, a favor de mi poderdante.

Por tanto, las firmas que aparecen en los mencionados documentos, se presentaron
ante el mismo notario, en el mismo certificado.

Es asi, como el mencionado documento, también se encuentra acompafiado de su
traducci6n al Idioma Espafiol, legalizada por el Sistema de Apostilla, abonada por el
Ministerio de Relaciones Exteriores de Colombia.

Copia auténtica de la cesion firmada por el sefior WILLIAM W. BERRY ante
Notario Publico, por medio del cual se ceden los derechos sobre la respectiva
invencion, a favor de la sociedad INVENTURE CHEMICAL, INC,

El mencionado documento se encuentra legalizado por el Sistema de la Apostilla,
con traduccién oficial al idioma Espaiiol, avalada por el Ministerio de Relaciones
Exteriores de Colombia.

Copia auténtica de la cesion firmada por el sefior WILLIAM RUSTY
SUTTERLIN ante Notario Publico, por medic del cual se ceden los derechos sobre
la respectiva invencidn, a favor de la sociedad INVENTURE CHEMICAL, INC.

El mencionado documento se encuentra legalizado por el Sistema de la Apostilla,
con traduccion oficial al idioma Espafiol, avalada por el Ministerio de Relaciones
Exteriores de Colombia.

En consecuencia de lo anterior, solicitamos a €sa entidad que tenga en cuenta los
documentos aca aportados, y que acreditan el cumplimiento de los requerimientos
contenidos en el oficio No. 8896, y por tanto, la presente invencién sea publicada en
la Gaceta de la Propiedad Industrial.

Del Sefior Jefe de la Direccidn,

i
/
UAN-EARLOS URIB

C.C. 79.159.313 de Usaquén
T.P.A. 54493 del C.S. dé la J.
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Trcducc:fon oficial hecha por Jimena Escobar Uribe, fraductora e intérprete
Oflq:l&LS@(ﬁ‘:-m resolucion No. 0349 de 1995 del Ministerio de Jusiicia, del
documento legalizado mediante ia APOSTILLA No. 201111152 de 29 de julio
de 2011 expedida en el Estado de Washington en Estados Unidos de
América relacionado con una césién a favor de la sociedad INVENTURE

CHEMICAL INC. y un documento de poder otorgado por la misma
sociedad.

Documento de cesién: firmado el dia 24 de mayo de 2011 por

Mark Tegen ({(cedente) y Mark Tegen (Director Ejecutivo del

cesionario), diligenciado en inglés con idéntico texto en

espafiol, razén por la cual no se hace necesaria su

traduccidn.

Documento de poder: Firmado el 24 de mayo de 2011 en

Washington, Estados Unidos de Bmérica por firma ilegible,

en
inglés con idéntico texto en espafiol diligenciazdo en la

columna derecha del documento, por lo que no se hace

necesaria su traduccién.

Certificado notarial: Ejecutadc el 24 de maye de 2011, en

inglés con idéntico texto en espafiol diligenciado en 1la

columna derecha del documento, por lo gque noc se hace

necesaria su traduccidn, 1legalizado mediante firma 0or

Natalie Nicole Carlisle, notario pﬁb:-

Washington, cuya comisién termina el 10-21-
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APOSTILLA
f;;_,ﬁﬁbnvencién de la Haya de 5 de octubre de 1961)

. E- =
"

1. Pais: Estados Unidos de América

2. Este documento plblico ha sido firmade por Natalie Nicole
Carlisle

3. Actuando en su calidad de Notario publico,

Washington

Estado de

4. Lleva el sello/estampilla de Natalie Nicole Carlisle

CERTIFICADO
En Olympia, Washington

5

6. E1 29 de julio de 2011

7. Por Sam Reed, Secretarioc de Estado
8

. NO. 201111152

9. Sello/Estampilla: Sello del Estado de Washington

10. Firma: Dado bajo mi firma Yy el Sello del Estado de

Washington en Olympia, la capital del Estado

Firmado por Sam Reed, Secretario de Estado
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Traductor e ntérprete OEicia':_
Rosolucidn No. 0349 Min, Justicia 197,
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f!rbe‘ State of ¢

Secretary of State

APOSTILLE
(Convention de la Haye du 5 Octobre 1961)

Er,
Cq

1. Country:  United States of America

2. This public document has been

wazbmgtun

signed by: NATALIE NICOLE CARLISLE
3. acting in the capacity of: Notary Public, state of Washington
i
l . 4. bears the seal/stamp of: NATALIE NICOLE CARLISLE
CERTIFIED
5. at.  Olympia, Washington 6. the: 29 day of July, eu'-'

7. by: Sam Reed, Secretary of State

8. No: 201111152

9. Seal/Stamp: 10.  Signature:

Sam Reed, Secretary of Sate
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NOTARIAL CERTIFICATION
(CORPORATION)
On this Z(‘rm day of
_MFN (month), 201 Hl_ {(year)
appeared before me

wdi 173
whe-Henew-persomilysnd who signed this document
as representative of the corporation or company
named

W&ME&
C hémyieca :

Consequently, I certify:
1. That I have secen the following documents (with
date and origin);

LLASSIGNMENT kifemnment
L2. gepresernnnond Hwp 0.0.

L3, B LALS OF IWENTURE cgaﬁm, INC

2. That the above documents prove the following:

2.1. the cogporation ompany —
ve &M,

was constituted and exists in accordance with the

2 t the domjicile of said co tidnfor company
is ,U. Sca E:QQSQ 2%;1@ Dawrq

2.3. That the corporation or company is developing
its corporate or company activities and that the
purpose for which the present power of attorney is
granted is comprised within the comporation or

company oses.

24, Tha@Mrs.) Marx < 72519 %)
is authorized to grant the present power of attorney.
City_hf'_él_-\:tm
State _\Mﬁga.u;.gzd
Country_ Q@0 Cp.

USSPy

Notary Public

* Documents must be identiffedwithndate and origin
Signature/Firmado: “ .

COAr~ 138 eqn SyYPerss t0|3‘!“-

 Magk_Jeqen CEQ Heox Tegen
(nombre), g/quien onozco personalmente y que firma

TRIANA, URIBE & MICHELSEN

CERTIFICACION NOTARIAL
(SOCIEDAD)

Hoy, 2 (dia) de  MAYO
(mes) de 201 A_ (afio) se hizo presente ante mi el
Sefior (a)

éste documento en representacidn de la sociedad
denominada

aawentuZe Chewical NG

En consecuencia certifico Lo siguiente:
1. Que he revisado los siguientes documentos (con
fecha y origen):
Ll CESION y _
12, YERESENTACKN Y PODEE
13. ESTauTOSs D INVENTUZE CHEMICAL, WC
2. Que estos documentos prucban:
2.1, Que la sociedad
LWenTURE CHEMICA L JAIC

(nombre) fue constituida y que existe de acuerdo con

1 . leyes de)
%%‘rm:o e WASH NG TON

22, Que el

es

esta autorizado para otorgar este podgd
Ciudad_ (WEHARBUL.-
Estado WastnSTerV i
Pais_EStTADe s UNIDES T

Notario Publico
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,c. ASSIGNMENT AGREEMENT

The undersigned MMavle | hen )

a natyral person with Hationality of
E and  domiciled  in

g%;vg "l_-i“};a s [“A',alzbh , (hereinafter the
IGNOR) and by on the other part, INVENTURE
CHEMICAL, INC, a corporation organized and

existing in accordance w1th the laws of (WSA S o
with  principal office , duly

represented tl:u's agreement by
EM ?CE %ﬂ , domiciled in
= - A . identified as appears

below (heremaﬂcr called ASSIGNEE), have celebrated

this patent assignment agreement with the following
clauses:

FIRST CLAUSE: The ASSIGNOR is the inventor of
the following patent:

TITLE: “PRODUCTION OF BIODIESEL,
CELLULOSIC” SUGARS, AND PEPTIDES FROM
THE SIMULTANEOUS ESTERIFICATION AND
ALCOHOL YSIS/HYDROLYSIS OF MATERIALS

WITH OIL- CONTAINING SUBSTITUENTS
INCLUDING PHOSPHOLIPIDS AND CELLULOSIC
AND PEPTIDIC CONTENT”

Corresponding to PCT/US2009/059248

SECOND CLAUSE: The ASSIGNOR states hereby,
that it assigns, free of any encumbrances the ownership
and all and any rights and privileges inherent to the
patent application mentioned in the first clause
hereunder, on behalf of the ASSIGNEE, being therefore
entitled to consider itself as the sole proprietor and to
dispose of said rights as it may be consider convenient
for its interests. This agreement shall be deemed to be
effectiveasof 20O

THIRD CILAUSE: The ASSIGNEE states that it
acknowledges and agrees the mentioned assignment.

FOURTH CLAUSE: This Agreement shall be recorded
before the Patent Office (Division of New Creations) of
the Superintendence of Industry and Commerce of the
Republic of Colombia by the ASSIGNEE.

WETV-vUIwuU|

TRIANA, URIBE & MICHELSEN

CONTRATO DE CESION
Entre los  suscritos a saber, por una
pa_ﬂe W Z’» L/_...- ,
persona natural de nacionalidad

LA ] AME\E\CH\'A con  domicilio  en
e Aoy Uﬁ@uﬁf (en adelante el CEDENTE),
y por la otra parte, INVENTURE CHEMICAL, INC

sociedad organizada y existente conforme a las leyes

de_ \S5A , con oficina principal en
IS , debidamente representada en

este acto por _ WA Tefen (Dviectter @ﬁ&dl\d

domiciliada(o) en  U<s A

identificada como aparece al pie de la firma (en

adelante denominado EL CESIONARIQ), hemos

celebrado el presente contrato de cesién de patente

contenido en las siguientes clausulas:

CLAUSULA PRIMERA: El CEDENTE es inventor

de la siguiente patente:

TITULO: FROTOCCICN T BOTRESED
Az0CALES CELULESICES Y FEPTIDOS
TE (A TSRQOTFICACICA SIMULTANEA
T AoHdusis/ ADednsi S TE MATEQAES
CON SUETITUNENTES QUE ConTIEN A} ACENT

GIE JACLOYEN FOSFOLTPIDCS Y COAUTAID

ceoeds CC ¥ FEPTITICC
Correspondiente a la PCT/US2009/059248

CLAUSULA SEGUNDA: EL CEDENTE decla.ra
por el presente pomte
la titularidad

B} sﬂlﬁ‘Enmera de] P

Loy

<onsi1

i,
ultimo el umco;, g

patente y dl il 'T_..' P A
convenga a § Iii i %
efectivodesdeel ZenicD

CLAUSULA TERCERA: L
su parte, declara aceptar la m

CLAUSULA CUARTA: EI\
Cesion se inscribird ante la

Comercio de Colombia por EL CESIONARIO.

Calie 93 B No. 12 - 48 P. 4 Bogotd, Colombia

Tels.: (57-1) 601 9660 - 621 5810 Fax: (57-1) 611 4209 - 635 1914
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REPRESENTATION AND
POWER OF ATTORNEY

I (we), the undersigned

WiavK 725&
( Chu of ExecHte
Oﬁﬁn @) - .
in rcpresentaﬂon of J/V\\/-f V\Tf:( Y&
(‘/ em o / ‘[/V‘- C~

domiciled in

in due compliance with the terms of paragraph
Ist. of article 543 of the Commercial Code, do
hereby appoint FERNANDO TRIANA, tpa. No.

45265 cc. No. 79.154.036; LAURA
MICHELSEN, tpa. No. 67.897 c.c. No.
39.783.287, JUAN CARLOS URIBE, tpa. No.
54.493 c.c. No. 79.159.313 and JUAN PABLO
TRIANA, tpa. 63.077 cc. No. 79.487.222;
domiciled at Calle 93 B No. 12-48 P. 4, Bogot4,
D.C., Colombia, the first as principal and the
others as alternates, in the order of their
appointment, as our representatives for all
industrial property and intellectual matters with
faculty to receive notifications and to appoint
attorneys in and out of Court. The first altemate
shall replace the principal in case of his absence
or of temporal or definitive impediment. The
same rule will apply when the second or third
alternate representative is to replace the first or
second one, or when the second or third is to
replace the principal one. In such cases, the
principal representative, shall state his intention
not to act as representatives through a declaration
given before a Notary Public in Colombia,

TRIANA, URIBE & MICHELSEN

REPRESENTACION Y
PODER

Yo (nosotros), abajo suscrito(s)
LL Teoan
(D ey E:j‘fthj_x_:J/f\f"\

en representacion de n VENTURE
CHEMICAL JINC

domiciliado(s) en 6’6 HM—BC)E’-}
[UASHU\! oTen. LsStams D//l/ IS
oE AnEr oA

por el presente nombro (nombramos) a
FERNANDO TRIANA, tpa. No. 45.265 c.c. No.
79.154.036; LAURA MICHELSEN, tpa. No.
67.897 c.c. No. 39.783.287; JUAN CARLOS
URIBE, tpa. No. 54.493 c.c. No. 79.159.313 y
JUAN PABLO TRIANA, tpa. 63.077 c.c. No.
79.487.222; domiciliados en la Calle 93 B No.
12-48 P. 4, Bogots, D.C, Colombia, en
obedecimiento a lo dispuesto en el pardgrafo 1ro.
del Articulo 543 del Codigo de Comercio, el
primero como principal y los demds como
suplentes, en su orden, como mis (nuestros)
representantes en todos los asuntos de propiedad
industrial con facultad para recibir notificaciones
y  nombrar  apoderados  judiciales o
extrajudiciales. El primer representante suplente
reemplazard al principal en casc de ausencia o
impedimento temporal o definitivo de aquel. La
misma regla se aplicard cuando el segundo y
tercer representapfe

t\"'
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or before a Notary or another Public Official or a
Colombian Consul abroad; and in ceases of
impediment, the appropriate certificate shall
suffice. If any of the appointees were to be
definitely absent, the following alternate shall
take his place. When the absence or impediment
of the principal representative, or of the first or
second or third alternate in their tumn cases, the
representation can be taken again in their
sequence, by the principal, the first or second or
third altcrnate depending on case, and the mere
fact or its exercise will suffice. The exercise of
the representation by the first or second or third

alternates in their turn shall end at such time. In )

addition, we grant a Power of Attorney in favor
of the above named attorneys-at-law so that they
may obtain the protection of my (our) intellectual
property and against the unfair competition, for
which purpose I (we} authorize the said attorneys
to represent me (us) before any authorities or
persons, with or without jurisdiction, specially
thosc administrative, administrative contentious
and judicial, as well as before national and/or
international arbitration tribunals in all matters
concerning the following: a) Obtainment of
patents, layout—designs of integrated circuits,
utility models and industrial designs; the
registration of marks and trade slogans; the
deposit of commercial names and trade emblems;
the obtainment of the declaration and
authorization of denominations of ongin;
renewal, payment of the annuity fees, assignment,
license, change of name or domicile, voluntary
cancellation; and the  registration of
commercialization agreements and licenses of use
of the above rights; b) Protection of trade secrets;
¢) Obtainment of plant variety protection; d)
Obtainment of functioning licenses, health
registrations and sale licenses any other petition
before the sanitary or administrative authorities;
) Protection to the consumers and actions against
restrictive commercial practices and competence
promotion; © por Notario u otro Funcionanio
Piblico, o Cdnsul de Colombia, en el extranjero;

TRIANA, URIBE & MICHELSEN

y st se tratare de impedimento, con el certificado
respectivo.  Si alguno de los nombrados faltare
definitivamente, el siguiente tomara su lugar.
Cuando cesare la ausencia o impedimento del
representante  principal, o de su promero o
segundo o tercer suplente, en su caso, podrén
gjercer la representacidn, en su orden, uno u otros
segin el caso, asumiéndola por el solo hecho de
ejercerla, cesando en ese momento el gjercicio de
la representacién por el primero o segundo o
tercer suplente en su caso. Ademas, confiero
(conferimos) poder a los abogados arriba
nombrados, para obtener la proteccidn de mi
(nuestra) propiedad intelectual y contra la
competencia  desleal, a cuyo  efecto
autorizo(amos) a los dichos apoderados para que
me (nos) representen ante cualesquiera entidades
© personas, ¢jerzan 0 no  jurisdiccion,
especialmente ante las del orden administrativo,
contencioso-administrativo y judicial, asi como
los tribunales de arbitramento nacionales y/o
internacionales en todo lo concemniente a los
siguientes asuntos: a) Obtencion de patentes de
invencion, de los esquemas de trazado de
circuitos integrados, modelos de utilidad y
disefios industriales, el registro de marcas y de
lemas comerciales; el deposito de nombres
comerciales y cnsefias; Jla obtencién de la
declaracién y de Jla  autorizacién  de
denominaciones de origen; su renovacidn, pago
de anualidades de mantenimiento, traspaso,
licencia, cambio dg
cancelac:on vo]untan&o

o g %ﬁ‘@‘?ﬁ?ﬂ

i ;,,.,i“}mc,”_. ,mnamlcnto -
"" e i §is
Hv\. . " 4

registros sanitarios, h by :
otra peticién ante 1385 T‘?fh
administrativas; €) Proteccion 5
acciones por précticas comerciales g£g
promocidén de Ja competencia;




f) Obtainment of copyright registrations for any
type of artistic, literary, scientific, musical, video,
filtms, wvideo pgames, choreography works,
software or any other production in the artistic,
scientific or lterary fields capable of being
reproduced or expressed by any means known
now ot in the future; Registration of agreements
related with the execution or transfer of
intellecteal property rights; Obtention of reduced
postal tariff, g) Registration of domain names;
their renewal, assignment, change of name,
change of domicile, cancellation and any other
acts related with their management. h) Actions of
repossession, of opposition, cancellation, nullity,
infringement of rights, custom procedures, writ of
mandamus, unfair competition, granting of
licenses; and in general the civil, constitutional,
criminal and administrative suits relating to all
those rights; actions and suits instituted by me
(us) or against me (us). And that in all the above
matters they may substitute this Power of
Attorney,  compromise, execute  license
agreements, assignment  agreements, file
extraordinary remedies such as nullification
and/or revision and/or supplication of court
decisions, conciliate, admit the facts of the case,
desist, cancel, assign, receive, resign, and ratify
acts done by representatives without a Power of
Attorney.

Given and Signed this/Dado y firmado hoy

Wiy 29

TRIANA, URIBE & MICHELSEN

f} Obtencidon del registro de derechos de autor
para cualquier tipe de obra artistica, literaria,
cientifica, musical, videogrifica, cinematografica,
coreogréficas, o cualquier otra produccidn, en el
campo artistico, cientifico, o literario capaz de ser
reproducido o expresade por cualquier medio
conocido ahora o por conocer en el futuro;
Registro de contratos relacionados con la
gjecucion o  transferencia de  derechos
intelectuales; Obtencidn de tarifa postal reducida;
2) Registto de nombres de dominio, su
renovacion, traspaso, cambio de nombre, cambio
de domicilio, cancelacién y demas actos
rclacionados con su administracién. h) Las
acciones rejvindicatorias, de oposicion, de
cancclacion, de mnulidad, de infraccién de
derechos, de medidas cautelares, de medidas en
frontera, de tutela, de competencia desleal, de
concesion de licencias y en geperal los procesos
civiles, constitucionales, penales, administrativos
o contencioso-administrativos relacionados con
todos estos derechos; acciones y procesos que
promovamos o se noS promuevan; y para que en
todos los asuntos arriba determinados, puedan
sustituir este mandato, transigir, suscribir
contratos de licencia, contratos de cesidn,
presentar recursos extraordinarios de casacidn y/o
revision y/o suplica, conciliar, admitir las hechos
del proceso, desistrpraer -

oficiosos.
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FIFTH .CLAUSE: This Agreement is valid and CLAUSULA QUINTA: Esta cesi6n es valida y

obligatoiy for the ASSIGNOR, his successors or obligatoria frente a EL CEDENTE sus sucesores o
assignees. asignatarios.

Signed/Firmado el M a S/ day offde Q § , two thousand and ten

(20 $)/ in two (2) copies of the same V?{uc and content/ en dos (2) ejemplares del mismo tenor y valor,

e
THE ASSIGNOR/ EL CEDENTE %’\

Wac< } LA
J
THE ASSIGNEE/ EL CESIONARIO % //’(""'A

Mok Tedqen (20, Zuyeitise Clomes/

Name:




ETARY QIPSTAINE.

APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America
This public document

2. has been signed by Lynnette Scales

3. acting in the capacity of Notary Public

4, bears the seal/stamp of
Lynnette Scales

State of Alabama
CERTIFIED

-at Montgomery, Alabama

& Un

- the 29th day of July 2011

. by




~""  ASSIGNMENT AGREEMENT

The undersigned W}///éi.rn Hos 7§, Sut o fn

a natural person with ©  nationality of
/S5 A and domiciled in
fomeer, fle b , (hereinafter the

ASSIGNOR) and by on the other part, INVENTURE
CHEMICAL, INC, a corporation organized and
existing in accordance with the laws of USA |
with principal ‘office  at USA ,  duly
represented si this  agreement by
MAex e Uue} o Qhfucer,  domiciled  in

Ysh , identified as appears
below, (hereinafter called ASSIGNEE), have celebrated
this patent assignment agreement with the following
clauses:

FIRST CLAUSE: The ASSIGNOR is the inventor of
the following patent:

TITLE: “PRODUCTION OF BIODIESEL,
CELLULOSIC SUGARS, AND PEPTIDES FROM
THE SIMULTANEOUS ESTERIFICATION AND
ALCOHOL YSIS/HYDROLYSIS OF MATERIALS

WITH OIL- CONTAINING SUBSTITUENTS
INCLUDING PHOSPHOLIPIDS AND CELLULOSIC
AND PEPTIDIC CONTENT”

Corresponding to PCT/U$2009/059248

SECOND CLAUSE: The ASSIGNOR states hereby,
that it assigns, free of any encumbrances the ownership
and all and any rights and privileges inherent to the
patent application mentioned in the first clause
hereunder, on behaif of the ASSIGNEE, being therefore
entitled to consider itself as the sole proprietor and to
dispose of said rights as it may be consider convenient
for its interests. This agreement shall be deemed to be

effective as of 4 Py y Y
? 4 4

THIRD CLAUSE: The ASSIGNEE states that it
acknowledges and agrees the mentioned assignment,

FOURTH CLAUSE: This Agreement shall be recorded
before the Patent Office (Division of New Creations) of
the Superintendence of Industry and Commerce of the
Republic of Colombia by the ASSIGNEE.

Cailc 93 B No. 12 - 48 P. 4 Bogota. Colombia
Tels.: {37-1) 601 9660 - 621 5810 Fax: (57-1) 611 4209 - 635 1914
E-mail: tumé@iumnet.com Wehsite: htip://www_twmnet.com

TRIANA, URIBE & MICHELSEN

CONTRATO DE CESION

Entre  los susc&tos a _ saber, por una

parte w WiAM BosTy SUTTERLA
petrsona natural de nacmnahdad
F’WEJCRN‘& con

. domicilio en
Hoover, AMABAMA, (en adelante ¢l CEDENTE),
y por la otra parte, INVENTURE CHEMICAL, INC
sociedad organizada y existente conforme a las leyes
de_ USA con oficina  principal en
Us A , debidamente representada e
este acto por MaALK TEaAW(D, j:

domiciliada(o) en_ {ISA

identificada como aparece al pie de la firma (en
adelante denominado EL CESIONARIQ), hemos
celebrado el presente contrato de cesion de patente
contenido en las siguientes cldusulas:

CLAUSULA PRIMERA: El CEDENTE es inventor
de la siguiente patente:
TITULO: 7 DE BIODISSEL,
Azbonges CELLLESIOS Y PRPTITOS s
L SSTEZIPICACION = IMICTANER
AlcoHduss S/ HpedlsS DE MATERWES
Cond eosrnix/ﬂms TIIE COOTIENEN

€ QUE WCLOYEA) FosTouPiDos

Correspondiente a la PCT/US2009/059248

CLAUSULA SEGUNDA: EL CEDENTE dectara
por el presente contrato, que cede libre de gravamenes
la titularidad y todos los derechos y privilegios
inherentes a la solicitud de registro de la patente
relacionada en la Cldusula Primera del presente
contrato, a favor de EL CESIONARIQ, pudiendo por
consiguiente de hoy en adelante, considerarse este
aitimo el dnico dueiio de los derechos derivados de la
patente y disponer de tales derechos comeo mejor
convenga a sus intereses. Este acuerdo se reputa
efectivo desde ¢l ADni_ T 2o

o m 3 .;',.... o'

n‘ndull-u i

A:J‘?% 0

Creaciones de
Comercio de Cof -

Pimicd

s
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FIFTH- CLAUSE: This Agreement is valid and CLAUSULA QUINTA: Esta cesién es vilida y
obligatory for the ASSIGNOR, his successors or obligatoria frente a EL CEDENTE sus sucesores o
assignees. asignatarios.

Signed/Firmado el /4 ﬂf / / / / ;ﬂ/ / day of/de /'} 2/ / / / peﬂ two thousand and ten

(2010) in two (2) copies of the same valu€ and content/ en dos (2) ejemplares del mismo tenor y valor.

. ; _/
THE ASSIGNOR/ EL CEDENTE %,AM XM m’

\ e

THE ASSIGNEE/ EL CESIONARIO W
7

Movic T€oen, CT O, Jnwenture Chhent rcad

Name:

OTARIATSEXTA- DE LCIRCULO
.C2MAGD CONBTAR QUE LA FOTOCGR LA
GO £ ORIGINALS QUE. WE!TEMIDO

W
=T, ..Txaﬁu”nﬁn AN AR ﬁmm

; :w;@.&' ““"
T3 M0 2011 |
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NOTARIAL CERTIFICATION
(CORPORATION)

i I ( d f
o t% nL {month), 201 1 (yea:)

appW/aﬂ /ebﬂ fomCuf%!r/n ,

who | know personally and #ho signed this document
as representative of the corporation or company
named

Consequently, 1 certify:
1. That 1 have seen the following documents (with

date origin):

L1 fFSsisn mand
1.2,

1.3.

2. That the above documents prove the following:
2.1, That the corporation or company

was constituted and exists in accordance with the
laws

2.2.That the domicile of said corporation or company
is

2.3. That the corporation or company is developing
its corporate or company activities and that the
purpose for which the present power of attorney is
granted is comprised within the corporation or
company purposes.
2.4, That Mr. (Mrs.)

is authorized to grant the present power of attorney.
City
State  ALARAMA
Country_ USA

Notary Public
* Documents must be identified with date end srigin

Signature/Firmado:

dtr oot .

TRIANA, URIBE & MICHELSEN

CERTIFICACION NOTARIAL
(SOCIEDAD)

Hoy, _ 1 (dis) de Apo
(mes) de 201 A (afio) se hizo presente ante mi el

Sefior o ,

Wiuam  Cosy Sureelin ®
(nombre), a quien conozco personalmente y que firma
éste documento en representacién de la sociedad
denominada

En consecuencia certifico lo siguiente:
I. Que he revisado los siguientes documentos (con
fecha y origen): ;
1L CEaicn
1.2.
1.3.
2. Que estos documentos prueban:
2.1. Que la sociedad

{(nombre) fue constituida y que existe de acuerdo con
las leyes de

22, Que el domicilic de esta sociedad
es

23. Que esta cot -n‘-
objeto social ¥ que f@‘ﬁ Ik

i
M
SR T e

estd autorizado para otorgar este poder.
Ciudad R
Estado A LARAALA L&
Pais_ & =TATY—s JANSOS BB

Nodario Piiblico

’ \\\\\ \\\‘
* Los docusnentos deben identificarse con fech

/Vﬂ‘fq lf ’P:)bh <

Ye ofF ﬂ/iqloq.mn. a¥ L-ﬂ':gc
""h'ss.on krpives, ja-2-13

NOTARlO,_ e



Tré‘;iducciélh oficial hecha por Jimena Escobar Uribe, traductora e intérprete
ofiéir{al seg‘jt‘)n resolucién No. 0369 de 1995 del Ministerio de Justicia, del
documento legalizado mediante la APOSTILLA No. 2011- 0212 de 29 de
julio de 2011 expedida en el Estado de Alabama en Estados Unidos de

América relacionado con una cesién a favor de Ia sociedad INVENTURE
CHEMICAL INC.

Documento de cesidén: firmado el dia 11 de abril de 2011 por

William Rusty Sutterlin {cedente) y Mark Tegen (Director
Ejecutivo del cesionario}, diligenciado en inglés con
idéntico texto en espafiol, razén por la cual no se hace

necesaria su traduccién.

Certificado notarial: Ejecutado el 11 de abril de 2011, en
inglés con idéntico texto en espafiol diligenciado en 1la
columna derecha del documento, por 1lc que no se hace
necesaria su traduccién, legalizado mediante firma por
Lynnette Scales, notario publico,

comisidén termina: 12-2-13

F ok ok ook ok ok oh Kk

Estado de Alabama

1. Pais: Estados Unidos de América
Este documento pablico

2. ha sido firmado por Lynnette Scales

el -

Traductor e Intérprete Oficial
Resolucién No. 0369 Min., Justicia 1995 T~




A

! / 2
3. actuahdo en su calidad de Notario Publico i
4.ﬁ$levafel sello/estampilla de Lynnette Scales, Estado de
Al&bama >

e

HHEL &
Traductor e Intérprete Oficial

CERTIFICADO

En Montgomery, Alabama

El 29 de julio de 2011

NO. 2011- 0212

5

6

7. Por Secretario de Estado, Estado de Alabama

8

9. Sello/Estampilla: El Gran Sellc del Estado de Alabama
1

0. Firma: Beth Chapman Secretario de Estado

am—

g

A
Resolucidn No. 0369 Min. Justicia 1992 A2
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Bepartment of Brate

APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961) -

(O

1

1. Country: United States of America

HAY

N

1

TVR0T o AT o Leree

This public document

11}

A

i

n
i

ars
M

2. has been signed by VIVIANA A. RESTREPO

g,

3. acting in the capacity of Notary Public of Florida

¥y

' The word “VOID” appe

W

4. bears the seal/stamp of Notary Public, State of Florida

_:- -

P

&

Certified

.5.at  Tallahassee, Florida

" i
RO
1 3L) sso10e

AN

g SNyl 4O 201

SEENERL T SRR T R

6. the ~Twenty-Ninth day of July, A.D., 2011

(1L R

A
I

T

7.by- Secretary of State, State of Florida
8. No. 2011-81472 -
9. :Seal'/'Stamp;. .

T
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- ASSIGNMENT AGREEMENT

The undersigned %{ Wﬁ' &My ,

natural person with nationality of
;4,-., eriimm and  domiciled  in
ﬂ R A fé/_)’.4 , (hereinafier the
ASSIGNORY and by on the other part, INVENTURE
CHEMICAL, INC, a corporation organized and
existing in accordance with the laws of WSA

with principal office at US& dul3,r
represented sign  this agreement by
b&u aﬂ@ extuhve W) domiciled in

VSA , identified as appears

below, (hereinafter called ASSIGNEE), have celebrated
this patent assignment agreement with the following
clauses:

FIRST CLAUSE: The ASSIGNOR is the inventor of
the following patent:

TITLE: “PRODUCTION OF BIODIESEL,
CELLULOSIC SUGARS, AND PEPTIDES FROM
THE SIMULTANEOUS ESTERIFICATION AND
ALCOHOL YSIS/HYDROLYSIS OF MATERIALS
WITH OIL- CONTAINING SUBSTITUENTS
INCLUDING PHOSPHOLIPIDS AND CELLULOSIC
AND PEPTIDIC CONTENT”

Corresponding to PCT/US2009/059248

SECOND CLAUSE: The ASSIGNOR states hereby,
that it assigns, free of any encumbrances the ownership
and all and any rights and privileges inherent to the
patent application menticned in the first clause
hereunder, on behalf of the ASSIGNEE, being therefore
entitled to consider itself as the sole proprietor and to
dispose of said rights as it may be consider convenient
for its interests. This agreement shall be deemed fo be
effective as of _ A0

THIRD CLAUSE: The ASSIGNEE states that it
acknowledges and agrees the mentioned assignment.

FOURTH CLAUSE: This Agreement shall be recorded
before the Patent Office (Division of New Creations) of
the Superintendence of Industry and Commerce of the
Republic of Colombia by the ASSIGNEE.

TRIANA, URIBE & MICHELSEN

CONTRATO DE CESION

Entre

ngs suscritos a  saber, por una
parte  WILUAM W BeLey ,

persona natural ~ de nacionalidad
AMERICANA , con  domicilio en

FLOZIDA, USA , (en adelante el CEDENTE),
¥ por la otra parte, INVENTURE CHEMICAL, INC
sociedad organizada y existente conforme a las leyes
de con oficina  principal en

UsSa , debidamente representada e
este acto por Mov¥ Tecrm ( Dvecdor @Iﬁuﬁig
domiciliada(o) en_ US&V !
identificada como aparece al pie de la firma (en
adelante denominado EL CESIONARIO), hemos
celebrado el presente contrato de cesion de patente
contenido en las siguientes clausulas:

3

CLAUSULA PRIMERA: El CEDENTE es inventor
de Ia siguiente patente:

TITULO: "PROPUCCAON U:"BlODEJSEL
A2uCAES CELULERICCS, S Teriach D
TSELTAGCN s;muLTNEA‘I ALORSS /
WeAUSIS DE MATERAES CON SUSTITUYCARES
QLS (NN ACBHE BuE INCLUYEN
m‘-FOLI‘PlDOS ‘l coafEnNI PO CEMCD

N PEPTIDICO

Correspondiente a la PCT/US2009/059248

CLAUSULA SEGUNDA: EL CEDENTE declara
por ¢l presente o ERRITERE T :':“...\.!'?. EERGRS
la titularidad vl n;..-

inherentes a la
relacionada en 1"' . 3 us a rlmera del preisai
contrato, afavo +~~ :‘ E &33@
consiguiente d '., i elante considerarsg
tltimo el anico JH H' 'm:giprechos derlvadd'
patente y dlSp,J AR ‘F AR i
convenga a sus 431 i ot

efectivo desde e] '26) O A’W ;,_

'i!-_f oy,
CLAUSULA TERCERA: EL A H AR M] Y 1

su parte, declara aceptar la menc --

’6\\\\:&\" o)
CLAUSULA CUARTA: El pragent
Cesion se inscribird ante la Di _
Creaciones de la Supenutendencm de-Ladidtea” y

Comercio de Colombia por EL CESIONARIO

_'é

Calle 93 B No. 12 - 48 P. 4 Bogota, Colombia
Tels.: (57-1) 601 9660 - 621 5810 Fax: (57-1) 611 4209 - 635 1914
E-mail: tum@tumnet.com Website: http://www.tumnet.com



FIFfH CLAUSE: This Agreement is valid and CLAUSULA QUINTA: Esta cesién es valida y
obligatory for the ASSIGNOR, his successors or obligatoria frente a EL CEDENTE sus sucesores o
assignees. asignatarios,

Signed/Firmado el 2'; day of/de /%%” , two thousand and ten

(2010)/ in two (2) copies of the same value and content/ en dos (2 ejemplar?ﬁel mismo.tenor y valor.

THE ASSIGNOR/ EL CEDENTE .

1/\/, Wé < fger v ;,t
THE ASSIGNEE/ EL CESIONARIO %

Name:

War K 7275;4.,. , -




NOTARIAL CERTIFICATION
(CORPORATION)

n ﬂthls 2524 day of

/ (month), 201/ (year)
appeared ore me
. WNes ?u’r‘/

who I know personally and who sighed this document
as representative of the corporation or company
named

Consequently, I certify:
1. That I have seen the following documents (with

date d origin):
S S Grmée. f

1.3.
2. That the above documents prove the following;
2.1. That the corporation or company

was constituted and exists in accordance with the
laws

- TRIANA, URIBE & MICHELSEN

CERTIFICACION NOTARIAL
(SOCIEDAD)

Hoy, 2% (dia) de MQ-LIO

(mes) de 2014 _ (afio) se hizo presente ante mi el

Sefior W. We.s B&'VDI (a)

(nombre), a quien conozco personalmente y que firma
éste documento en representacién de la sociedad
denominada

En consecuencia certifico lo siguiente:
1. Que he revisado los siguientes documentos (con
fecha y origen),,

. CESION

1.3.
2. Que estos documentos prueban:
2.1. Que la sociedad

(nombre) fue constituida v que existe de acuerdo con
las leyes de

2.2.That the domicile of said corporation or company
is

2.3. That the corporation or company is developing
its corporate or company activities and that the
purpose for which the present power of attorney is
granted is comprised within the corporation or
company purposes.
2.4, That Mr. (Mrs.)

is authorized to grant the present power of attorney.
city G rove iand

State " L QR4 DA

Country \). S, /.

Notary Public

* Documents must be identified with dgte and origin
Signature/Firmado: ?é)

Los documentos deben identificarse con fecha y orideg 4 8
;é313223>* 2

soc1edad

esta

esta autorizado para otorgar este pode
Ciudad__ ORINE -
Estado _+(OCIDA :
Pais_ ESTADOS UMIDDS DEy

Non:rm Piiblico P,

LAKE c@oN'Y
5]z5{1

Ill’rf,%

\\ull

RS

-
'Jmnm

RS

dllallllll.llll!llncnlllllnlllIulIllal:ulIll

VIVIANA A, RESTREPO
SRt%,  Comm# DD0912314
Expires 7/29/2013
”"J'm iz Florida NG:aIY Assn,, inc



TradUcci{)r] oficial hecha por Jimena Escobar Uribe, fraductora e intérprete
oficﬁi‘dl seéﬁn resofucion No. 0369 de 1995 del Ministerio de Justicia, del
décumento legalizado mediante la APOSTILLA No. 2011- 81472 de 29 de
julio de 2011 expedida en el Estado de Florida en Estados Unidos de
América relacionado con una cesidn a favor de la sociedad INVENTURE

CHEMICAL INC.

Documento de cesién: firmado el dia 25 de mayo de 2010 (sic)

por W. Wes Berry (cedente) y Mark Tegen (Director Ejecutivo
del cesionario), diligenciadoc en inglés con idéntico texto

en espafiol, razén por la cual no se hace necesaria su

traduccidn.

Certificade notarial: Ejecutado el 25 de mayo de 2011, en

inglés con idéntico texto en espaficl diligenciado en 1la

columna derecha del documento, per lo gue no se hace

necesaria su traduccién, legalizadc mediap

LU

et e il

§i
3

por notario pablico en el condado de Lake,

i
Sello notarial: Viviana A. Restrepo, comi%%

o
ish

termina el 7/29/2013, Asociacién de Notar i

* %k sk & ook ok ke A

Estado de Florida

Departamento de Estado

APOSTILLA

(Convencién de la Haya de 5 de octubre de 1961)

l. Pails: Estados Unidos de América

2

P

1]
BAR
Trgducror & Intérprete OQlicial

W

OTL-
NA ESCO

JIME



Este documento publico

2. ha sidb firmado por Viviana A. Restrepo
3.7 actuando en su calidad de Notario PGblico de Florida

4. lleva el sello/estampilla de Notario Publico,

Estado de
Florida

CERTIFICADO

. En Tallahassee, Florida

. E1 29 de julio de 2011

Por Secretario de Estado, Estado de Florida
. NO. 2011- 81472

Sello/Estampilla: El Gran Sello del Estado de

Florida

0. Firma: ilegible, Secretario de Estado

}I
URIEE

e

Traductor e Intérprete Oficial

Resolucién Mo, 034% Min, Justicis 1995 Yj_)
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. PRODUCCION DE BIODIESEL, AZUCARES CELULOSICOS Y PEPTIDOS DE

LA ESTERIFICACION SIMULTANEA Y ALCOHOLISIS/HIDROLISIS DE
MATERIALES CON SUSTITUYENTES QUE CONTIENEN ACEITE QUE
INCLUYEN FOSFOLIPIDOS Y CONTENIDO CELULOSICO Y PEPTIDICO

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

La presente sclicitud de patente reclama la
prioridad de la solicitud de patente norteamericana No. de
serie 12/243,933 presentada el 1 de Octubre del 2008, que
es una continuacidén en parte de la solicitud norteamericana
No. de serie 12/061,038 presentada el 2 de abril del 2008
que reclama el beneficio de la solicitud de patente
provisional norteamericana No. de serie 60/921,327
presentada el 2 de Abril del 2007. Los contenidos de estas
solicitudes previas se incorporan en la presente por
referencia y en sus totalidades.
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencidn pertenece a la
esterificacién de fosfolipidos, &acidos grasos libres (FFAs)
y glicéridos con alcohol opcionalmente en la presencia de
un catalizador acido para formar ésteres alquilicos de
dcido graso. La presente invencién ademas pertenece a la
esterificacidén simultadnea e hidrdlisis/alcohélisis de un
material de alimentacién gque contiene fosfolipidos, &cidos
grasos libres (FFAs), glicéridos, © una combinacidén de los
mismos asi como material celulésico, proteinas, o ambos en
la presencia de un alcohol y, opcionalmente, catalizador
acido para formar ésteres alquilicos de &cido grasos asi
como material celulédsico segmentado, péptidos mas cortos,
aminoacidos o una combinacién de los mismos.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Durante las pasadas tres décadas el interés en la

™



10

15

20

25

30

.
i
0
[l

reduccion de la contaminacidén del aire, y en el desarrollo

de  fuentes de energia domésticas, ha activade 1la
investigacién en muchos paises sobre el desarrollo de
combustibles no de petrdéleo para motores de combustién
interna. Para motores de encendido por compresién {(diesel),
se ha mostrado que los ésteres de alcohol simples de acidos
grasos (biodiesel) son combustibles de diesel alternativos
aceptables. El biodiesel tiene un contenido de oxigeno mas
alto que el diesel de petrdleo, y por lo tanto reduce las
emisiones de materia particulada, hidrocarburos y monéxido
de carbono, mientras que también reduce las emisiones de
azufre debido a un bajo contenido de azufre.

Para los motores de encendido con chispa
(gasolina), el etancl, producido por la fermentacién de
azlcares simples generados de almidén de maiz, se puede
mezclar con gasolina de petrdleo para sustituir el
contenido de petrdleo con combustible de contenido
renovable, reducir la dependencia de aceite de procedencia
extranjera, reducir las emisiones de diéxido de carbono vy
nmejorar el octano en el combustible mezclado. Puesto que
tanto el etancl como el biodiesel se hacen de materiales
agricolas, que se producen por la via de la fijacién de
carbecno fotosintétice (por ejemplo, por plantas y por
animales que consumen plantas), la combustién del biodiesel
y etanol no contribuye a los niveles de carbono
atmosféricos netos.

Esfuerzos iniciales en la produccidn, prueba vy
uso de biodiesel emplearon aceites vegetales comestibles
refinados (por ejemplo, aceite de soja, aceite de canola),
utilizaron aceites de coccidén (por ejemplo, aceites de

freidora consumidos) y grasas animales (por ejemplo, cebo
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de carne de res) como materiales de alimentacién para
sintesis de combustible {(Krawczyk, T., INFORM, 7:800-815
{1996); Peterson, C. L., y colaboradores, Applied
Engineering in Agriculture, 13: 71-79% (1997); Holmberg, W.
C, ¥ J. E. Peeples, Biodiesel: A Technology, Performance,
and Regulatory Overview, National Soy Diesel Development
Board, Jefferson City, Mo. (1994)).

La tecnologia de transesterificacidédn catalizada
con &lcali simple (Freedman, B., y colaboradores., J. Am.
0il Chem. Soc, 61(10):1638-1643 (1984)) es eficiente en
esterificar los acidos grasos enlazados con acilglicerol de
tales materiales de alimentacién y se emplea en la
elaboracién de estos combustibles. MAs recientemente, se
han desarrollade métodos para producir ésteres metilicos de
acido graso (FRME) a partir de materiales de alimentacién
de lipido menos altamente refinados, mds barates tal como
la grasa de restaurant consumida (Mittelbach, M., y P.
Tritthart, J. Am 0il Chem. Socc, 65(7):1185-1187 {1288);
Graboski, M. 5., y colaboradores, The Effect of Biodiesel
Composition on Engine Emissions from a DDC Series 60 Diesel
Engine, Final Report to USDOE/National Renewable Energy
Laboratory, Contract No. ACG-8-17106-02 {2000); Haas, M.
J. ., % colaboradores., Enzymatic  Approaches to the
Production of Biodiesel Fuels, in Kuec, T. M. and Gardner,
H. W. (Eds.), Lipid Biotechnology, Marcel Dekker, Inc., New
York, (2002), pp. 587-598).

Ademds de los acilgliceroles, los materiales de
alimentacién de lipido menos altamente refinados pueden
contener niveles sustanciales de Aacidos grasos libres (FFA)
y otros materiales no de glicérido. ILa sintesis de

bicdiesel de estos materiales de alimentacién se puede
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reafizar mediante la catédlisis alcalina convencional, que
luego requiere un exceso de adlcali puesto que los FFA (que
no son esterificados por este método) se convierten a sus
sales alcalinas. Estas sales alcalinas pueden causar
dificultades durante el lavado del producto debido a su
facil accién como emulsificadores. Finalmente, las sales
alcalinas se remueven y se desechan. Este procedimiento asi
involucra una pérdida de producto potencial, incrementa los
gastos de catalizador y puede acarrear un costo en el
desecho.

Ademas, con niveles de FFA mas altos, es decir,
tipicamente en exceso de 2%, un procedimiento general es
utilizar una etapa de esterificacién &cida, puesto que en
valores de FFA mas altos el grado de formacién de jabdén con
un proceso de transesterificacidon de una sola etapa es
exéesivo y vuelve al proceso no econdmico y potencialmente
no trabajable. Para manejar el contenido de FFA mas alito,
un proceso de dos etapas que involucra la esterificacién
catalizada primeroc con acido de los Acidos grasos libres y
luege la transesterificacidn catalizada con &lcali de 1los
acidos grascs enlazados de glicéride se puede emplear para
lograr la conversién de materiales de alimentacién
heterogéneos, mezclados (Canakci, M., y J. Van Gerpen,
Biodiesel Production from O©Oils and Fats with High Free
Fatty Acids, Abstracts of the 92.sup.nd BAmerican 0il
Chemists' Society Annual Meeting & Expo, p. S74 (2001);
patentes norteamericanas Nos. 2,383,601; 2,494,366;
4,695,411; 4,698,186; 4,164,506} . Sin embargo, estos
métodos pueden requerir miltiples etapas de esterificacién
catalizadas c¢on acido para reducir la concentracién de

acidos grasos 1libres a niveles aceptablemente bajos.
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Ademas, se requiere alta eficiencia de separacién entre las
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dos etapas para minimizar el potencial para la
transferencia de catalizador Acido en la seccién de
catalizador de base,

Los materiales de alimentacién utilizados para la
produccién de biodiesel actual son materiales de utilidad
convencional, asi tienen otros mercados establecidos que
basicamente ajustan los precios de utilidad minima. Como
resultado, el volumen del costo de produccidédn de biocdiesel
se relaciona al costo del material de alimentacién.
Mientras que hay un numero de tecnclogias de procesos
establecidas en la industria de Dbiodiesel, como un
resultado del costo del material de alimentacién gue es tal
un factor alto (es decir, 75% a 80%) hay una diferencia
sorprendentemente pequefia entre los diversos procesos en
los costos de operacion totales (debido a este factor del
material de alimentacidn).

La produccién de etancl para el uso de
combustible es bien establecida y el crecimiento en esta
industria durante las pasadas 2 décadas ha sido
significante. La fermentacidén es un proceso viejo
(obviamente} que 1lleva de nuevo literalmente a miles de
anos para la elaboracidén de vino y cerveza anterior. Las
técnicas basicas permanecen las mismas, sin embargo en el
proceso de produccién de etanol moderno enzimas y levaduras
altamente eficientes se han desarrollado para proporcionar
conversion mas eficiente de los materiales fermentables.
Ademas, la tecnologia de proceso asociada con la produccién
de etanol de grado de combustible también ha avanzado
durante los afios, por ejemplo, recuperacién de energia, de

modo que la tecnologia actual tiene un alto grado de
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Los materiales de alimentacién primarios para la

produccidn de etanol comercial actual son maiz
(principalmente en los Estados Unidos) Y azucar
(especialmente en Brasil). Como en el caso de biodiesel,

estos materiales son de utilidad agricola “convencional” e
histdéricamente han tenido varios mercados asociados con
éstos, es decir, fuentes de alimentos vy los similares.
También es evidente que puesto que hay productos de
utilidad, hay varias presiones del mercado no de
combustible que dictan su precio. Como tal, para la
produccidén de etanol, como en el caso de biodiesel, el
material de alimentacién representa la vasta mayoria del
costo de operacidn (es decir, tanto como 80%).

Para ambos de los mercados de combustible de
biodiesel y etancl y para la expansidén a gran escala de las
industrias de combustible renovables, es evidente que el
desarrollo de una fuente de material de alimentacién de
menor costo, potencialmente en gran escala seria ventajoso.
Recientemente, avances significantes se han hecho en 1la
tecnologia de secuestramiento de didxido de carbono
{referencia de programa de especies acuaticas, NREL, GFT,
una compariia de Estados Unidos) que utiliza varias especies
de algas para proporcionar fijacién de carbono
fotosintético. Estas tecnologia tiene valor tremendo cuando
se aplica a fuentes industriales de diéxido de carbono tal
como: generacidédn de potencia caldeada con carbén mineral,
generacidén de potencia caldeada con gas natural, generacidn
de potencia caldeada con petrdleo, generacién de gas
industrial, manufactura de cemento, fermentacidén

industrial, asi como varias industrias adicionales que son
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emisores significantes de diéxido de carbono. Las algas que
resultan de la fijacién de carbono fotosintético
representan una oportunidad para 1la produccién de
combustibles de transporte, asi como varios productos
quimicos de valor agregado. El volumen de algas producidas
por acre, en un estanque disefiado o sistema de “granja”, se
estima entre 90,800 kilogramos (200,000 libras) a 272,400
kilogramos (600,000 libras) por afio de algas en una base
seca; y sustancialmente mas grande, en términos del
contenido de aceite y el contenido de material fermentable,
en volumen de sojas o maiz producido por acre en 1,135
kilogramos (2,500 1libras) a 4,540 kilogramos (10,000
libras) por afio. El volumen de algas producido utilizande
el método anterior permite una densidad de produccién mucho
mas grande contra el maiz o sojas con una sefalizacién
gecgrafica relativamente pequefia. Ademas, las algas
seleccionadas comprenden 4&cidos grasos libres (FFA),
triglicéridos, polisacadridos, c¢elulosa, hemicelulosa y/o
lignocelulosa. Sin embargo, el procesamiento econdmico de
las algas seleccionadas proporciona retos significantes
para las técnicas de procesamiento de biocombustible
convencionales.

Para el escenario de algas, un grado significante
de pre-tratamiento del fango es requerido para preparar el
material para los métodos de extraccidén con solvente més
tradicionales para recuperar el aceite contenide. Este pre-
tratamiento de extremo frontal luego necesitaria ser
combinado con la esterificacién de multietapas, {(para la
esterificacién de &cido graso libre) y transesterificacién
{(para la conversién de triglicéridos), y un proceso

completamente separado seria requerido para la hidrélisis
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" 4cida de la pulpa de algas agotadas de lipido para producir

monosacaridos, disacadridos, trisacdridos o polisacaridos
para la produccién de etanol mediante fermentacidén. Esta
serie de etapas de procesamiento adicionarian costo
significante a los materiales resultantes que son
producidos de las algas. Por lo tanto, hay una necesidad
para un desarrolle adicional de rutas de procesamiento
simplificadas para la produccién de ésteres alquilicos de
acido graso (es decir, FAME), monosacaridos, disacaridos,
trisacadridos o ©polisacdridos en un ©proceso directo
simplificado.

Ademas, el crecimiento actual en la produccién de
biocombustible de las utilidades de alimento estd generando
un incremento sustancial en co-productos tales como granos
de destilador de maiz, granos de destilador de sorgo, vy
harina de salvado de arroz. Estos co-producteos tienen valor
subutilizado del contenido celuldsico (45-55% en masa} vy
contenido de aceites (7-22% en masa) quien representa una
oportunidad para incrementar el suministro de
biocombustibles al mercado al incrementar simplemente la
eficiencla de procesamiento de los métodos actuales.

Nuevamente, el interés en alimentaciones
celuldsicas para etanol se ha incrementado
considerablemente durante los pasados diversos afios, sin
embargo algunos de los mismos puntos aplican a esta fuente
en cuanto a alimentos tales como algas. Por ejemplo, con
los alimentos celulésicos los procedimientos tipicos
incluyen el tratamiento de enzimas segquido por levaduras
que convierten 1los materiales celuldsicos a aztcares vy
alcohol subsecuente, pero tiene poco efecto en cualquier

contenido de aceite contenido. Por ejemplo, los granos de
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destilador tienen tanto contenido celulésico asi como

valores de aceite contenido, ambos de los cuales podrian
ser utiles para la conversién a biocombustibles.

Asi, aun permanece una necesidad significante en
la técnica para desarrollar un método simple y eficiente
para la produccién de biocombustibles y etanol de fuentes
de energia renovables.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencidén se relaciona a un método
para hacer ésteres alquilicos de 4&cido graso al (a)
combinar un material de alimentacidén con un alcochol Y,
opcicnalmente, un catalizador &cido y (b) hacer reaccionar
la combinacién en un pH en el intervalo de 0 a 7, a una
temperatura en el intervalo de 140°C a 300°C, en donde el
material de alimentacidén comprende (a) fosfolipidos, &cidos
grasos libres (FFAs), glicéridos o una combinacidén de los
mismos vy (b) material celuldsico, proteinas o ambos Yy en
donde los productos de reaccién comprenden (a) ésteres
alquilicos de 4cido graso vy (b) material celulédsico
segmentado, proteinas aceortadas, aminocdcidos o) una
combinacion de los mismos. La presién de esta reaccién
puede estar en un intervalo de 3’'447,560.00 Pa (500 psig) a
197306,336 Pa (2800 psig) o suficiente para prevenir la
ebullicidén del alcohol durante la reaccién.

Las siguientes reacciones pueden ocurrir en el
método anterior: (a) la transesterificacidn o
esterificacion de fosfolipidos en ésteres algquilicos de
acido graso, (b) 1la esterificacién directa de FFAs en
ésteres alquilicos de acido graso, (c) la
transesterificacidén de glicéridos y ésteres alquilicos de

acideo graso, (d) hidrdlisis, alcchélisis, o ambas del
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material celuldsico en material celuldsico segmentado y la

hidrélisis, alcohélisis, o ambas de la proteina en péptidos
mas cortos, aminoacidos, o ambos.

La presente invencidén ademds se dirige al
producte de la reaccidén del material de alimentacién con el
alcohol y, opcicnalmente, catalizador acido.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La F1G. 1 proporciona una repraesentacidén
esquematica de la reaccidén del material de alimentacién
(110) con el alcohol (120) en la presencia del catalizador
dcido opcional (130) y opcionalmente en la presencia de
agua (160) y ésteres alquilicos de acido graso (170) en un
reactor presurizado (140) a los productos (150).

La FIG. 2 muestra el concepto de proceso
detallade wutilizado para la produccién simultanea de
bicdiesel y etanol de las algas vy/o materiales de
alimentacidén, tal como el material de subproducto agricola.
El procedimiento total se muestra para maltiples materiales
de alimentacién. $i se recibe material seco, entonces el
sistema de secado del extremo frontal no necesariamente
seria requerido.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién se relaciona a un método
para producir ésteres alguilicos de &cido graso asi como
azucares simples celulédsicos, pelimeros de péptido de
proteina acortados, y aminocacidos que involucran la
esterificacidén y el desempefio de hidrélisis, alcohdlisis o
ambos en un material gue contiene fosfolipidos, A&cidos
grasos libres, glicéridos o una combinacién de los mismos
asi COomo polisacaridos, celulosa, hemicelulosa,

lignocelulosa, proteina o combinacién de los mismos con un
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alcohol y un catalizador acido opcional.

Previco a la presente invencién, la conversién de
biomasa en biocombustible y etanocl fue un procedimiento
consumidor de tiempo y de multi-etapas que fue tanto
economicamente ineficiente como derrochador.
Adicionalmente, los métodos convencionales son inhibidos
por la presencia al agua. En contraste, un método rapido,
de una sola etapa y eficiente para la conversién de biomasa
en biocombustible y azicares para producir etanol se puede
realizar en la presencia de agua. La Fig. 1 ilustra un
método de la presente invencidén en el cual el material gde
alimentacién (110) se hace reaccionar con alcohol (120) en
la presencia de un catalizador &cido opcional (130) vy
opcionalmente en la presencia de agua (160) y ésteres
alquilicos de &acido graso (170) en un reactor presurizado
para producir los productcs (150).

El material de alimentacién para este proceso
puede ser, por ejemplo, algas {por ejemplo, algas de agua
fresca o salada, algas procaridticas) granos de destilador
secos (DDG), por ejemplo, de maiz o scrgo, salvado de
arroz, semilla de jatrofa, semilla de palma, semillas de
acelte vegetal (por ejemplo, soja, céanola), eucariota,
protozoarios, fitoplancton, clanobacterias, bacterias,
residuos de fermentacion de etancl de maiz, u otro material
que contiene aceite que también puede contener material
celulésico potencialmente fermentable (por ejemplo,
polisacaridos, celulosa, hemicelulosa vy lignocelulosa),
procteina o ambos. Los aceites del material de alimentacién
pueden incluir fosfeolipidos, FFis, monoglicéridos,
diglicéridos, triglicéridos o una combinacién de los

mismos. El material de alimentacién también puede ser una
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comﬂinacién de diferentes materiales que contienen aceite.

El material de alimentacién puede contener de
aproximadamente 0% en peso a aproximadamente 100% en peso
de fosfolipidos por ejemplo, de aproximadamente 5% en peso
a aproximadamente 50% en peso de fosfolipides. El material
de alimentacién puede contener de aproximadamente 0% en
peso a aproximadamente 100% en peso de FFA, por ejemplo, de
aproximadamente 5% en peso a aproximadamente 10% en peso de
FFA. El material de alimentacién puede contener
aproximadamente 0% en peso a aproximadamente 100% en peso
de glicéridos, por ejemplo, de aproximadamente 10% en peso
a aproximadamente 50% en peso de glicéridos. El material de
alimentacidén puede contener de aproximadamente 0% en peso a
aproximadamente 50% en peso de material celulédsico
{preferible menor que aproximadamente 30 o 40% en peso,
pero por lo menos aproximadamente 1, 5, 10, o 15% en peso).
El material de alimentacién puede contener de
aproximadamente 0% en peso a aproximadamente 50% en peso de
proteina (preferible menor que aproximadamente 30% en peso,
pero por lo mencs aproximadamente 1, 5, 10, o 15% en peso).
Cada una de las cantidades para los componentes de material
de alimentacidén listados en lo anterio; se basa en el peso
seco del material de alimentacién.

El material de alimentacidén puede ser no extraido

lo que significa que no se ha purificado para remover

ciertos componentes {por ejemple, agua, material
celulésico, proteinas o mezclas de 1los mismos). Por
ejemplo, el material de alimentacién puede contener
fosfolipidos, FFAs, glicéridos, por lo menos

aproximadamente 10% en peso de material celulésico, y por

lo menos aproximadamente 10% en peso de proteinas, en donde
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ambos porcentajes en peso estdn basados en el peso seco
total del material de alimentacién. El1 material de
alimentacidn también puede ser purificado, (por ejemplo, un
extracto de jabdn o aceite vegetal crudo). El material de
alimentacidén puede contener vainas, cascaras u otros
materiales gque son cultivados por la fuente de material de
alimentacién diferente del material de alimentacidén. Los
materiales gque contienen tanto aceite como componentes
celuldsicos conducen a alternativas de combustibles
renovables atractivas. El material de alimentacién, antes
de la reaccidn, puede ser secade como, por ejemplo, como es
discutido enseguida. El material de alimentacién puede ser
molido para reducir su tamafio de particula antes de 1la
reaccidn.,

Para propdsitos de esta descripcidén, las algas,
tales comoc cilanobacterias, se utilizan como el material de
alimentacidn, sin embargo, aquellos expertos en la técnica
entenderian que se puede utilizar otro material de
alimentacidén. También, el proceso total, como es indicado,
es aplicable a otros materiales de alimentacién con ajustes
a la configuracién del proceso, por ejemplo, si se utilizan
granos de destilador secos o salvado de arroz seco como un
material de alimentacién, entonces la etapa de secado no
seria requerida.

Ademas, con otros materiales de alimentacién,
puede haber algunas variaciones en 1la quimica de
esterificacién 4&cida tal que se forman co-productos
alternos en la reaccidén. Por ejemplo, con una alimentacién
de alto contenido celuldsico (por ejemplo, por lo menos
aproximadamente 1, 5, 10, o 15% en peso pero menor que

aproximadamente 30, 40, o 50% en peso basado en el peso
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seco del material de alimentacién) puede haber conversién

adicional de ese componente a compuestos de azlcar
derivados tales como metil o etil glucésidos. Por ejemplo,
cuando una solucién de glucosa en alcohol metilico se
satura con 4acido <clorhidrico se forma un compuesto
Ccristalizable que tiene la férmula CgHy300CH;5.

Una reaccién similar toma lugar con todos los
alcoholes que son capaces de disolver glucosa, tal como
metanol, etanol, propano, butanol y sus isémercs, y los
compuestos formados corresponden a glucdsidos naturales. EI
azucar entera en la reaccién no necesita ser necesariamente
glucosa, de meodo que se puede preparar un numero de tales
azlcares derivados de alcohol artificiales. El1 A4cido
clorhidrico de la reaccién para producir azucares derivados
también se puede reemplazar por otro &cido tal como HgSOs.
Estos azlcares derivados, cuando hierven con el &cido
diluido, reaccionan con agua y se descomponen en el aztcar
de alcohol. Ademés, la derivacidédn adicional en 1los
intervalos més altos de temperaturas y presiones pueden
conducir a productos valiosos de los azicares tales como
metil glucésidos, etil glucdsidos, 5-
(hidroximetil) furfural, &cido levunilico, &cido férmico, vy
ésteres de los mismos. La categorizacién de cada material
de alimentacién puede ser necesaria para determinar las
mejores separaciones del proceso y los productos finales
optimos.

El alcohel para 1la invencién puede ser, por
ejemplo, metanol, etanol, propanol, butanol, alcohol
isopropilico, sec-butanol, t-butanocl, alcohol bencilico o
combinacién de los mismos. Desde un punto de vista

practico, Y para el combustible general y las
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consideraciones quimicas corriente abajo potenciales, los

alcoholes que contienen de 1 a 5 carbonos serian
preferidos, sin  embargo, puede haber situaciones vy
condiciones especificas en donde podrian ser utilizados
alcoholes superiores. La prueba con un alcohol especifico
facilmente determinaria la disponibilidad de un alcohol
particular. Nuevamente, para propositos de esta discusién,
el metanocl se wutiliza como el alcohol, sin embargo,
aquellos expertos en la técnica entenderian que se puede
utilizar otros alcoholes. Por ejemplo, en un sistema
combinado que produce tanto etanol como biodiesel, es
potencialmente atractivo usar algo dél etanol producido
como el reactivo de alcohol.

El catalizador &cido opcional para la invencién
puede ser, por ejemplo, un &cido inorganico (por ejemplo,
dcido sulflirico, &cido clorhidrico anhidro, A&cido nitrico
anhidro, trifluoruro de boro y acide fosfdrico), un Aacido
organico (por ejemplo, &cido sulfénico organico), un
catalizador de fase sélida (por ejemplo, Envirocat™ EPZG,
arcilla de caolinita natural, B:03/Zr0,, Sn0O; sulfatado Y
zeolitas), © una combinacién de los mismos.

Para los propdsitos de esta descripcién, el acido
sulfirico se utiliza como el catalizador &cido, sin embargo
aquellos expertos en la técnica entenderian gue se pueden
utilizar otros catalizadores &cidos.

En el proceso {ver la FIG. 2), el fango de algas
(1), producido por varios procesos de cultivo de algas, por
ejemplo la recuperacién de CO, de una planta de energia u
otros gases de chimenea que producen €O, mayores, u otro
material de alimentacidén primero se secan en un sistema de

secado instantdneo en donde una corriente reciclada de
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vapor supercalentado se utiliza para secar el material de

alimentacién. El contenido de agua del material de
alimentacidén después del secado puede ser aproximadamente
0% en peso a aproximadamente 10% en peso del pesc seco del
material de alimentacién, de aproximadamente 3% en peso a
aproximadamente 10% en peso del peso seco del material de
alimentaciédn, o de aproximadamente 3% en peso a
aproximadamente 5% en peso del peso seco del material de
alimentacidén. El1 vapor resultante, del material himedo, se
purga del sistema (2) y se utiliza para calor del proceso
corriente abajo.

Los sistemas que son Uutiles para esta etapa
incluyen secadores instantaneos de giro; secadores de
rocio; secadores de circuito y los similares. El principal
criterio para la eleccidédn del secador es que el sistema
pueda ser operado a presién elevada para permitir la
produccién de vapor de purga razonablemente utilizable. Una
presién de 68,951.2 Pa (10 psig) a 20,685.36 Pa (3 psig) se
prefiere con 103,426.8 Pa (15 psig) a 137,902.4 Pa (20
psig) mucho mas preferida. El secado se puede llevar a cabo
a presidén atmosférica, sin embargo, en este caso el vapor
resultante del secador no puede ser reutilizado para usos
de vapor corriente abajo. El1 secado presurizado aumenta la
economia total del proceso, pero no es esencial para la
practica de la técnica, es decir, el secado atmosférico es
aceptable, reconociendo la economia del sistema.

Las algas secas (3) u otro material de
alimentacién se puede moler para reducir su tamafo de
particula y luego se transfiere al sistema de Reactor de
Esterificacidén Directo en donde el material de alimentacién

se mezcla con el alcohel seleccionado (por ejemplo,

by
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metanol) (3) ¥ wun catalizador &cido opcional (4). La

cantidad de alcohol puede variar, pero tipicamente seria
suficiente para permitir una mezcla de suspensidén. Esto
tipicamente proporciona exceso suficiente de alcohol para
la reaccidén de 3 moles de alcohol que son requeridos para
la reaccidén con 1 mol de triglicéridos para formar 3 moles
de ésteres alquilicos de acido graso y 1 mol de alcohol es
requerido para la reaccién con 1 mol de FFAs para formar 1
mol de ésteres alquilicos de &cido graso. Como un minimo,
la cantidad de alcohol debe ser en aproximadamente un
exceso molar de 15% del aceite contenide. De preferencia,
el alcohol debe estar en una cantidad de aproximadamente
50% en mol a aproximadamente 600% en mol del aceite
contenido (es decir, fosfolipidos, glicéridos, FFAs o una
combinacidn de los mismos), de preferencia de
aproximadamente 50% en mol a aproximadamente 320% en mol
del aceite contenide y mucho mas de preferencia de
aproximadamente 200% en mol a aproximadamente 300% en mol
del aceite contenido. En una base de porcentaje en peso, el
aceite contenido requerird aproximadamente 11% a 12% en
peso de metanol para formar el éster metilico. Los
alcoholes superiores requerirdn un porcentaje en peso mas
alto de alcohol. Para la operacidn préactica, la cantidad de
alcohol normalmente estaria ern el intervalo de
aproximadamente 50% en peso a 300% en pesoc del material de
alimentacién seco y de preferencia en el intervalo de
aproximadamente 100% en peso a aproximadamente 200% en peso
del material de alimentacién seco.

Para reducir la cantidad de alcohol utilizada, vy
subsecuentemente reducir los reguerimientos de

desmetilacién corriente abajo, una porcién del biodiesel
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producido (834) se puede reciclar al reactor para

proporcionar liquido para la formacién de suspensién. La
cantidad de éster alquilico de &cido graso (es decir,
biodiesel) adiciconado a la reaccién puede estar en una
cantidad de aproximadamente 50% en peso a aproximadamente
300% en peso, de preferencia de aproximadamente 100% en
peso a aproximadamente 200% en peso, y mucho mas de
preferencia de aproximadamente 125% en peso a
aproximadamente 150% en peso del peso seco del material de
alimentacién,

Esto permitird la introduccién de alcohol en
cantidades suficiente para proporcicnar la cantidad
requerida para la reaccidén, mids algun exceso para asegurar
la reaccidén completa. En este caso, la cantidad de alcohol
de repuesto (por ejemplo, metanol) podria estar en el
intervalo de 5% a 15% en peso del material de alimentacidn
de entrada seco.

La cantidad de catalizador &cido opcional puede
variar de aproximadamente 0% a aproximadamente 15% en peso
del material de alimentacién seco, de preferencia de
aproximadamente 3% a aproximadamente 9% en peso del
material de alimentacidén seco, y mucho mds de preferencia
de aproximadamente 4% a aproximadamente 8% en peso del
material de alimentacidén seco. La cantidad final de &cido
dependera de la composicién del material de alimentacién,
puestc que puede haber compuestos consumidores de &cido en
la alimentacidén, por ejemplo, materiales de proteina
reactivos y los similares. Asi la proporcién de acido real
dependera de este factor. Desde un punto de vista de 1la
consideracidén del procesco general, el factor de proceso

clave es la cantidad de “catalizador libre” en el sistema,
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es decir, el A&cido libre después de la consideracién de

cualquiera de los componentes en el material de
alimentacién que consumirdn Acido. De preferencia la
cantidad de &cido libre que permanece en la mezcla es tal
que el pH resultante de la suspensién esta en el intervalo
de aproximadamente 0 a aproximadamente 5, de preferencia de
aproximadamente 1 a aproximadamente 4, y mucho mas de
preferencia en el intervale de aproximadamente 2 a
aproximadamente 3.

En la presencia del catalizador Aacido, la
temperatura de reaccidn esta, por ejemplo, en el intervalo
de aproximadamente 140°C a aproximadamente 300°C, en el
intervalo de aproximadamente 160°C a aproximadamente 275°C,
o en el intervalo de aproximadamente 175°C a
aproximadamente 275°C. Un sistema de reaccidén de presién se
utiliza el «cual permitird la temperatura elevada vy
mantendra al alcohcl de la ebullicién en la presencia de
catalizador A&acido. La presidén de la operacién de reactor
esta dirigida por arriba de la presidén de vapor del alcohol
de eleccidn en la temperatura de operacidén seleccionada
(por ejemplo 137,902.4 Pa (20 psig) sobre la presién de
vapor). Los intervalos de presiones tipicas para una
reacciédn en la presencia de catalizador A&cido son de
aproximadamente 1034,268.0 Pa (150 psig) a aproximadamente
47 481,828.0 Pa (650 psiqg), de preferencia de
aproximadamente 17379,024.0 Pa (200 psig) a aproximadamente
37447,560.0 Pa (500 psig), y mucho mas de preferencia de
aproximadamente 27068,536.0 Pa (300 psig) a aproximadamente
2'758,048.0 Pa (400 psig). Las presiones significativamente
en exceso de la presién de vapor de alcohol no son

requeridas en el procedimiento del proceso.
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En la ausencia o reduccidén del catalizador acido
(por ejemplo, en el intervalo de aproximadamente 0.01 a 1%
en peso basado en el peso seco del material de
alimentacién), la temperatura de la reaccién se incrementa
a un intervalo de aproximadamente 240°C a aproximadamente
300°C, aproximadamente 240°C a aproximadamente 270°C, o
aproximadamente 250°C a aproximadamente 280°C. La presién
de la reaccién en la ausencia de catalizador &cido se
incrementa a un intervalo de aproximadamente 3’447,560.0 a
197306,336.0 Pa (500 & 2800 psig), de aproximadamente
67895,120.0 a 137790,240.0 Pa (1000 a 2000 psig), o de
aproximadamente 107342,680 a 13’790,240.0.Pa (1500 a 2000
psig). El pH inicial de la reaccién en la ausencia del
catalizador &cido estd en el intervalo de 0 to 7 o en el
intervaleo de 5 a 7. -

Cuando el contenido de &cido se elimina o se
reduce significativamente en la ausencia de agua bajo las
condiciones del parrafo anterior, un rendimiento hacia la
formacidén de azucar celulodsica, formacidén de éster, vy
formacidén de azucar derivada y alejado de la descomposicién
del polimero de péptido consumidor de &cido se observa. En
la presencia de agua como es descrito enseguida y 1la
ausencia de Aacido bajo las condiciones del pArrafo
anterior, se observa la formacidon de éster de los
glicéridos, FFAs y fosfolipidos, descomposicidn del
polimero de azlcar vy descomposicién del polimerc de
péptido.

La mezcla de reaccién antes de la reaccidn
tambiéen puede contener agua en una cantidad de por lo menos
aproximadamente 3% en peso del peso seco del material de

alimentacién, por lo menos aproximadamente 5% en peso del
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pesc seco del material de alimentacién, por lo menos
aproximadamente 10% en peso del peso seco del material de
alimentacidn, por lo menos aproximadamente 30% en peso del
peso seco del material de alimentacidén, por lo menos
aproximadamente 40% en peso del peso seco del material de
alimentacién, o por lo menos aproximadamente 50% en peso
del peso seco del material de alimentacién. La mezcla de
reaccién antes de la reaccién de preferencia contiene agua
en una cantidad de aproximadamente 30% en peso a
aproximadamente 40% en peso del peso seco del material de
alimentacién.

El sistema de reactor puede ser por lotes o
continuo. Hay varios sistemas de recipiente de presidén
convencionales disponibles que operaridn en los modos de
lotes y continuos y el proceso conduce por si misme a los
metodos “convencionales” para esta etapa.

Ademas, un reactor de tipo tubo continuo se puede
utilizar para llevar a cabo la reaccidédn. E1 reactor es un
tubo con suficiente tiempo de residencia para permitir que
se complete la reaccidén y se opere bajo el intervalo de
presidén y temperatura objetivo. El tubo permite gque ocurra
la reaccion razonable con complejidad de recipiente
minimizada.

La reaccidén se puede llevar a cabo durante un
periodo de aproximadamente 5 minutos a 120 minutos y el
tiempo de reaccidén puede depender del sistema de reaccién vy
la temperatura de operacién. En un reactor de tanque
agitado convencional, el tiempo de reaccién puede estar en
el intervalo de 60 a 90 minutos para un reactor de lotes.
En temperaturas mas altas, y presioneés correspondientes, el

tiempo de reaccidn puede ser reducido.
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La suspensidén de producto de reaccidén (6)
tipicamente consiste de la pulpa de algas (que contiene
material celuldsico segmentado, péptidos acortados vy
aminoacidos), biodiesel crudo, alcohol en exceso,
catalizador, agua y glicerina. Los ésteres alquilicos de
dcido graso resultantes estardn en el intervalo de 10-50%
en peso de la suspensidn de producto. Los
péptidos/aminodcidos resultantes estidn en el intervalo de
0-50% en peso de la suspensidén de producto. Los materiales
celuldsicos segmentados resultantes estaradn en el intervalo
de 0-50% en peso de 1la suspensién de producto. La
suspensidén de reaccidn se transfiere a un sistema de
separacién de liquido/sélido. En esta etapa, la fraccién
liquida se separa de la porcidén de sblidos. La separacién
se puede llevar a cabo wutilizando cualguier numero de
técnicas de operacidén esténdares, tales como filtracién,
centrifugacidén, combinaciones de cada procedimiento y los
similares. El lavado ligero de los sélidos, en el
dispositivo de separacidén, se puede llevar a caboc con una
pequefia cantidad del alcohol (9A) recuperado para el
reciclado. El lavado agotado luego serd adicionado a la
fraccidn de biodiesel crudo.

Los solidos lavados (7) 1luego se envian a una
etapa de desmetilacidén en donde el metancl (u otro alcohol)
se remueve del material por la via de calentamiento. EI
vapor, del sistema de secado mencionado en lo anterior se
puede utilizar para esta etapa. El alcohol recuperado (14)
se transfiere al Sistema de Recuperacién de Metanol
(Alcohol). La fraccién de sdédlidos (20) se transfiere, por
ejemplo, a la porcién de produccidn de etanol del proceso.

El liquido de biodiesel crudo de la separacién
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(8) 1luego se envia a un sistema de Separacidén de
Desmetilacidén/Fondos de Biodiesel. En esta etapa de
proceso, el liquido primero se desmetila, es decir,
remocidn de alcohol, y el alcohol vaporizado (9) se envia
al Sistema de Recuperacién de Metanol (Alcohol). En el
sistema de recuperacién, el alcohol se destila para
eliminar las pequefias cantidades de humedad cuando se
regresa (15) al sistema de reaccidn para la reutilizacién.

Cuando el alcohol se remueve del bicdiesel crudo,
los co-productos, es decir, agua y glicerina se separan de
la fraccién de biodiesel. El catalizador se reporta a la
fase acuosa/glicerina. Este sistema de dos fases luego se
trata en un sistema de separacidn, por ejemplo,
asentamiento, centrifugacidn y los similares. El
agua/glicerina/catalizador separado es referidc como la
fraccidén de “fondos”. Este material (11) se transfiere a un
tanque de almacenamiento para disposicién subsecuente.
Dependiendo del material de alimentacién, los fondos de la
etapa de separacién de desmetilacién/fondos puede contener
altos niveles de materiales portadores de proteina. En este
caso, la fraccidén rica en proteina (11A) se puede enviar a
un aparato de oleaje separado y (si es deseable) procesos
corriente abajo para la separacidn adiciocnal de la fraccién
de proteina del resto del material.

El biodiesel desmetilado (10) luego se envia a la
unidad de Destilacién de Biodiesel. En esta etapa, el
biodiesel se calienta a aproximadamente 171.1°C a 182.2°C
(340°F a 360°F) y se somete a un alto vacio en el intervalo
de 750 mm a 755 mm de Hg ({vacio). Bajo estas condiciones,
la fraccidén de biodiesel se vaporiza y se separa de las

diversas impurezas de menor volatilidad en el liquido.
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El vapor de biodiesel luego se condensa
utilizando intercambiadores de calor indirectos
convencionales con el enfriamiento suministrado por agua de
enfriamiento, El biodiesel Condensédo (12) luego se
transfiere a tanques de almacenamiento de biodiesel donde
el material de analiza y se confirma para el transporte.

Los sdélidos desmetilados (20) se transfieren a un
sistema de Neutralizacidén/Separacién de Sélidos. En esta
etapa, la pulpa se mezcla con agua (22) y una solucién
cdustica (21), por ejemplo, hidréxide de sodio, hidréxido
de potasio, etc. Idealmente, hidréxido de potasio se
utiliza puesto la sal de potasio resultante, es decir,
sulfato de potasio, es una fuente de alimentacién para el
proceso de fermentacidn corriente abajo. El material se
neutraliza a un pH de aproximadamente 5.5 a 7.0. El pH
objetivo es aquel gque es consiste con el reactivo
especifico utilizado en el preoceso de fermentacién.

Después de la neutralizacién, la suspensién se
puede someter a una etapa de separacién, si es requerido,
para remover una porcién de la fraccién acuosa con una
remocidn acompafiante de sales disueltas. Esta solucién (24)
se debe regresar a las granjas de algas vy la sal de sulfato
de potasic utilizada como una fuente de constitucidn de
alimento para el material de algas.

La pulpa neutralizada (23) luego entra a un
Sistema de Fermentacidén en donde se mezcla con reactivos de
fermentacidén convencionales (25), por ejemplo, levaduras,
etc., luego se deja reaccionar en un aspecto convencional.
La informacién con relacién a los procedimientos de
procesamiento convencionales estdn disponibles en numerosos

sitios de la red y un recurso significante es la Asociacién
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de Combustibles Renovables (disponibles en el WorldwideWeb

en rfa.org) que es la asociacién comercial de industrias
clave. La ventaja principal es gque un material de

alimentacidén potencialmente de menor costo ahora se ha
hecho disponible que no involucra una utilidad de fuente de
alimento agriccla actual sino mas bien materiales no de
alimento de segunda generacién tales como algas o
subproductos agricolas.

En el sistema de fermentacién, los aztcares
celuldsicos se convierten a etancl, con la co-produccién de
dioxido de carbono. La fraccién de CO, normalmente seria
ventilada nuevamente al sistema de recuperacién de CO, para
la recoleccién por las algas utilizadas en el sistema de
recuperacidn de didxido de carbono si se utilizan algas.

La suspensidn de fermentacidén (26) luego se envia
a un sistema de Separacién de Sélido/Liguido, y los sdélidos
no fermentados se remueven de la fase de liguido (cerveza).
Nuevamente métodos de separacidén convencionales se pueden
utilizar, tales como filtros, centrifugas y los similares.
La fraccidn de sdédlidos (27} luego se puede utilizar en otra
parte, por ejemplo, regresar a las granjas de algas como
una fuente de alimento suplementaria.

El 1liquido fermentade (28) se transfiere a un
Sistema de Evaporacién en donde la fase de alcohol se
evapora del liquido, junto con alge de agua. La fraccién
acuosa del evaporador (30) se regresa al sistema de granija
de algas.

La fraccién de alcohol (29) enseguida se trata en
un sistema de Destilacién/Tamiz Molecular. En esta etapa de
proceso, el alcohol acuosa primero se destila, para

producir un material de etanol al 95% nominal, luego se
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procesa en una unidad de tamiz molecular para remover el
agua restante y producir un producto de etanol de 99.5%+
{31}. Esta operacién es convencional vy ampliamente
utilizada en la industria de produccién de etanol actual.

Los s6lidos residuales de la etapa de
fermentacién contendran los materiales no fermentables gque
también pueden contener niveles significantes de proteinas
© aminoacidos udtiles. Esta fraccién de soélidos podria ser
combinada con otros productos de alimentacién de animales
0, dependiendo de la naturaleza exacta del material (basado
en el material de alimentacién), ademas procesada, por la
via del secado, para producir un producto alimenticio
especializado.
EJEMPLO 1: Prueba de Algas

El siguiente ejemplo ilustra el procedimiento de
proceso basico y el potencial de producto resultante para
materiales de alimentacidén de algas. La Tabla 1 resume una
serie de pruebas conducidas con materiales de alimentacién
de algas (ya sea algas de agua fresca o salada) utilizando
el proceso descrito en lo anterior. El pH inicial estuvo en
0.4. La temperatura estuvo entre 140 a 180°C. La presién
estuvo entre 17379,024.0 y 37447,560.0 Pa (200 y 500 psig).
El tiempo de reaccidén estuvo entre 1 a 2 horas. Las algas
de partida contuvieron en cualquier parte de 10% a 25% del
contenido de lipido del cual los valores de FFA variaron de
5% a tanto como 10%. E1 bicdiesel recuperado resultante
indicd gue el aceite contenido fue de manera esencial
completamente convertido al éster metilico. El por ciento
de conversidn de aceite a éster metilico de &cido graso fue
mas grande que 95%.

TABLA 1
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Prueba 1 2 3 4 5 6 7
algas secas 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
{gramos)

Catalizador 25 25 25 25 25 25 25
acido (gramos)

MeCH {gramos) 1500 1400 1300 1200 1200 1200 1200

*material sometido a las condiciones de reaccién de temperatura y presién

*producto de reactor separado en la centrifuga, concentrado tomado a la desmetilacién

*dos fases observadas después de la desmetilacién, centrifugado para separar el éster del

almidén/proteina

Resultados

Pulpa de pesc 550 544 555 538 553 630.5 611
seco

Ester Metilico

de Acido Graso

(FAME) 222 21% 224 217 223 94 a8
Almidén 193 191 195 189 194 225 247.5

*cantidades menores de material perdido en el manejo a través del equipo de laboratorio

*variaciones de las pruebas 1-5 y pruebas 6-7 representan varias algas de agua fresca y

salada.

*La técnica del proceso es capaz de procesar tedas las algas probadas en el FAME ¥

almidén

Una muestra del material de residuo sélido

decir,

pulpa),

(es

que contuvo la fraccién de almiddn luego se

mezclé con agua y se neutralizdé a un pH de aproximadamente

6.5-7.

Levadura de procesamiento de

etanol

estandar

Se

adicioné y el material se dejé fermentar durante un periodo
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de aproximadamente 5 dias. Un sistema de laboratorio
pequefio se utilizd en donde la mezcla fue contenida en un
matraz contenido. Un tubo de descarga de CO, se ubicdé en la
parte superior del matraz y el CO; se descargd, por la via
de una extensidén de inmersién, en un matraz separado que
contiene agua. Esto mantuvo un “sello de agua” sobre el
matraz de fermentacidén y también permitid la observaciédn
visual de burbujas de CO;, gque, cuando se detuvieron,
indicaron la consumacidén de la fermentacién.

Después de que se detuve la emisién de CO,, el
caldo de fermentacidn resultante se filtré para remover los
sélidos residuales. El ligquido resultante se calenté para
evaporar una mezcla de etanol y agua en un matraz de
evaporacion de una sola etapa con un condensador. La fase
de etanol agua condensada contuvo aproximadamente 8% de
etanol. En la practica comercial, el etanol débil seria
tratade en un sistema de evaporacidén/destilacién/tamiz
molecular convencional (por ejemplo, el procedimiento
estandar utilizado en los procesos de produccién de etanol
convencionales) para recuperar un producto de etanol
anhidro. Las técnicas son bien establecidas, y nuevamente
la referencia se hace al sitioc de la red de la Asociacién
de Combustibles Renovables.

Aproximadamente 50% del almidén contenido se
convierte a etanol real (el resto gque forma CO;). La
recuperacién de etanol esperada de los nmateriales de
alimentacién de algas estaria en el orden de 10% en peso de
las algas. Este factor de <conversidén dependerda del
contenido de almidén potencial de las algas de partida vy
puede variar entre varias especificaciones de material. Los

factores de recuperacién son para ilustracién y de ninguna
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manera se propoenen para limitar el alcance o reguerir una
recuperacidén especifica.
EJEMPLO 2: Prueba del Extracto de Jabén de Algas

El extracto de jabdén de algas es un subproducto
de la ruta de procesamiento de aceite de algas convencional
en donde el aceite, que contiene altos niveles de acidos
grasos libres (FFA), se trata con una solucién alcalina
para neutralizar el FFA y producir un “extracto de jabén”
que consiste de 4cidos grasos neutralizados. Este material
se separa de la solucién de sal acuosa y tipicamente se
recupera como un material de “extracto de jabén”. Un
producto similar se forma, en grandes cantidades, del
tratamiento de aceite de soja y se vende, a costo
relativamente bajo, para la acidulacién subsecuente y la
recuperacidén de los valores de &cido graso, como un &acido
graso libre, para el uso en alimentos para animales u otras
aplicaciones de valor inferior.

Para estimar el potencial para los extractos de
jabdn como alimentaciones, una muestra de extracto de jabdn
de algas se obtuvo y se procesdé de una manera similar a
aquella resumida para las algas (Ejemplo 1), con 1la
excepcidén de que no se requirié una separacién de
sblidos/liquido después de 1la etapa de esterificacién.
Brevemente, el extracto de jabdn se neutralizé inicialmente
con acido sulfirico, luego metanol vy acido sulfiurico
adicional se adiciond para proporcionar A&acido en exceso
{para el catalizador). La masa de extracto de jabén fue de
100 g. La masa del &acido sulfurico inicial fue 17 g para
acidificar el jabén. La masa de metanol fue 200 g. La masa
adicional de acido sulfurico utilizado para el catalizador

fue 4 g. El pH inicial estuvo por debajo de 1. El contenido
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de humedad en el material de alimentacidén estuve en el
orden de 10% en peso a 15% en peso del material de
alimentacién, basado en el estimados del proveedor indicado
(como es suministrado por Advanced Bic Nutrition, Ceolumbia,
MD). La masa se hizo reaccionar durante aproximadamente 2
horas a aproximadamente 140°C bajo presién suficiente para
evitar la evaporacidén del metanol.

La masa de reaccidén luegce se neutralizé con cal
(para eliminar cualquier &cido sulfurico libre) y luego el
material luego se separdé por la via de una centrifuga en
una fase acuosa, que contiene el agqua, glicerina y fraccién
de sal, y una fase organica. La fase orgdnica que contiene
esencialmente la fraccién de biodiesel luego se destild
para recuperar la fraccién de éster. El Dbiodiesel
resultante se analizd y cumplié con los estandares de ASTM
para este material. En este caso no hubo fraccién de azltcar
0 similar a almidén de modo que el etanol no es
consideracién para este material de alimentacién.

De observaci6én considerable con esta prueba es
que la esterificacién se llevd a cabo en un ambiente libre
de agua relativamente alto (es decir, en excesc de 10% de
agua pura), puesto gque el extracto de Jjabdén, como es
indicado, es un FFA neutralizado de 1la alimentacién de
aceite. Esto es de significado puestc que para los
procedimientos de procesamiento de bicdiesel
convencionales, incluyendo los procesos de dos etapas que
consisten de esterificacién acida seguida por la
transesterificacién con base, el agua debe ser limitada,
tipicamente a niveles de menor que 13 a 2% para la
esterificacién é&cida y menor que 0.5% para la etapa de

transesterificacién.
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EJE&PLO 3: Grano de Destilador (Material de Alimentacidén de
Maiz)

El granc de destilador es un co-producto mayor de
la produccidén de etanol utilizando los materiales de
alimentacién de maiz convencionales. El grano de destilador
(DDG) es el material que permanece después del proceso de
fermentacién y contiene proteinas, grasas, fibra, ceniza vy
otros diversos componentes. Mucho de este material se
utiliza en productos alimenticios para animales, pero su
valor, comparadce con el maiz, es menor.

Las cantidades de este material son
significantes. Por ejemplo, una instalacién de etanol de
378,500,000 litros /afho {100 millones de galones/afio)
utilizando una alimentacién de maiz seco produciria en el
orden de 299,640,000 kilogrames/afio (660 millones de
libras/afno) de DDG. En general el DDG del maiz contiene
aproximadamente 10% a 11% de grasa (contenido de aceite que
es potencialmente convertible: al biodiesel) y
aproximadamente 45% a 50% de carbohidratos (que si se
prepara apropiadamente podria servir como una alimentacién
de fermentacién).

Se debe observar que con la preparacién, los
azlcares resultantes consisten de fracciones tanto de C6
como de C5. La fraccidén de C6 es fermentable por la via del
uso de materiales de levadura estandares. Los azlUcares de
C5 no fermentaran con levadura solamente, y se han
desarrollado enzimas especializadas que convertiran C5's.
Ademas, hay otros procesos que se han desarrollade que
utilizan aztcares de C5 para producir otros productos (no
etanol}.

Las ventajas significantes podrian ser originadas

™
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en las industrias de biocombustibles si este material de
alimentacién pudiera ser procesado adicionalmente para
recuperar etanol adicional y producir un producto de
biodiesel también. La incorporacidén de operaciones de
tratamientoc de DDG dentro de las plantas de etanol
existentes podria aumentar la atractividad econémica
potencial.

Para estimar el potencial para el procesoc para
manejar esta alimentacidén, muestras de DDG de instalaciones
de etanol (Verasun Energy of Brookings, SD and White Energy
of Dallas, TX) que procesaron materiales de alimentacién
tanto de maiz como de sorgo se obtuvieron. El procedimiento
de prueba basico fue como sigue:

. El DDG se mezcld con metancl y catalizador de acido
sulfurico luego se hizo reaccionar a temperatura vy
presién elevada durante aproximadamente 2 horas.
Tipicamente la temperatura se mantuvo a
aproximadamente 200 grados C. La masa del DDG fue 100
gramos, la masa de metanol fue 200 gramos, la masa del
acido sulfurico fue 8 gramos, el pH inicial fue 0.5.

. Después de la reaccidn, la masa de producto de éster
luego se filtrd y se lavd con alcohol adicional para
remover el éster residual, azlcares, etc.

° La fraccién de sdélides luego se apartd y seria
utilizada c¢omo un alimento para animales de grado
inferior en un escenaric comercial.

. La fraccidn de liquido luego se calentd para remover
el alcohol en exceso {que se ha recuperado para el
reciclado en un escenario comercial).

L La mezcla luego se neutralizd para convertir el acido

sulfurico 1libre a una sal neutra. Los agentes

s
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neutralizantes pueden incluir 4alcalis comunes, por
ejemplo hidréxide de sodio, hidréxido de potasio,
bicarbonato de sodio, carbonato de potasio, éxido de
calcio, hidréxido de calcio, etc. El uso de calcio es
5 ideal puesto que permite la nutricién alimenticia
animal subsecuente. El liquido, que contiene los
ésteres, glicerina, azlUcares derivados, aminoicidos y
los similares se tratd en una etapa de separacién
adicional para remover la fraccién de éster de la
10 fraccidn no de éster. Varios métodos estdn disponibles
para esto incluyendo la extraccidén con solvente, por
ejemplo, con hexano, o disolucién con agua (preferido)
para sclubilizar la glicerina y la fraccién de azucar
y permitir la separacién de un éster como una fase
15 separada (es decir, separacién de liguido/liguido).

L La fraccidn de éster luego se tratd en un sistema de
destilacidon para recuperar el éster como un material
de alto grado.

] El azucar, fraccién de aminodcido (no ésteres) luego

20 se neutralizd y, si se utilizd material de calcio, se
filtrd para remover la sal de sulfato de calcio
resultante. Esto tuvo el efecto de reducir la ceniza
potencial en el aminoacidec final.

. Con las condiciones de reaccién empleadas, los

25 azucares derivados, tal como 5-(hidroximetil)furfural,
se formaron lo cual permitird la produccién potencial
y la recuperacién de otros productos.

Para la prueba de ejemplo, el material utilizado
fue el DDG de maiz y contuvo aproximadamente 11% en peso de

30 fraccidn de aceite basado en el pesoc total de DDG. EL

proceso anterior se llevd a cabo y después de la separacién

o
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y el anadlisis, la fraccién de biodiesel resultante fue de
aproximadamente 10% en peso de la alimentacién, indicando
que esencialmente todo el aceite contenido se convirtié al
éster.

La fraccién de éster luego se destilé y el
bicdiesel recuperado se analizé para la glicerina total y
libre, puesto que estos son los componentes claves de la
produccién de éester exitosa basada en la prueba de
laboratorio prgvia. El material estuvo muy debajo de los
estandares de ASTM permisibles.

EJEMPLC 4: Salvado de Arroz:

El salvado de arroz es otro material que es un
co-producto mayor de esta industria de procesamiento de
grano. Hay cantidades significantes de este material
producido en los Estados Unidoes Y especlialmente
extranjeros. El volumen de este material se utiliza en
Vafios aditivos de alimentos y tiene un valor relativamente
bajo.

Una muestra de salvado de arroz se procesd en la
misma manera como aquella utilizada para la muestra de DDG
(en el Ejemplo 3). La composicién del salvado fue un poco
similar a aquella del DDG con respecto al contenido de
carbohidrato (es decir, potencialmente fermentable) pero el
contenido de aceite fue un poco mas alto (tipicamente 18%
en pesc o mas).

Después de la recuperacién del éster, el material
se destild vy el Dbiodiesel se analizé. Nuevamente el
material estuvo bien dentro de las especificaciones.
También, la cantidad de biodiesel producida estuvo en linea
con el valor esperado basado en el contenido de aceite.

Varias pruebas han indicado que la produccién de biodiesel

31
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esperada es aproximadamente la misma (similar-~volumen) como
el contenido de aceite en el material de alimentacién de
partida.

La fraccién de carbohidrato tratado restante
luego normalmente seria sometida a la fermentacién puesto
que la composicidén en esta etapa es similar al material
obtenido en el procesamiento de DDG.

EJEMPLO 5: Analisis de cianobacterias para el contenido de
lipido neutro libre y fosfolipido libre

La muestra de cianobacterias se almacend a =-20°C
hasta el andlisis. Pesos apropiados de 1la muestra se
diluyeron con Hexano:Isopropano para el andlisis de lipido
neutro Y Cloroformo:Metanol para el analisis de
fosfolipido. Las muestras se sometieron a vértice, se
sonicaron y se filtraron con jeringa antes de la inyeccién
para el analisis de HPLC para extraer los lipidos libres
(es decir, 1lipidos no enlazados a la proteina) de la
nmuestra.

Anglisis de HPLC. El anélisis de lipido neutro se

realizé mediante la cromatografia liquida de alto desempefio
de fase normal de gradiente con la deteccién de dispersién
de luz evaporativa. Para la determinacién de lipido neutro,
los estandares consistieron de TG, DG, MG, y FFA en 1.0
mg/ml - 0.03125 mg/ml cada uno. Para la determinacién de
fosfolipido, los estandares y las muestras se inyectaron en
una columna de HPLC de fase normal y se analizaron mediante
el detector de dispersidén de luz evaporative. La curva de
calibracién de seis niveles se utilizé para calcular la
cantidad de cada fosfolipido en la muestra. Los esténdares
de HPLC para fosfolipidos consistieron de PC de Soja, PE de

Soja, PI de Soja, LPC de Soja, PS de Soja y 16:0~18:1 PA en
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1.0 mg/ml - 0.0625 mg/ml cada uno.

Resultados. La Tabla 2 reporta los resultados de

por ciento en peso (p/p) del andlisis de lipido neutro. La
Tabla 3 reporta los resultados de por ciento en peso (p/p)
del analisis de fosfolipido.

TABLA Z2: Lipidos neutros en % en peso.

Muestra TG DG FFA MG Total
Espirulina 2.8 0.2 0.2 ND 3.2
Lote 9808
ND = no detectado; TG, triglicéridos; DG, diglicéridos;

FFA, acidos grasos libres; MG, monoglicéridos.

TABLA 3: Fosfolipidos en % en peso.

Muestra PE PC PA PI PS LPC Total
Espirulina 1.2 ND ND ND ND ND 1.2
Lote 9808
ND = no detectado; PE, fosfotidiletanclamina; PC,
fosfotidilcolina; PA, acido fosfatidice: PI,
fosfatidilinositol; PS, fosfatidilserina; LPC,

lipofosfotidilcolina.

El contenido de 1lipidc libre total fue 4.4% en
peso. Basado en estos resultados, una muestra de
Ccianobacterias se esperd que produzca 4% en peso de ésteres
metilicos de acido graso (FAMEs) basado en el peso total de
clianobacterias y asumiendo la conversién de 100% del
contenido de lipido libre a FAMEs.

EJEMPLO 6: Prueba de Cianobacterias utilizando el Método
Descubierto

El siguiente ejemplc ilustra el ©proceso vy
producto resultante para materiales de alimentacién de
cianobacterias. Cincuenta gramos de ciancbacterias secas, 0

gramos de [que clase] catalizador acido, 20 gramos de agua

Y
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y 100 gramos de metanol

se hicieron reaccionar. No se

adiciond catalizador 4acido a la reaccién. La temperatura

estuvo entre los 250°C-280°C. La

presidén estuvo entre

107342,680.0 y 137100,728.0 Pa (1500 y 1900 psig). E1

tiempo de reaccién estuvo entre 5-30 minutos. Las algas de
partida se esperaron que contenga de 4% en peso a 6% en

peso de contenido de lipido del cual los valores de

fosfolipido variaron de 1% en peso a 2% en peso.

Los productos de reaccidn resultante se

centrifugaron para separar el material sélido {es decir,

pulpa) del biocombustible. El biocombustible se desmetiléd

come es descrito en lo anterior. La pulpa de 1la

centrifugacidén se puede procesar en,

por ejemplo, etanol

comc es descrito en lo anterior.

El experimento se repitié dos wveces generando 8
gramos (16% en peso basado en el pesoc total del material de
partida de cianobacterias) y 10 gramos (20% en peso basado
en el peso total del material de partida de cianobacterias)
de FAMEs,

respectivamente. La Tabla 4 lista los tipos vy

cantidades en porcentaje de FAMEs en la muestra de 10

gramos. Estos resultados indicaron que el aceite contenido,

incluyendo los fosfolipidos, fue de manera esencial
completamente convertido a ésteres metilicos de acido
grado. Ademads, la cantidad de FBMEs generada fue de

aproximadamente 4 a 5 mads que lo esperado basado en el
contenido de lipido libre total de las cianocbacterias como
es observado en el Ejemplo 5. La reaccidén también generd

75-80% en peso de pulpa seca y 5% en peso de ceniza.

TABLA 4
FFA FAME FAME Dilucidn FAME Por
{uM) {mM) 1E3 (mg/ml) | ciento
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FAME
UNK 228.38 92.4| 0.0924 1000 21. 0.89
UNK 228.38 42.5| 0.042% 1000 9. 0.41
14:0 228.38 | 553.2| 0.5532 1000 | 126, 5.31
FFA
15:0 242.21 54.8| 0.0548 1000 13. 0.56
FFA
UNK 242.21 30.2| 0.0302 1000 7. 0.31
16:0 256.43 | 2385.1| 2.3851 1000|  611. 25.70
 FFR
| UNK 256.43 | 101.6| 0.1016 1000 26. 1.09
16:1 254.43 1966| 1.966 1000 |  500. 21.02
FFA
UNK 254.43 | 172.7| 0.1727 1000 43. 1.85
UNK 254.43 62.6| 0.0626. 1000 15. 0.67
UNK 254.43 36.7| 0.0367 1000 9. 0.39
17:0 270.48 0 1000 0. 0.00
FFA
UNK 270.48 64| 0.064 1000 17. 0.73
17:1 268.48 0 1000 0. 0.00
FFA
18:0 284.48 57.3| 0.2573 1000 16. 0.68
FFA
18:1 282.48 449 |  0.449 1000 | 126. 5.33
FFA
18:2 280.48 | 280.1| 0.2801 1000 78. 3.30
2
UNK 280.48 49.4| 0.0494 1000 13. 0.58
18:3 278.48 57.9] 0.0579 1000 16. 0.68

Al



aceite/almidén asi

jabén. Los

ilustracidn

alcance en cuanto a los materiales potenciales

adecuados para este procedimiento.
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19:¢0 298.51 0 1000 0. 0.00
FFA
20:0 312.54 0 1000 0. 0.00
FFA
20:1 310.54 0 1000 0. 0.00
FFA
20:2 308.53 0 1000 0. 0.00
FFA
UNK 308.53 58.5 0.0585 1000 18. 0.76
20:4 304.52 277.2 0.2772 1000 84. 3.55
FFA
UNK 304.52 167.9| 0.1e678 1000 51. 2.15
UNK 304.52 136 0.136 1000 41. 1.74
20:5 302.54 790.1 0.7901 1000 239. 10.04
FFA
UNK 302.54 250.7 0.2507 1000 75. 3.19
UNK 302.54 151.9 0.1519 1000 46. 1.93
UNK 302.54 600.8 0.6008 1000 181. 7.64
UNK 302.54 64.5 0.0645 1600 15. 0.82
22:6 328.57 0 1000 0. 0.00
FFA
* *

El proceso divulgado ha probado una

variedad de materiales de alimentacién que contienen

comc materiales de alto contenido de

ejemplos

muestran

para

propésitos de

solamente y de ninguna manera restringen el

que son

La presente invencidn no va a ser limitada en el

6L
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REIVINDICACIONES

1. Un método para hacer ésteres alquilicos de
acido graso, el método caracterizado porque comprende:
(a) combinar un material de alimentacién con un alcohol en
donde el material de alimentacidén comprende (i)
fosfolipidos y (ii) material celulésico, proteinas, o
ambos; vy
(b) hacer reaccionar el material de alimentacién y el
alcohol a un pH en el intervalo de 0 a 7, a una temperatura
en el intervalo de 140°C a 300°C, Y a una presidén en un
intervalo de 37447,560 Pa (500 psig) a 197306,336.0 Pa (2800
psig) para (i) generar ésteres alguilicos de &cido graso de
los fosfolipidos, (ii) segmentar el material celulédsico, si
esta presente, y (iii) acortar 1las proteinas, formar
aminoacidos, o ambos, si estdn presentes proteinas.

2. El método de conformidad con la reivindicacién
1, caracterizade porque el material de alimentacién
contiene por lo menos 10% en peso del material celulésico
basado en el peso seco del material de alimentacién.

3. El método de conformidad con la reivindicacién
1, caracterizado porque el material de alimentacién
contiene por lo menos 10% en peso de proteinas basado en el
peso seco del material de alimentacién.

4. El1 método de conformidad con la reivindicacién
1, caracterizadoc porque el contenido de agua de 1la
combinacién antes de la reaccién es de 30% en peso a 40% en
peso del peso seco del material de alimentacién.

5. El metodo de conformidad con la reivindicacién
1, caracterizado porque ademas comprende adicionar un éster

alquilico de &cido graso a la combinacién antes de la

reaccion,

&N
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6. El método de conformidad con la reivindicacién
1, caracterizado porque ademds comprende secar el material
de alimentacién antes de combinar el material de
alimentacidén con el alcohol.

7. El método de conformidad con la reivindicacién
6, caracterizado porque el contenido de agua del material
de alimentacién después del secado estd en el intervalo de
3% en peso a 5% en peso del peso seco del material de
alimentacidn,

8. El método de conformidad con la reivindicacién
1, caracterizado porque el alcohol es metancl o etanol.

9. El método de conformidad con la reivindicacién
1, caracterizado porque el alcohol estd en una cantidad de
50% a 320% de exceso molar del aceite contenido en el
material de alimentacién.

10. El método de conformidad con la
reivindicacidén 1, caracterizade porgque la reaccién del
material de alimentacién y el alcohol se realiza sin un
catalizador acido.

11. El método de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizado porque el pH estd en el
intervalo de 5 a 7.

12. ELl método de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizado porque la temperatura esta
en el intervalo de 240°C a 300°C.

13. EL método de conformidad con la
reivindicacidén 1, caracterizado porque la presién estd en
el intervalo de 10°342,680.0 Pa (1500 psig) a 137790,240.0
Pa (2000 psig).

14. Un método para hacer ésteres alquilicos de

acido graso, el método caracterizado porque comprende:

6S



10

15

20

25

30

43

(a) combinar un material de alimentacién con un alcohol, en
donde el material de alimentacién comprende fosfolipidos,
por lo menos 10% en pesé de material celulédsico basado en
el peso seco del material de alimentacién y por lo menos
10% en peso de proteinas basade en el peso seco del
material de alimentacidn; vy

{b) hacer reaccionar el material de alimentacidn y el
alcohel a un pH en el intervalo de 5 a 7, a una temperatura
en el intervalo de 240°C a 300°C, y en una presién en un
intervalo de 107342,680.0 Pa (1500 psig) a 137790,240.0 Pa
(2000 psig) para generar ésteres alguilicos de &cido graso
de los fosfolipidos, segmentar un material celulédsico,
acortar las proteinas y formar aminodcidos.

15. E1l método de conformidad con la
reivindicacidén 14, caracterizado porque el contenido de
agua de la combinacidén antes de la reaccidén es de 30% en
pesc a 40% en pesc del peso seco del material de
alimentaciédn.

16. El método de conformidad con la
reivindicacidn 14, caracterizado porque ademis comprende
adicionar un éster alquilico de Acido grase a la
combinacidén antes de la reaccién.

17. El método de conformidad con la
reivindicacién 14, caracterizado porgue ademas comprende
separar los ésteres alquilicos de acido graso resultantes
del material celuldsico segmentado resultante.

18. E1l métoedo de conformidad con la
reivindicacidén 14, caracterizado porque la reaccidn del
material de alimentacién y el alcohol se realiza sin un

catalizador Acidoe.

£6
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencidn se relaciona a un método
para producir ésteres alquilicos de &cido graso asi como
azicares simplificados celuldsicos, polimeros de proteina
acortados, aminodcidos o combinacicones de los mismos que
resultan de la esterificacién simultidnea e hidrélisis,
alcohdlisis, o ambas de algas y otros materiales que
contienen aceite, que contienen fosfolipidos, acidos grasos
libres (FFA), glicéridos o combinacién de los mismos, asi
como polisacdridos, celulosa, hemicelulosa, lignocelulosa,
polimeros de proteina o combinacién de los mismos en 1la

presencia de un alcohol y un catalizador &cido opcional,

&A



