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ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.

D Comprobante de pago de la tasa por concepto de excedente de palabras en la publicacion.
m Comprobante de pago de la tasa por concepto de reivindicacion de prioridad.

Poderes, si fuere el caso.

Certificado de existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.
D Copia certificada de la primera solicitud, si se reivindica prioridad.

D Traduccion simple de fa primera solicitud, si se reivindica prioridad.

Documento de cesién del inventor al solicitante o a su causante.

. Descripcion de la invencion.

m Una o mas reivindicaciones.

Dibujos y/o planos necesarios.

D De ser el caso, copia del contrato de acceso.

I:l De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de la comunidad de las comunidades indigenas.

I:I De ser el caso, certificado de depésito del material biolégico.

IZIArte final 12x12 y 6x6 cm.

Resumen y extracto para publicacion.
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FOR INTELLECTUAL PROPERTY

Yo, Jardel Massari, actuando en nombre y representacion
de Ouro Fino Participagdes e Empreendimentos S.A. con
domicilio en Avenida Independéncia, 3.320 — Sala 24,
Alto Da Boa Vista, Ribeiréio Preto, Sdo Paulo, Brasil, por
el presente nombra a la Dra. Mbénica Wolf Wasserman,
identificada con C. C. No. 51.711.267 y/o al  Dr. Jesiis

M. Méndez Bermudez, identificado con C. C. No.
-13.491.5235, miembros de la firma WOLF ¢« MENDEZ

ABOGADOS ASOCIADOS, con domicilio en la

‘Diagonal 83A No. 23 - 90, de Bogota D.C. - Colombia,

como sus representantes legales, para que actien conjunta
o separadamente al proposito de recibir notificaciones y
nombrar apoderados judiciales o extrajudiciales. En

desarrollo de dicha -calidad los representantes, o los

apoderados que ellos designen, podran recabar de las
autoridades administrativas, sanitarias, judiciales, de
policia, o cualquier otra competente, la obtencién de
Patentes de Invencion, Modelos de Utilidad, Esquemas

de Trazado de Circuitos Integrados, Disefios Industriales,

Registro -de “Marcas, Lemas. Comerciales, Depdsito de
Nombres -Comerciales y Ensefias, Indicaciones

Geooréﬁcas, Derechos de Autor, Nombres de Dominio y "

Registros "Sanitarios,: * lo  mismo. que traspasos,

extensiones, renovaciones, camblos de nombre I'CGlStl'O

de licencias de explotacion y registro-de licencias- de uso,
a cuyo efecto les faculta para dar ante dichas autoridades

todos los pasos necesarios al objeto indicado, elevar

solicitudes, formular descripciones, enmiendas, protestas,
declaraciones, reposiciones, apelaciones y reclamos,

presentar denuncias penales, acciones por competencia .
desleal, solicitar la aphcacmn de medidas cautelares, '
aceptar cesiones, abonar todos los impuestos, cuotas'y
pagos determinados por ley; recibir todos los. documentos
y valores ‘dando el descargo resp-:ctwo, presentar-

oposiciones,  solicitar * ~ cancelaciones,  renuncias
voluntarias de derechos, nulidades, responder acciones,

‘revocar poderes otorgados anteriormente, elevar recursos

ordinarios de stiplica y en fin tomar todas las medidas que
creyeren conducentes al resguardo de nuestros intereses

con todas las demas facultades legales necesarias. Este
poder comprende ademas las facultades de recibir,

desistir, transigir, conciliar, comprometer, sustituir en

"todo o en parte, revocar sustituciones y ratificar

actuaciones anteriores hechas en calidad de Agentes
Oficiosos. )

Dado y firmado en

Presidente
Grupo Ouro Fino

vl Nmms 40 DE BOGOTA, B.S. WA
QUE £STA FOTOCOPIA COINCIDES
vmwrm som U nocwwm CUYo

The undersigﬁed, iJardel Massari, acting-on behalf of
Ouro Fino Participagdes ¢ Empreendimentos S.A. with
domicile in Independéncia Avenue, 3.320 — Sala 24, Alto

Da Boa Vista, Ribeirio Preto, Sio Paulo, Brazil hereby

appoints Dr. Monica Wolf Wasserman, identified with

- Citizenship Card No. 51.711.267 and/or Dr. Jesiis M.

Meéndez Bermudez, identified with Citizenship Card No.
13.491.525, attorneys. at law of the firm WOLF e
MENDEZ » ABOGADOS ASOCIADOS domiciled in

Diagonal 83A No. 23 - 90, of- Bogota - Colombia, as our '

legal representatives, so that either or both said attorneys
may act for the purpose of receiving notifications and to
appoint attorneys to act in and out of court. In such
capacity the representatives, or the attorneys by them
appointed, may request from the administrative, health,
judicial, police, or any other..competent authorities,
Patents of Invention, Utility Models, Layout-De51gns

.(Topographies) of Integrated Circuits, Industrial Designs,

Registration. of Trade Marks, Advertising Slogans,
Deposit of Corporate and Trade Names, Ensigns,
Geographical Indications, Copyright, Domain Names and
Sanitary Registration, as well as assignments, extensions,

- renewals, changes of name, registration of licenses of

exploitation and licenses of use, for which they are
empowered to take before said authorities all the
necessary steps for the purposes indicated, to file
applications, to formulate descriptions, corrections,
protests, declarations, reconsideration petitions, appeals
and clalms to file ‘criminal denunciations, unfair
competition actions, to request the application of
precautionary measures, to accept assignments, to pay all
taxes, quotas and payments prescribed by law, to receive
all documents and proceeds, giving the respective
acquittance or receipt; to 'file oppositions, request
cancellations, voluntary abdication of rights, nullities,
respond -to actions, to. revoque any-power of afttorney
previously granted, to file- an ordinary and to take any
other measures that may be deemed conducive to the

-safeguard of our interests, with all necessary legal
faculties to receive, withdrawal, compromise, transact, '

conciliate, substitute in all or in part, to- rcvoke
substitutions and ratify acts done as attorney de facto.

Given and signed in

Presndente
Grupo Ouro Fino
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CERTIFICACION NOTARIAL

(Individual)

Alos_ S %’b dias de!l mes degiig ﬂ{]j }&n gglde 2008

comparecié personalmente ante mi, Notario Pablico,
Jardel Massari a quien(es) doy fé de conocer y me consta
que es (son) la(s) persona(s)-descrita(s) y firmante(s) del
documento . que precede, declarando ante -mi, que
otorga(n) el mismo para los fines y. proposnos que en ¢l
se expresan. : YR

Ei Notario Publico -

(Sociedades)

. El infrascrito Notario Certifica: que la firma que antecede

impuesta por. Jardel ‘Massari es auténtica; que el

- signatario desempefia actualmente el cargo-de Director.

que -estid facultado para otorgar este poder, que el
proposito para el -que se otorga este poder estd
comprendido dentro del objeto social de la -Compaiiia;

que dicha Compafifa estd domiciliada. en Avenida

Independéncia, 3.320 — Sala 24, Aito Da Boa Vista,
Ribeirdo Preto, Sdo Paulo 'y actualmente existe 'y estd
organizada de acuerdo con las leyes de -Brasil.

Todos los hechos anteriores me constan por haber

examinado los documentos siguientes y de todo ello doy
fé: :

Dado y firmado en ‘RKM/‘Q 1\9\)(@/

A

/ LNotario Piblicd_/

(Con lepalizacion consular\e apostilla)

SEGUNDO TABELIAC DE NOTAS

Marcelo Tadeu Cabral Junqueira
Substituto do Tabelido

RIBEIRAT PRETO-SP

NOTARIAL CERTIFICATE

(Individual)

On this & day of Mjﬁ\ QR}\J B “'20081‘ '

- personally appeared before me, Notary Pubhc Jardel

Massari to me known, and known to me to be the

person(s) described in and ‘who executed the foregoing

document, and he (they) duly acknowledged to me that

‘he (they) executed the same for the uses and purposes

therein expressed.

Notary Public

(Corporations) -

The undersxoned Notary Public certlﬁes that the-

preceding signature by Jardel Massari is authentic; that

_the signer at present fills the post of - Manager of Ouro’ '

Fino Participagdes e Empreendimentos and that he ‘is

empowered to grant this power; that the purpose for -

which this power is granted falls within the chartered
scope of the company's activities; that said company is
domiciled in Independéncia Avenue, 3:320 — Sala 24,
Alto Da Boa Vista, Ribeirdo Preto, Sfo Paulo, and it
actually exists and is organized in accordance with the
laws of Brazil.

All the foregoing facts are known to me due to my
having examined the following documents to which I, the
Notary, attest: _

Granted and sjgn¢

Doty ¥\ |
Mstllle)

(With dgnsular legalization

SEGUNDO TARELIAC DE NQOTAS

Marceio Tadex: Cabral Junqueira
VL;/‘%mmO stal T‘b(‘ﬂft'
p l %35 e } o "‘ o«
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CESION DE DERECHOS SOBRE PATENTE

Dolivar Coraucci Neto, mayor de edad, ciudadano de Brasil residente en la Calle Bardo
do Rio Branco, 221/Sertaozinho/SP; quien actiia en su propio nombre, en adelante o
denominado EL CEDENTE, declara a través del presente documento que ha sido el .
inventor de “Proceso para la produccién de biodiesel y/o aceite combustible” con el
numero de solicitud PI 08041 15-6 de 02/05/2008.

Ahora, considerando que:

Ouro Fino Participagdes ¢ Empreendimentos S.A., sociedad debidamente constituida de
conformidad con las leyes de Brasil, con domicilio en Avenida Independéncia,
3320/sala 24/Ribeiriio Preto/SP, en adelante denominada LA CESIONARIA, desea
adquirir todos los derechos de propiedad industrial respecto de la invencién
anteriormente sefialada, incluso el derecho a registrarla en su nombre en Colombia yen
cualquier otro pais extranjero.

En consecuencia:

El presente documento certifica que en consideracién al pago realizado por la
CESIONARIA al CEDENTE de la suma de US$1 (Un délar de los Estados Unidos),
recibidos a satisfaccién, el CEDENTE transfiere al CESIONARIO todos los derechos
de propiedad industrial sobre la invencién mencionada, incluso el derecho a registrarla
como patente en Colombia y en cualquier otro pais extranjero. Ademas, incluyendo
todos los derechos para reclamar prioridad y para realizar cualquier division,
renovacidn, sustitucién o re-expedicién de ella.

El CEDENTE manifiesta que no se ha hecho ni se hara ninguna cesién, venta, acuerdo o
gravamen que pueda entrar en conflicto con la presente transferencia. El CEDENTE
ademds esté de acuerdo en que el CESIONARIO bajo su solicitud, obtendra _
oportunamente todos los documentos relacionados con la patente y sus equivalentes
legales en paises extranjeros, segiin como pueden ser conocidos y accesibles al
CEDENTE vy testificar4 ante cualquier interferencia o litigio relacionado con ellos y
ejecutard y entregard oportunamente al CESIONARIO todos los documentos,
instrumentos, o declaraciones juramentadas requeridas para solicitar, obtener, mantener,
expedir y ejecutar dicho disefio. .

Para constancia, se s;qcn’be en Q}&»M&{)pﬂw en dos ejemplares del mismo

tenor, el J); XY 2008.

: 0% VT
7 ) )2 Luiz RoPerto Luciano de Qliverra - TABEL
CEDENTE / - ~ Rua flvares Cabral n® 57
) VELH
Dol A'egon or $EMEL
At \ .....
};é“..‘eiré' P IV |
Em testX"Y_4. DE,

CESIONARIO

rdel Massari
Presidente
Grupo Ouro Fino
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“PROCESO PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL Y/O FUELOIL”

Campo de la Invencion

La presente invencion trata de un proceso para la produccion de
biodiesel y/o fueloil a partir de biomasa microbiana oleaginosa y/o algar y/o de
derivados y residuos de la cafia de azlcar. Los productos objeto de la presente
invencion son adecuados para su uso directo en motores y en la generacion de

energia o vapor.

Historico de la Invencién

Con las previsiones actuales de que las reservas de petroleo estaran
extintas en las proximas décadas, otras fuentes de energias han sido investigadas
en todo el mundo. Entre estas alternativas, los biocombustibles, tales como el
etanol y el biodiesel, presentan un potencial significativo, por ser formas de
energias poco contaminantes y, al mismo tiempo, renovables.

En el caso especifico del biodiesel, en produccion a gran escala, las
tecnologias han sido desarrolladas a partir de materias primas ricas en lipidos y
acidos grasos de origen vegetal y animal. Desafortunadamente los lipidos y grasas
derivados de plantas y de animales, producidos en todo el mundo, atienden
apenas a la demanda de consumo para produccion de alimentos y para la
industria éleo quimica. De esta forma, es de extrema importancia la busqueda de
otras fuentes alternativas de produccion de lipidos y acidos grasos para uso en la
produccion de biodiesel y fueloil. La sintesis de lipidos y grasas por via microbiana
se presenta como una alternativa tecnolégica para esta finalidad.

Tres son las principales ventajas de producciéon de lipidos por
microorganismos. La primera, es la gran rapidez de generacion, o sea, la biomasa
microbiana se duplica en un intervalo de horas, las levaduras producen una nueva
generacion de una a tres horas, algas de dos a seis horas y hongos de cuatro a
doce horas. La segunda, es la necesidad de menor area de produccion para una
misma masa de material graso, o sea, es posible producir en un fermentador la
misma cantidad de lipidos en mucho menos tiempo y en un area hasta treinta
veces inferior a aquella utilizada en plantios de vegetales. Y la tercera, es la
posibilidad de tener un mejor control del proceso de produccién y del producto, es
decir, el control de los biorreactores, o fermentadores, es mucho mas simples que
el control de una labranza agricola, ademas de no depender de variaciones
climaticas y/o de estacion.

No todos los microorganismos acumulan lipidos en cantidad
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suficiente para viabilizar su produccion a escala econdémica e industrial. Los
microorganismos considerados oleaginosos son aquellos que pueden acumular
mas de 20% de lipidos en su biomasa seca. Los fundamentos basicos de la
fisiologia para acumulacién de lipidos por microorganismos han sido estudiados
por varios investigadores alrededor del mundo.

Las levaduras pueden ser citadés como uno de los grupos de
microorganismos mas interesantes, por su capacidad para acumular grandes
cantidades de lipidos a nivel intracelular, asi como por sus tasas de crecimiento
relativamente altas y su semejanza en la composicion de los triglicéridos con la de
los béleos vegetales.

En algunos casos, estos microorganismos pueden acumular hasta
70% de su peso seco en lipidos, siendo que los principales triglicéridos formados
son de cadenas entre 16 y 18 atomos de carbono.

Durante la Segunda Guerra Mundial, con la escasez de lipidos de
origen vegetal, el cultivo de levaduras posibilitd la fabricacion de oleos y sus
derivados, como margérinas y otros productos. En la industria cosmética actual,
acidos grasos de alto valor comercial son usados como emulsionantes vy
estabilizadores. Estos lipidos pueden igualmente ser sintetizados por via
microbiana.

Las algas representan otra fuente importante de lipidos, son
igualmente capaces de acumular concentraciones de hasta 65% con relacién al
peso de su biomasa seca. Ellas pueden ser clasificadas como organismos
fotosintéticos, como las plantas, pues utilizan energia solar para, juntamente con
agua y didéxido de carbono, generar biomasa. Dentro de esta clasificacién, la
presente invencion tiene también como objetivo la utilizacién de organismos
fotosintéticos que crecen en ambiente acuatico, o sea, macroalgas, microalgas y
otros organismos acuaticos para la produccidén de productos de interés comercial,
en particular lipidos paré ta produccidn de biodiesel y fueloil.

Macroalgas son plantas de crecimiento acelerado y alcanzan
tamanos considerables, en torno de 50m de longitud. Ya las microalgas, como su
propio nombre lo sugiere, son organismos fotosintéticos microscépicos
encontrados en ambientes marinos y de agua dulce.

El estudio de las microalgas aun es relativamente poco conocido y
las algas como un todo son organismos aun muy poco comprendidos y empleados
en términos biotecnolégicos. Las microalgas son divididas en una variedad de
clases, de acuerdo con sus pigmentos, ciclo de vida y estructura celular basica.

Las cuatro clases mas importantes de microalgas en términos de abundancia son
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Bacillariophyceae, Chlorophyceae, Cyanophyceae y Chrysophyceae. Ellas son las
formas mas primitivas de pllantas, poseen mecanismo fotosintético similar al de las
plantas superiores, entretanto, convierten la energia solar en otras formas mas
eficientes, debido a su estructura celular simple. Ademas de ello, como las células
crecen en suspension acuosa, ellas poseen mas acceso al agua, diéxido de
carbono y otros nutrientes. Por tales motivos, las microalgas son capaces de
producir treinta veces o mas la cantidad de 6leo por unidad de area plantada,
cuando es comparada a la de los granos de oleaginosas.

Se puede afirmar, por lo tanto, que las microalgas forman un grupo
heterogéneo, el cual engloba microorganismos fotosintetizadores tanto
eucarioticos cuanto procarioéticos. Las microalgas son generalmente unicelulares,
Gram negativas y viven predominantemente en ambiente acuatico.

La gran eficiencia fotosintética de estos microorganismos hace con
que ellos formen la base de la cadena alimentaria en los ecosistemas acuaticos,
siendo responsables por cerca del 40-50% de la fijacion de carbono y de la
produccién de oxigeno del planeta. Ademas de ello, las microalgas sintetizan
materia organica a partir de substratos inorganicos como sales, dioxido de
carbono y agua.

A partir de este conocimiento, la produccién de lipidos por via
microbiana surge como una alternativa viable e innovadora en la competencia por
la produccién de O6leos y grasas de origen vegetal y/o animal. Los
microorganismos, como seres vivos mas simples que plantas y animales, podran
ser utilizados de manera econémica en gran o pequefia escala en la produccién
de biodiesel o en la generacion de combustibles energéticos, asi como en la

produccion de otros productos.

Descripcion Resumida de la Invencion

Es, por tanto, objetivo de la presente invencidn, proveer un proceso
industrial que pueda integrar las diversas fuentes de materia prima para la
produccién de biodiesel y/o fueloil, como una alternativa considerable a los
combustibles fésiles actuales.

Los productos, lipidos de origen microbiana y/o algar, objeto de la
presente invencidén no son contaminantes y son obtenidos de fuentes renovables,
comprendiendo derivados y residuos de la cafa de azucar tales como caldo,
melaza, azlcar refinado y/o integral, azucares provenievntes de la hidrélisis de las
hojas y/o bagazo, los efluentes liquidos residuales provenientes de la produccion

de biomasa microbiana y el didxido de carbono, ademas del glicerol, subproducto
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proveniente de la produccion de biodiesel. Todos estos substratos pueden ser
utilizados de forma aislada o, de cualquier otra fbrma, integrados en un mismo
proceso ecoldégicamente adecuado e innovador.

Las figuras ilustrativas, en anexo, detallan las caracteristicas del
proceso de produccion de biodiesel y/o fueloil segun la presente invencion, siendo
que:

- La Figura 1 ilustra un flujograma general del proceso integrado segun la presente
invencion;

- La Figura 2 ilustra un flujograma de las etapas de pretratamiento e hidrolisis de
bagazo de cafa de azucar; '

- La Figura 3 ilustra un flujograma de la unidad de produccion de biomasa
microbiana oleaginosa;

- La Figura 4 ilustra el perfil de la evolucion cinética de los principales parametros
de la produccién de biomasa microbiana oleaginosa,

- La Figura 5 ilustra un flujograma de las unidades de cultivo y recuperacion de
biomasa algar;

- La Figura 6 ilustra un flujograma de la etapa de extraccion de lipidos y
licuefaccion directa de biomasa microbiana oleaginosa y biomasa algar,

- La Figura 7 ilustra un flujograma de la etapa de transesterificacion de lipidos; y

- La Figura 8 ilustra un flujograma de utilizacion alternativa de lipidos.

Descripcion Detallada de la Invencion

Tal como es ilustrado en la Figura 1, de acuerdo a la presente
invencion, el proceso para la produccion de biodiesel y/o fueloil a partir de la
biomasa microbiana oleaginosa y/o algar obtenida de los derivados y residuos de
la cafia de azlcar, en su forma integrada, comprende siete unidades de
procesamiento, las cuales engloban las etapas de produccidon y extraccion de
lipidos microbianos y algar, la etapa de la produccion de biomasa microbiana
oleaginosa de levaduras y/o hongos filamentosos obtenidos a partir de los
derivados y residuos de cafa de azucar, asi como la etapa de la producciéon de
biodiesel y reutilizacion del glicerol proveniente de la unidad de transesterificacion
de los lipidos. La biomasa algar es producida concomitantemente a través del
aprovechamiento integral de los residuos, C0O, y caldo residual, efluente liquido de
la producciéon de biomasa microbiana. Estas unidades basicas comprenden:

* Un conjunto de Procesamiento del Bagazo de Cafa de Azucar (Unidad 1);
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= Un conjunto de Produccion de Biomasa Microbiana a Partir de Derivados de
la Cafia de Azucar, Bagazo de Cafia de Azlcar Hidrolizado y Glicerol
(Unidad 2);
= Un conjunto de Procesamiento de la Biomasa Microbiana Oleaginosa
(Unidad 3);
= Un conjunto de Cultivo y Recuperacion de Biomasa Algar (Unidad 4);
= Un conjunto de Extraccion y Licuefaccion Directa Térmica de Lipidos
Microbiano y/o Algar (Unidad 5);
» Un conjunto de Transesterificacién de Lipidos (Unidad 6); y
= Un conjunto de Procesamiento para la Utilizacion del Fueloil Obtenido por
Licuefaccion Directa Termopresurizada para Generacion de Calor y/o Vapor
y Aplicacion como Adyuvante al Petréleo (Unidad 7).
El proceso segun la presente invencion sera a continuacion descrito
a través de la secuencia operacional de procesamiento de las diversas fuentes de
materias primas para la produccion de biodiesel y/o fueloil. El procesamiento
descrito fue realizado en instalaciones de estudios y analisis en condiciones
laboratoriales. Siendo asi, las diversas etapas del proceso de la invencion

comprenden:

12 Etapa - Hidrolisis Acida del Bagazo de Cafa de Aztcar

En la Unidad 1 - Procesamiento del Bagazo de Cafa de Azucar,
conforme es ilustrado en el flujograma de la Figura 2, el bagazo de cafa de azucar
resultante de la extraccion del caldo, que es un residuo lignocelulésico producido
en grandes volumenes, en promedio 150 kg/ton de cafia molida, es reutilizado
después de hidrolisis como fuente de carbono en el proceso de produccion de
biomasa microbiana oleaginosa de levaduras y/o hongos filamentosos. Con esa
finalidad, el bagazo de cafia de azUcar pasa por dos etapas basicas
fundamentales, el pretratamiento y la hidrélisis.

Pretratamiento del Bagazo de Caria de Azucar

El pretratamiento del bagazo de cafia de azlicar es requerido para
alterar el tamario y la estructura de las fibras lignocelulosicas, micro vy
macroscopicamente, asi como para alterar la composicion quimica y estructura
submicroscopica de las mismas, para que la hidrélisis de la fraccion de
carbohidratos en azlcares monoméricos pueda ser alcanzada mas rapidamente y
con rendimientos mas elevados. Los objetivos del pretratamiento son la remocion
de la lignina y hemicelulosa, reduccion de la cristalinidad de la celulosa y el

aumento de la porosidad de los materiales. Un buen pretratamiento mejora la

|0
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formacién de azlcares o la habilidad de formacién de estos a través de la
hidrélisis enzimatica, asi como evita la degradacion o pérdida de carbohidratos y la
formaciéon de subproductos que puedan inhibir las reacciones subsecuentes de
hidrolisis y formacion de la biomasa microbiana oleaginosa. El pretratamiento
empleado en el proceso de la presente invencion puede ser realizado por medios
fisicos, tales como la ftrituracibn mecanica o molienda, o por medios
fisicoquimicos, quimicos, bioldgicos o sus combinaciones.

Segun la presente invencion, los medios fisicos de pretratamiento
son preferidos, mas preferentemente la trituracion mecanica que es una
combinaciéon de corte, trituracién y molienda del bagazo. El bagazo de cafa de
azUcar seco es molido en un triturador de cuchillas, tal como el de marca Sadrind
K8/25. A continuacién, ese material es peneirado, siendo que la fraccion
conteniendo particulas entre 0,1-0,8 mm es encaminada hacia la etapa de
hidrélisis acida. En la trituracion mecanica pueden ser utilizados igualmente otros
tipos de equipamientos, tales como molinos de cesto vibratorio, molinos de bola,
martillo triturador, triturador de rodillos, amasadores o cualquier otro equipamiento
procurando siempre la reduccién de las particulas del bagazo, hojas y desechos
de cafia de azlcar para facilitar la hidrdlisis de este material celuldsico.

Entre los pretratamientos fisicoquimicos que pueden ser utilizados
igualmente en el proceso de la presente invencion, se hace referencia a la
explosion a vapor, la explosion con fibra de amonio y la explosion con CO». En la
explosion a vapor, el bagazo de cafia de azlucar debe ser inicialmente molido,
tratado con vapor saturado de alta presion y sometido a la reducciéon brusca de
presion. Ese procedimiento generalmente ocurre entre 100-300°C y 0,43-5,57
MPa, durante un periodo de tiempo que puede variar de algunos segundos hasta
varios minutos.

De forma semejante, en el pretratamiento con amonio se realiza la
exposicion del bagazo de cafia de azdcar al amonio liquido en alta temperatura y
bajo elevada presiéon, seguida de caida abrupta de la temperatura. Ese
procedimiento utiliza en torno de 1-2 kg de amonio liquido / kg de bagazo de cafa
de azucar seco, a una temperatura entre 60-120°C por un periodo de reaccion
entre 10 y 60 minutos.

Ya en el caso de la explosiéon a CO,, se utiliza en torno de 2-5 kg de
CO, / kg de bagazo de cafia de azuUcar, a presiones en torno de 5,62 MPa, por un

periodo de tiempo similar a las otras dos técnicas.
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Ademas, segun la presente invencion, un pretratamiento quimico del
bagazo de cafia de azucar puede ser realizado por ozonolisis, hidrélisis acida,
hidrélisis alcalina y deslignificacion alcalina, entre otros.

La ozonolisis consiste en degradar la lignina y la hemicelulosa
utilizandose para ello el ozono. La ozonolisis es preferida por ser mas ventajosa,
pues no produce residuos toxicos, las reacciones ocurren a temperatura ambiente
y remueve la lignina de forma muy eficiente. Ya el pretratamiento quimico por via
acida puede utilizar, entre otros, el acido sulfurico, acido clorhidrico y &acido
fosforico, diluidos o concentrados, en condiciones criticas de presion y
temperatura o no, y en forma continua o por lote. Esta técnica, sin embargo,
requiere una etapa de neutralizacion para que el material pueda ser utilizado en la
produccién de la biomasa microbiana oleaginosa. A su vez, el pretratamiento
quimico por via alcalina posee las mismas variables de aquel por hidrdlisis acida,
sin embargo, utiliza hidréxido de sodio, amonio u otros compuestos alcalinos en
concentraciones variando de cerca de 2 a 30%. Ademas de estos tres métodos
quimicos aqui citados, existe aun la posibilidad de realizarse la deslignificacion
oxidativa del bagazo de cafa de azucar a través de la exposicion de éste al
peroxido de hidrégeno en concentraciones de 1 a 5% y en temperaturas entre 20-
50°C durante un periodo de tiempo de 5 a 30 minutos.

Adicionalmente, existe aun la posibilidad de realizarse el
pretratamiento del bagazo de canfa de azucar a traves de procedimientos
biolégicos. Para ello, son utilizados microorganismos, tales como hongos
basidiomicetos (brown-, white- and soft-rot fungi), capaces de degradar lignina y
hemicelulosa.

Todos los pretratamientos del bagazo de cana de azucar lineas
arriba citados estan incorporados en el ambito de la presente invencion.

Siguiendo el pretratamiento, es efectuada la hidrolisis del bagazo de
cafia de azucar, a través de los cuales los polimeros de carbohidratos son
convertidos en azucares monoméricos. La celulosa puede ser transformada
hidroliticamente en glucosa tanto via enzimatica, a través de la accion de
celulasas, como quimicamente, a través de la accidon de acidos. Después de la
hidrélisis, los azlicares de seis carbonos, también chamados hexosas (glucosa,
galactosa y manosa), son prontamente fermentados, mientras que las pentosas
(xilosa y arabinosa) son fermentadas sélo por algunas pocas cepas o linajes de
microorganismos. La hidrélisis quimica puede ser realizada a través del uso de
acido, diluido o concentrado, tales como acido sulftrico, acido clorhidrico, acido

fosforico y/o otros acidos, con concentraciones variando de 2-80%, a temperaturas
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variando de 25-150°C, durante un periodo de reaccion variando de algunosA

minutos a diversas horas, con o sin sistemas de recuperacion o neutralizacién de
acidos.

También, de acuerdo con la presente invencion, la hidrélisis
enzimatica del bagazo de cafia de azlicar es realizada usandose enzimas
altamente especificas, denominadas celulasas. Ese método emplea condiciones
mucho mas blandas cuando es comparado con la hidrélisis acida, ocurriendo en
rangos de pH en torno de 4,5 y a temperaturas variando de 25-60°C. Las
celulasas son generalmente una mezcla de diversas enzimas, siendo que en el
proceso de acuerdo con la presente invencion es preferido el uso de
endoglucanasis (EC 3.2.1.4), exoglucanasis (EC 3.2.1.91) y/o B—glucosidases (EC
3.2:1.21). Segun la presente invencion, la hidrélisis puede ser realizada con
substratos concentrados o no, con concentraciones de celulasas variando de 5 a
40 FPU/g de substrato, con tiempo de reaccion variando de 24-96 horas y
utilizando enzimas inmovilizadas o no.

Por ser considerada mas ventajosa y economica, la hidrolisis acida
es preferida, conforme a los resultados practicos obtenidos en condiciones
optimizadas.

Hidrolisis Acida del Bagazo de Carfia de Azicar

Conforme es ilustrado en la Figura 2, el bagazo de la cafia de azlcar
seco y molido, con particulas entre 0,1-0,8mm es hidrolizado en un reactor de
acero inoxidable AISI 316 con capacidad de 10 litros a 125 °C, por 20 minutos,
utilizando 1 kg de materia seca para 120 gramos de H,SO, concentrado, con una
relacién soélido liquido de 1:10.

Después de la hidrolisis, la suspensién es centrifugada para
remocion del residuo sélido no hidrolizado, el cual es lavado con agua para
extraccion de los azucares remanentes. El hidrolizado (sobrenadante) obtenido es
concentrado en cerca de seis veces en evaporador rotatorio al vacio tal como el
secador BUCHI R-215, a una temperatura de cerca de 65 °C, como for_ma de
aumentar la concentracion de los azlcares totales presentes en el hidrolizado. El
hidrolizado concentrado es entonces tratado para eliminar compuestos toxicos
derivados del furano, tales como furfural y hidroximetilfurfural, derivados de la
degradacion de la lignina, que son compuestos fendlicos, y acidos débiles tales
como acido acético, acido férmico y acido levulinico, que son formados durante el
proceso de hidrdlisis 4cida y actian como sustancias inhibidoras del crecimiento
microbiano, en este caso la levadura. El hidrolizado de bagazo de caria de azlcar

es finalmente descontaminado segtn la técnica descrita por Marton et al. (2003),
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la cual consiste en alterar el pH a través de la adicién de 6xido de calcio comercial
(Ca0) hasta pH 7.0, seguida de una acidificacién con acido fosférico hasta pH 2,5
y posterior neutralizacion con éxido de calcio (CaO). En cada una de esas etapas
de alteracion del pH son hechas remociones del precipitado por filtracion. A
continuacion, el hidrolizado es mezclado con carbén activado granular en una
proporcion de 10 gramas de carbdn por cada 1 litro de hidrolizado en un reactor de
acero inoxidable AlS| 316, con capacidad de 10 litros, conteniendo en el su interior
un sistema de agitacion mecanica por palas. Los mejores resultados en términos
de la descontaminacion del hidrolizado de bagazo de cafia de azlcar fue
alcanzado después de un tratamiento por un tiempo de cerca de 40 minutos, a
temperaturas de cerca de 65 °C y con agitacion de cerca de 245 rpm.

Los azlcares (glucosa, xilosa y arabinosa) y el &cido acético
presentes en el hidrolizado concentrado fueron identificados y cuantificados en
cromatografo liquido de alta eficiencia (CLAE) de la marca Shimadzu modelo LC-
10 AD, detector de indice de refraccion en columna AMINEX HPX-87H de la Bio-
Rad utilizando H.SO4 5 mm como fase mévil, 60°C como temperatura del horno
detector de indice de refraccion. Las muestras fueron centrifugadas la 4.500 rpm
durante 15 minutos, diluidas con agua ultra pura y filtradas en membrana de éster
de celulosa con porosidad de 0,22 ym. La concentracion de fenoles totales fue
realizada mediante el método de Singleton et al (1999) utilizando reactivo de Folin
Ciocalteau. En la Tabla 1 es presentada la composicion quimica del hidrolizado de
bagazo de cafia de azucar después de tratamiento para su descontaminacion
utilizando carbon vegetal activado y alteracion del pH. La xilosa se constituye en el
principal carbohidrato, responde por aproximadamente 87% de los azlcares
presentes en el hidrolizado de bagazo de cafia de azlcar concentrado y
descontaminado. El pretratamiento para descontaminacién del hidrolizado de
bagazo de cafia de azucar redujo en cerca de 17,41% la concentracion de xilosa
con relacién a su valor inicial. En el caso de los compuestos toxicos fendlicos esta
reduccion fue de cerca de 88,85%, ya en el caso del acido acético esta fue de
cerca de 63,73%. ,
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Tabla 1. Composicidon quimica del! hidrolizado de bagazo de cafa de azlcar

concentrado 6X

Componentes Hidrolizado (g/l)

Concentrado 6X

1 2

Glucosa 6,12 ’ 5,53
Xilosa 108 89,28
Arabinosa 8,90 8,10
Acido acético 5,10 1,85
Fenoles 8,52 0,95
pH 7,0 7,0

1= antes de la descontaminacién; 2= después de la descontaminacion

22 Etapa — Produccion de Biomasa Microbiana de Levadura Oleaginosa
En la Unidad 2 - Produccion de Biomasa Microbiana, conforme es

ilustrada en la Figura 3, las materias primas basicas utilizadas son los derivados

de la cafia de azucar, tales como el caldo, melaza, aziicar moreno y/o refinado,

bagazo de cafia de azlcar hidrolizado concentrado y descontaminado (BHCD),
glicerol y/o sus mezclas. En esa etapa, de acuerdo con la presente invencion,
realiza-se:

Aislamiento e Identificacion de la Cepa de Levadura

La levadura oleaginosa, Rhodosporidiun toruloides OF A25 fue
aislada del suelo en una plantacion de cafia de azlcar en el Estado de Parana -
Brasil e identificada a través de sus caracteristicas morfologicas y propiedades
fisiolégicaé, metabolismo bioquimico, asi como por técnicas de biologia
moleculares. La cepa R. foruldides OF A25 fue seleccionada por su habilidad en
acumular triacylglicerol (TAG) en su biomasa cuando es cultivada en medios ricos
en fuentes de carbono, tales como sacarosa y xilosa, derivadas de melaza,
hidrolizado de bagazo de cafia de azlcar y glicerol, sin embargo pobre en fuentes
de nitrégeno. La cepa R. foruldides OF A25 fue conservada por liofilizaciéon en
freezer, en temperatura de cerca de 80 °C y subcultivada en caldo y agar YN
(Yeast Medium).

Crecimiento de R. toruloides OF A25 en Diferentes Fuentes de Carbono

Ese experimento tuvo como base la utilizacion de los diferentes
residuos provenientes de la industrializacién de la cafia de azlcar. La melaza de
cafa de azucar (MCA) es un licor viscoso oscuro, rico en azucares no

cristalizables generado durante la fabricacion del azucar. Su composiciéon es
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bastante variable, pues depende de factores agricolas e industriales tales como la
variedad de la cafia de azucar, el grado de maduracion y las condiciones
climaticas, entre otras. Los principales componentes de la melaza son agua,
carbohidratos y compuestos de origen organico como los aminoacidos, acidos
carboxilicos alifaticos y olefinicos, vitaminas, proteinas y fenoles, entre otros. La
melaza contiene también una fraccion de origen mineral de gran importancia en
los cuales estan presentes metales y no metales en proporciones significativas. En
la Tabla 2 al pie es presentada la composicién promedio de la melaza de cafia de
azucar utilizada en el proceso de la presente invencion conforme aqui es descrito,
el cual fue adquirido en la empresa Jardest S.A. Azlcar y Alcohol, Via Anhanguera
kn 340 — Jardindpolis — SP, Brasil. La sacarosa es el azlcar predominante,
responde por cerca de 80% de los azlcares presentes. La presente invencion
preve igualmente el uso del caldo de cafia de azlcar, en el cual aunque la
sacarosa aparezca como azucar predominante, su concentracion es inferior a
aquella enbontrada en la melaza.

Tabla 2 - Composicion fisicoquimica de la melaza de cafia de azlcar

Componente %
Sacarosa 46,9
Glucosa 5,2
Fructosa 6,7
Cenizas 11,5
Otras substancias no 16,4

carbohidratos

Agua 14,5

pH 5,5

Como ya fue relatado anteriormente, la presente invencion prevé la
utilizacion del glicerol aislado y/o en asociacion con melaza y/o caldo de cafia de
cafia de azucar y/o hidrolizado de bagazo de cafia de azlicar como fuente de
carbono para produccion de la biomasa oleaginosa de Rhodosporidiun toruloides
OF A25. El glicerol se constituye en un subproducto, residuo del proceso de
transesterificacion de los lipidos, en este caso triacilgliceroles (TAG), durante la
fabricacion del biodiesel a partir de biomasa de levadura oleaginosa y/o algar. El
reciclaje integrado de todos estos residuos es factor preponderante para los
propésitos de la presente invencion.

Preparo del Inoculo

Para el preparo del indculo, la cepa Rhodosporidiun toruloides OF

A25 fue descongelada, repicada en medio YN (Yeast Medium) sélido, y sometida
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al crecimiento en estufa a cerca de 30°C durante 5 dias. Fue transferida en
camara de flujo laminar para frascos Erlenmeyer de 500ml conteniendo 100mi del
medio liquido YN estéril. Estos frascos fueron transferidos a una incubadora de
movimiento rotatorio New Brunswick Scientific Co., a cerca de 30 °C, 150 rpm por
un periodo de cerca de 72 horas. El medio liquido YN estad compuesto por glucosa
(10g/1), peptona (5,0 g/l), extracto de levadura (3,0 g/l), extracto de malta (3,0 g/l),
Agar (20 g/l) y con pH 5,0. La unica diferencia de este medio con el YN sélido es la
presencia del Agar en una concentracion de 20 g/l.

Produccion de Biomasa de la Levadura Oleaginosa Rhodosporidiun toruldides OF
A25

Frascos Erlenmeyer de 2| conteniendo 400 mi de diferentes medios
de cultivo estéril, conforme es ilustrado en la Tabla 3 (condiciones 1-15) debajo
fueron inoculados con 10% v/v de un cultivo activo y recién obtenido de
Rhodosporidiun toruloides OF A25, segun es descrito en el item anterior, con pH
ajustado para cerca de 5,0 con HCI 1,0N. Los frascos fueron entonces transferidos
a una incubadora de movimiento rotatorio New Brunswick Scientific Co. a una
temperatura de cerca de 30 °C, 150 rom, por cerca de 72 horas. Como fuente de
carbono, fue utilizada la melaza de cafia de aztcar (substrato rico en sacarosa),
hidrolizado de bagazo de cafia de azucar descontaminado y concentrado 6X
(substrato rico en xilosa), glicerol (subproducto de la produccion de biodiesel) y
sus asociaciones. Segun un aspecto de la presente invencion, la melaza de cafia
de azlcar puede ser perfectamente sustituida por el caldo de cafia de azlcar en
funcion de la disponibilidad, estacionalidad y por economia de proceso. La
concentracion en términos de azucares totales, preéentes en la melaza de cafia de
azucar e hidrolizado de bagazo de cafa de azlcar es determinada por el método
del fenol sulfdrico o en cromatoégrafo liquido de alta eficiencia (CLAE) de la marca
Varian Pro Star, modelo 500, con médulo de distribuciéon de solvente modelo 240,
horno modelo 500, detector de indice de refraccion modelo 350, software
Workstation 5.0, columna de separacion SZ 5532 Shodex, que separa los
componentes de la muestra por tamafio molecular. Las condiciones de analisis
fueron en fase mévil H,O:acetonitriio (20:80), 1 ml/min, 65 °C, volumen de
inyeccion 15 pl (capacidad del loop 5 pul). La estandarizacion de las lecturas de
concentracion es hecha con soluciones acuosas de 1 a 20 g/l de estandar grado
analitico. Las muestras son previamente centrifugadas (10.000g, 5 min) y filtradas
en membranas PVDF hidrofilicas de 0,22 un (Millipore). En el caso del glicerol, sus
concentraciones en los experimentos fueron cuantificadas por CLAE. Todos los

experimentos fueron realizados por ftriplicado. Dos fuentes de nitrogeno fueron
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seleccionadas y utilizadas, especificamente extracto de levadura y urea, o sus
combinaciones y mezclas. Se enfatiza que otras fuentes de nitrégeno, de origen
organico o inorganico, asi como concentraciones variadas podran ser utilizadas,
teniendo por objetivo maximizar la produccién y/o acumulacion de lipidos en la
biomasa microbiana segun la presente invencion. Después de cultivo por cerca de
72 horas, los frascos fueron retirados del incubador y la biomasa oleaginosa fue
separada por filtracion en papel de filtro cuantitativo, al vacio. Después de una
primera filtracion, la biomasa fue lavada dos veces con agua destilada y secada en
estufa al vacio por cerca de 24 horas aproximadamente a 60 °C y pesada en
balanza analitica. La concentracién total de lipidos presente en la biomasa de la

levadura fue determinada por extraccion Soxhlet.
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Tabla 3 - Produccién de biomasa v lipidos por Rhodosporidiun toruldides OF

A25 en diferentes fuentes de carbono v nitrégeno.

LA B C D Y F G H

1 - 100 10 - 16,05 15,14+0,97
2 - 100 - 10 - 18,73 24304174
3 100 - - 10 - 32,13 | 41,18+ 1,42
4 100 - - - 25 27,60 31,03+2,73
5 - 100 - - 25 14,21 14,62+0,94
6 - - 100 - 25 12,65 9,25%1,05

7 50 50 - 10 - 26,53 34,01+1,12
8 50 - 50 10 - 22,08 29,05+1,50
9 - 50 50 10 - 10,12 16,44+1,35
10 50 50 - 5 1,25 | 24,44 30,10+0,54
11 - 50 50 5 1,26 | 23,07 25,33+2,04
12 40 30 30 - 25 15,49 17,02+0,71

13 40 30 30 5 225 | 26,47 33,612,113
14 30 40 30 - 2.5 8,15 13,1240,34
15 30 30 40 - 25 9,17 14,00+1,11

16 30 30 40 5 2.5 19,25 24,79+2,02

A= Condicion de Cultura; B= Melaza de cafa (g/l); C= Hidrolizado de

bagazo de cafia descontaminado concentrado 6X (g/l); D= Glicerol

(g/); E= Extracto de levadura (g/l); F= Urea (g/l); G= Biomasa (g/!);

H= Contenido lipido (%)

Los resultados presentados en la Tabla 3 lineas arriba

demuestran que la levadura Rhodosporidiun foruloides OF A25 puede crecer y
acumular elevadas concentraciones de lipidos en medios conteniendo residuos
de la industrializacion de la cafa de azUcar, tales como melaza, caldo e
hidrolizado de bagazo, asi como el glicerol, residuo generado durante la
fabricacion de biodiesel. La Condicién de Cultivo 3 es la que propicio las
mejores condiciones al crecimiento celular y acumulacion de lipidos. Como ya
fue resaltado anteriormente, la melaza de cafa de azlcar, ademas de ser rica
en sacarosa, posee también aminodcidos, acidos carboxilicos alifaticos y

olefinicos, vitaminas, proteinas e innumerables minerales. Inclusive cuando se
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sustituye la fuente de nitrégeno de origen organico (como el extracto de
levadura) por otra de origen fésil (como la urea), la produccion de biomasa
seca fue elevada, cerca de 27,60 g/i, con un tenor de lipidos del orden de
31,03%, conforme a la Condicién de Cultivo 4. Esa levadura demostré ser
también capaz de crecer y acumular lipidos cuando es cultivada en hidrolizado
de bagazo de cafia de azticar concentrado y descontaminado (BHCD). Como
ya fue citado, ese hidrolizado es rico en xilosa. Con la presencia de extracto de
levadura en el medio conteniendo BHCD, la concentracion de biomasa seca
fue de cerca de 18,73 g/l, cuando se utilizd urea como fuente de nitrégeno, esa
concentracion fue de 14,21 g/l, las concentraciones de lipidos en la biomasa
seca fueron respectivamente 24,30% y 14,62%, conforme Condiciones de
Cultura 2 y 5. Rhodosporidiun toruldides OF A25 demostré también ser
bastante eficiente en la asimilacion del glicerol cuando es utilizado como Unica
fuente de carbono en el medio de cultivo. La produccién de biomasa seca fue
de cerca de 16,05 y 12,65 g/l de biomasa seca formada después de 72 horas
de cultivo en shaker, habiendo acumulado respectivamente 15,14% y 9,25% de
lipidos cuando las fuentes de nitrdgeno fueron extracto de levadura y urea,
conforme muestran las Condiciones de Cultivo 1y 6.

Produccion de biomasa de la levadura oleaginosa Rhodosporidiun toruldides
OF A25 en Biorreactor

Diferentes alicuotas de 20 ml del medio X (indculo) preparado

conforme a la metodologia anteriormente descrita, fueron transferidas a frascos
Erlenmeyer estériles de 2| y mezclados en 180 ml del medio Y (adaptacién)
estéril. Esas composiciones estan descritas en la Tabla 4 a continuacion. Esos
frascos fueron incubados en agitador rotatorio del tipo shaker a 30 °C, por
cerca de 48 horas, a 150 rpm. Después de ese tiempo, la levadura esta
perfectamente adaptada y presenta un crecimiento vigoroso en el nuevo medio.
Este crecimiento y adaptacién de la levadura al medio Y es evaluado a través
de la retirada de muestras cada 6 horas y realizado un conteo de las células
viables, previamente tefiidas con eritrosina 1%, en camara de Neubauer. El

biorreactor conteniendo un vaso de cerca de 14l fue llenado con 9.0! del medio
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de cultivo Z. El vaso del biorreactor fue transferido a una autoclave y el
conjunto vaso + medio Z fue esterilizado aproximadamente a 120 °C por 15
min. Después de un enfriamiento a temperatura de 30 °C, ese medio fue
inoculado con 1l de un cultivo activo de cerca de 48 horas del medio Y. La
produccién de biomasa de la levadura oleaginosa en biorreactor fue conducida
durante cerca de 72 horas, en un equipamiento de la marca New Brunswick
Scientific, modelo Bioflo 110, volumen total de 14l, volumen Util de 10!, mddulo
de control de pH y dO, con sonda de O, Mettler Toledo InPro 6800 Series O,
Sensors y sonda de pH Mettler Toledo 425mn modelo 405 DPAS-SC-K85/425
y dos bombas peristalticas para adicion de acido o base, modulo de control de
nivel y espuma, con dos sondas control y dos bombas peristalticas para adicién
de antiespumante y agua, agitador mecanico con velocidad entre 100-1200rpn,
eje de agitacion con dos hélices de Rushton (6 palas) de 74mm, rotdmetro para
control de aeracion rango de 0 la 15I/min y escala de 1 en 1. Los parametros de
la fermentacién fueron temperatura de 30 °C, pH 5,0 controlado por la adicién
de acido fosforico 5% y/o hidréxido de sodio 3 normal, dO, 30%, velocidad
entre 100-1200rpm, control automatico conforme la saturacion de oxigeno y
variacion de 1vvm (5-10I/min conforme al volumen de medio.

Tabla 4 Medios utilizados para la produccion de biomasa oleaginosa en el

biorreactor

X Y Y4
(Preindculo) (Medio de Adaptacién) | (Medio de Produccién)
Glucosa, 10 g/l Melaza de cafia de Melaza de cafia de azucar,
azucar, 10 g/l 40 g/l
Peptona, 5 g/l Hidrolizado de Bagazo Hidrolizado de Bagazo de
de Cafia de azucar Cafa de azucar
concentrado y concentrado y
descontaminado, 5 g/l descontaminado, 30g/I
Extracto de levadura, 3 Glicerol, 5 g/l Glicerol, 30 g/l
g/l
Extracto de malte, 3 g/l Extracto de levadura, 5 Extracto de levadura, 5,0
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g/l g/l
pH5,0 pH 5,0 Urea, 2,5 g/l
Antiespumante, 0,5 ml/|
pH 5,0

En la Tabla 5 a continuacion, y Figura 4, es presentada la
evolucion de los principales parametros cinéticos, asi como rendimientos
globales de esa fermentacién en biorreactor. Los resultados obtenidos
demuestran que cerca de 29,95% de las fuentes de carbono (Tabla 4, Medio Z)

5 fueron utilizados por la levadura en la produccién de biomasa y cerca de
10,81% para produccién de lipidos. La biomasa total producida en biorreactor

fue de cerca de 22,21% superiores a aquella producida en frascos Erlenmeyer

.», en medio de cultivo similar (Tabla 3, Condicion Cultivo 13), en cuanto a la
. acumulacion de lipidos en la biomasa fue cerca de 7,5% mayor.
10 Tabla 5. Evolucion de los principales pardmetros cinéticos en el biorreactor

T pH | Azlcar | Glicerol Biomasa | Lipidos | Levadura | Levadura
(h) Total g/l Seca % x/s p/s
(g/) (g Global Global

(%) (%)
0 | 50| 8240 29,04 1,32 2,68
12 | 50 | 77,90 28,22 1,94 3,47
24 | 50 | 45,33 26,48 3,92 9,25
36 | 5,0 | 3563 14,63 14,25 15,22
' 48 | 5,0 | 24,72 8,33 17,93 18,5
o 60 | 50 | 10,45 | 4,15 1776 | 3222
72 | 50 1,39 2,02 33,67 36,13

29,95 10,81

En el proceso de acuerdo con la presente invencidn queda

evidenciada la posibilidad concreta de emplearse como substratos en la

produccion de biomasa oleaginosa de levadura, los residuos de la

15 industrializacién de la cafia de azucar, tales como la melaza de caia de azUcar



. ’.’
LR

10

15

20

25

30

18

e hidrolizado de bagazo de cafia de azucar concentrado y descontaminado, asi
como el glicerol, residuo de la transesterificacién de los triacilgliceroles durante
la produccién de biodiesel. Esos residuos pueden ser empleados de manera
aislada o en combinaciones en diversas proporciones, conjuntamente con
diferentes fuentes de nitrégeno de origen organico o inorganico o sus
combinaciones, objetivando siempre altas concentraciones de biomasa
conteniendo elevados tenores en de lipidos, conforme demostrados en los
experimentos de la presente invencion lineas arriba descritos. Valores
superiores y/o inferiores a los presentados en estos ejemplos de experimentos
podran ser obtenidos en funcién de las condiciones fisicoguimicas,
nutricionales, equipamientos, microorganismos, optimizaciones y mejoras que
puedan ser aportadas al proceso de la presente invencion.

La produccion de biomasa microbiana oleaginosa, conforme a la
presente invencion, podra ser realizada utilizéndoée otros géneros y especies
de levaduras y hongos filamentosos, modificados genéticamente o no. De
modo preferencial, los grupos de levaduras y hongos filamentosos son
compuestos por Candida curvata, Candida guilhermondi, Candida tropicalis,
Candida sp., Candida oleophila, Candida lipolitica, Criptococcus terricolus,
Hansenula saturnus. Hansenulla ciferrii, Lipomyces starkei, Rhodutorala
gracilis, Aspergillus fischeri, Aspergillus fumigatus, Aspergillus nidulans,
Aspergillus ochrceus, Aspergillus terreus, Aspergillus ustus, Cladosporium
fulvum,  Cladosporium  herbarum, Mucor miehei, Penicillium gladiololi,
Penicillium  javanicum,  Penicilium lilacinum,  Penicillium - spinulosum,
Peniciliumm ultimum, Criptococcus albidus, Lypomices starkeyi, Rhodotorula
glutinis, Trichosporon pullulans, Mortierrella hygrophila, M. zychae, M. elengata,
M. parvispora, M. schmuckeri, M. alpina, Lypomyces lipofeer, Lipomyces
tetrasporus, Williopsis saturnus, Candida diddensiae, Yarrowia lipolitica,
Trichosporon cutaneum, entre otros, todos capaces de acumular lipidos en su
biomasa durante la fase de crecimiento y post crecimiento. Estos
microorganismos son utilizados de manera aislada o en asociaciones de dos o
mas.
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Las referidas levaduras y hongos filamentosos pueden ser
cultivadas en diferentes modelos de biorreactor, entre otros, del tipo tanque
agitado, columna de burbujas, airlift, lecho empaquetado, lecho fluidizado o
lecho goteante, operando en lote, gran cantidad alimentada o de forma
continua. Los medios de cultivo ilustrados en las Tablas 3 y 4 podran ser
suplementados o no con una fuente mineral u organica de nitrégeno, tal como
amonio, sulfato de amonio, fosfato de amonio, salvado de soya, extracto de
carne, hidrolizados proteicos de soya, ademds de KH,PO4 K,;SO4 MgSO,,
ZnS0O4, CuSO4, FeSOy4, otros minerales y oligoelementos. Durante la formacion
de la biomasa y la acumulacién de lipidos por las células microbianas podra ser
utilizado, en los biorreactores, una relacién carbono/nitrégeno variando de
cerca de 0,5 a 500, un pH variando de 2,5 a 8,5 y una temperatura en el rango
de 10 a 50 °C. El medio de cultivo a base de los derivados de la cafa de
azucar, sus hidrolizados de bagazo y glicerol, podra ser o no pasteurizado o
esterilizado por el uso del calor como forma de eliminar la carga microbiana
naturalmente presente, sin embargo indeseable en las materias primas. En
caso que se adopte la practica de la pasteurizacion o esterilizacion, la
temperatura podra variar de cerca de 62 a 142 °C, en un tiempo de exposicién
térmica variando entre algunos segundos a algunas horas, en funcion de la
técnica utilizada. Los medios podran ser aun tratados con antibiéticos y
antifungicos para reduccion de la carga microbiana indeseable presente en los
substratos. En el caso del uso de antibidticos, los mismos deberan ser de
amplio espectro, o sea, poseer accién contra bacterias Gran (+) o Gram (-).
Después de la pasteurizacidn y/o esterilizacion, los medios de cultivo a base de
los derivados de la cafia de azucar seran enfriados a temperaturas que podran
variar de 15 a 50 °C. Los medios de cultura destinados a la produccién de
biomasa microbiana y consiguiente produccion de lipidos seran inoculados con
linajes de levaduras y/o hongos oleaginosos seleccionados y cultivados en
biorreactores de menor volumen, con medio de la misma y/o diferente
composicion al descrito anteriormente. Es importante que esos indculos posean

concentraciones elevadas de células viables, superior aproximadamente a 103
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UFC/cm?®, pudiendo inclusive alcanzar valores del orden de 10'2 UFC/cm® o
mas. El volumen de inéculo utilizado en los tanques de produccién podran
variar de 1 a 99 % del volumen de trabajo del biorreactor de produccion,
dependiendo siempre del sistema empleado, o sea, lote, gran cantidad
alimentada o sistema continuo. El medio de cultivo en el interior de! biorreactor
tendra una temperatura controlada de 15 a 50 °C a través de camisas o
serpentinas de calentamiento/enfriamiento, en la cual podra circular agua fria o
vapor. El pH en el interior del biorreactor sera mantenido en el rango de pH 2,5-
8,5 en funcion del linaje microbiana empleado y sera realizado a través del
bombeo de una solucién conteniendo acido o alcali concentrado. El medio de
cultivo en el interior del biorreactor podra ser agitado mecanicamente o no. En
el caso del uso de agitacion, la misma sera realizada por un sistema de palas a
una velocidad que podra variar de 5 a 500 rpm. El medio de cultivo para
produccion de la biomasa microbiana oleaginosa es aireado con un volumen de
aire en el rango de 0,1 a 5 v/v/m (volumen de aire por volumen de medio por
minuto). Podra ser utilizando sélo aire, o una mezcla aire/oxigeno o sélo
oxigeno. La inyeccion del aire en el interior de los biorreactores sera realizado
por compresores y todo el aire sera filtrado en filtros con capacidad de
retencion de particulas de hasta 0,2 pm. El tiempo de cultivo para cada
produccidn de biomasa y acumulacion de lipidos sera variable y en el orden de
24 horas a aproximadamente 150 horas, en funcion del género y especie del
microorganismo, asi como del sistema de cultivo y del modelo de biorretor
empleado, pudiendo ser de hasta semanas o meses, en el caso de cultivo que
opera en sistema continuo.

La biomasa microbiana producida en la Unidad 2, puede alcanzar
concentraciones variando de 15 a 130g/l, dependiendo de la técnica de cultivo
empleada, y la acumulacion de lipidos puede llegar a concentraciones de hasta

65% 0 mas en relacién a su peso.
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37 Etapa - Cultivo y Recuperacién de Biomasa Algar

En la Unidad 4 - Cultivo y Recuperacién de Biomasa Algar,
integrada al proceso segun la presente invencion, se realiza la preparacion del
caldo, efluente liquido resultante de la produccion de biomésa oleaginosa de la
levadura Rhodosporidiun toruldides OF A25, para uso como substrato en el
cultivo de microalgas. La Figura 5 ilustra un flujograma de la integracion de la
Unidad 4 al proceso de la presente invencién, hasta aqui descrito.

En los estudios de desarrollo del proceso segln la presente
invencion, fue constatado que el caldo, efluente liquido proveniente de la
separacion de la biomasa microbiana oleaginosa, ya sea producido por
levadura o por hongos filamentosos, es un excelente substrato para el cultivo
de microalgas oleaginosas o no. En el ejemplo de experimento segun la
presente invencion, el caldo de la produccién de biomasa oleaginosa de
Rhodosporidiun toruldides OF A25 producida en biorreactor fue utilizado para
tal finalidad. Ese caldo, fue analizado en cuanto a su composicion fisicoquimica
y utilizado como substrato en el cultivo de la microalga Botryococcus braunii OF
C27 en los ejemplos de experimentos presentados a continuacion. E! caldo, tal
como es demostrado en la Tabla 6 a continuacién, ademas de agua, posee
concentraciones importantes de sales minerales y componentes organicos,
tales como azucar residual no consumido por las levaduras, biomasa y
fragmentos de las células de levaduras, proteinas solubles, etc. Por tanto, por
ser rico en materia organica y minerales, dicho caldo posee igualmente una
carga contaminante significativa, con valores de DBO (Demanda Bioquimica de
Oxigeno) y DQO (Demanda Quimica de Oxigeno) superiores a cerca de 13.000
mg/l, lo que es considerado muy alto en términos ambientales.

Tabla 6 - Composicién del Caldo Fermentado de Rhodosporidiun torulides OF

A25*
Componentes Concentracién (mg/l)
DBO 13.900,08
DQO 23.414,04
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Cloruros 0,00
Sulfatos <700,00
Nitrégeno Total 30,00
Materia organica 28 %
Azucar residual <1000
Manganeso <0,20
Potasio 307,64
Sodio 153,45
Zinc <0,20
Aluminio : <10,00
Calcio 134,38
Cobalto <0,50
Cobre <0,50
Ferro 1,17
Fésforo 36,46
Magnesio 145,50
pH 5,0
Densidad 1035

*Analisis realizado en el CEPPA — Centro de Investigacion y
Procesamiento de Alimentos - UFPR
Como es de conocimiento general del arte, las industrias que
producen fermento bioldgico (biomasa) para panificacion o para aditivos para
alimentacion animal a base de levaduras del género Saccharomyces, ademas
de otros, también descartan ese mismo tipo de residuo liquido después de
separada la biomasa. El unico y tradicional destino de ese residuo son las
estaciones de tratamiento de efluentes industriales, en las cuales son
empleados sistemas de digestion aerdbica y anaerobica como forma de
reduccion de la carga contaminante en termos de DBO y DQO.
Como alternativa al descarte del caldo efluente proveniente de la

separacion de la biomasa microbiana, el proceso segun la presente invencién
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incorpora el referido caldo como medio de cultivo de algas, como forma de
reduccion de carga contaminante, asi como para producir lipidos mas alla de
proporcionar la liberacion de oxigeno, por las dichas algas, para el medio
ambiente.

Los elementos nutricionales presentes en ese caldo, en particular
sales minerales, lo tornan un excelente substrato para el cultivo de varios
grupos de algas oleaginosas o0 no, cuyos rendimientos obtenidos en términos
de biomasa son compatibles a los medios clasicos descritos en la literatura
internacional. Se observo, también, sorprendentemente, que esos efluentes
liqguidos provenientes de la filtracién de la biomasa de levaduras podran ser
utilizados en el cultivo de algas para la produccion no sélo de lipidos, sino
tambien de proteinas y otros productos de interés comercial.

Adaptacion de la microalqa al caldo

Fueron realizados estudios previos de adaptacidn de la microalga
Botryococcus braunii OF C27 en mezclas crecientes de 5, 10, 20, 30 hasta
100% de caldo al medio de cultura ESP, ilustrado en la Tabla 7 al pie. Esa
adaptacion fue hecha en frascos Erlenmeyer de 250 ml, conteniendo 50 m! de
medio. Los frascos fueron transferidos a una incubadora del tipo shaker, marca
TECNAL, modelo TE-421, conteniendo fotoperiodo, temperatura y agitacién
controladas. Los cultivos fueron incubados por un periodo de cerca de 15 dias,
durante los cuales fueron mantenidos constantes preferentemente los
siguientes parametros: temperatura 25 °C (+ 2 °C), agitacion de 110 rpm, 1500
Lux de intensidad de irradiacién luminosa por periodos de 12 horas alternados
con 12 horas en el oscuro. La intensidad de luz en el interior del incubador fue
evaluada diariamente, en este caso fue utilizado luximetro digital Minip MLN
101. Para la evaluacién del crecimiento algar fueron colectadas muestras cada
2 dias para su analisis por peso seco. La biomasa algar formada fue filtrada al
vacio en papel filtro de 50um y en seguida lavada con agua destilada y seca
por 24 horas en estufa a 100°C, los resultados expresan el promedio de 2
determinaciones. Ese proceso previo de adaptacion de las microalgas al caldo

posibilitd la obtencién de resultados mas expresivos en términos de
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productividad diaria de biomasa, asi como, mayores tasas de reduccion de
DBO y DQO, cuando es comparado con un proceso en el cual el alga no pasé
por esa adaptacion previa.

Tabla 7 — Composicion del medio ESP utilizado en el cultivo y

adaptacién al caldo de Botryococcus braunii OQF C27.

Componentes Solucién Estoque Solucién Nutritiva
(g/100ml) (ml)
KNO; 1 ‘ 20
K2HPO4 0,1 20
Mg.S0O,4.7H,0 0,1 20
Extracto de solo* - 30
Solucién de - 5

Micronutrientes**
Agua Destilada - 905
Proteosa-Peptona - 1
Preparacion del Inéculo

El in6éculo para el cultivo de la Botryococcus braunii OF C27 en
caldo puede ser realizado en diferentes modelos de frascos de vidrio u otro
material transparente la luz. En el experimento segun la presente invencién fue
realizado en frascos Erlenmeyer de 500 mi conteniendo 90 m! de caldo o una
mezcla de caldo + agua. Los frascos conteniendo ese medio pueden ser o no
esterilizados. En el caso del experimento de la.presente invencién no fue
realizada esterilizacion, siendo dicho frasco inoculado con 10 ml de un cultivo
activo de Botryococcus braunii OF C27 adaptada en medio conteniendo
ESP+caldo, de modo que la concentracion inicial de biomasa algar alcance
valores de como minimo 0,2 g/l. Procesos similares podran ser realizados
empleando concentraciones de biomasa algar superiores y/o inferiores la esa,
utilizandose adaptacion previa de la alga al caldo o no, sin embargo el objetivo
es siempre tener un inéculo vigoroso y de buena calidad para atender a las
necesidades de la etapa siguiente del cultivo algar en caldo. Los frascos son

transferidos a una incubadora tipo shaker y cultivados en las mismas

2.7
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condiciones lineas arriba descritas. La biomasa algar obtenida fue empleada
para inocular los fotobiorreactores tubulares en las etapas siguientes.

Cultivo Botryococcus braunii OF C27 en concentraciones crecientes de caldo

La microalga Botryococcus braunii OF C27 es cultivada en caldo
puro o diluido en agua como Unico substrato del medio de cultivo. Los
fotobiorreactores fueron llenados con 1,8l de caldo no esterilizado, inoculados
con un cultivo activo de Botryococcus braunii OF C27 de manera que la
concentracion de biomasa algar al inicio del cultivo sea del orden de 0,2 g/l. La
agitacion y aeracion de los fotobiorreactores es realizada a través de un flujo de
aire atmosférico de 1 v/v/m (volumen de aire por volumen de medio),
utilizandose caniculas de vidrio con piedras porosas en su extremidad como
forma de mejorar la difusién de los gases en el medio liquido. Los experimentos
son conducidos en sala climatizada, con temperatura controlada en el rango de
30 °C (¥2 °C) a través de uso de un acondicionador de aire. En esa sala son
instaladas dos estufas con fotoperiodos para el control de tiempo ciclomatico
digital marca Full Gauge, modelo PROGS | con alimentacién directa de 220
VCA, conteniendo doce lamparas fluorescentes 20 Watts luz del dia. La
fluminancia de los fotobiorreactores es de 1500 Lux proporcionada por las
lamparas fluorescentes tipo luz del dia, por un periodo de 12 horas, alternados
con 12 horas de ambiente oscuro. El tiempo de cultura es de cerca de 15 dias.
El volumen de las culturas fue mantenido constante por la reposicién diaria de
agua destilada para compensar las pérdidas por evaporacion.

Tabla 8 — Cultivo de la microalga Botryococcus braunii OF C27 en

concentraciones crecientes de caldo

Caldo |||H,O Medio Biomasa Biomasa Lipidos Lipidos
(%) Destilada |||EPS Algar Algar % g/l
(%) Soluciéon ||| Inicial (g/1) ||| Final
nutritiva (g/l)
25 75 - 0,203 2,985x0,03 |||19,07 0,57 g/l
50 50 - 0,212 3,162+0,15 {{|15,05 0,47 g/l

20
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75 25 - 0,195 4,18+0,13 13,19 0,55 g/l
100 0 - 0,207 6,1710,44 11,04 0.68 g/l
- - 100 0,212 1,322+0,11 {{29,20 0,38 g/l

La biomasa algar formada fue filtrada al vacio en pape! filtro de 50
MM y en seguida lavada con agua destilada y secada durante 24 horas en
estufa a 100°C. Los resultados expresan el promedio de 2 determinaciones
para cada experimento. Se observa en la Tabla 8 lineas arriba que el mejor
resultado en términos de biomasa algar producida después de 15 dias de
cultivo fue obtenido con 100% de caldo puro (6,17 g/l). No obstante, se observa
que en esa condicidn el porcentaje de lipidos presente en la biomasa algar fue
de 11,04%, valor inferior a los 19,07% obtenidos en el experimento con caldo
diluido en 75% de agua. Entretanto, si los calculos fuesen realizados en
términos de productividad de los lipidos por litro de medio de cultivo utilizado,
esa situacion se invierte. De esta forma, observamos que la produccién de
lipidos fue 0,68 g/l cuando Botryococcus braunii OF C27 fue desarrollado en un
medio conteniendo 100% de caldo, frente a 0,57 g/l cuando el medio era
compuesto por 25% de caldo + 75 % H0. La cantidad de biomasa y lipidos
producidos por la microalga Botryococcus braunii OF C27 cuando fue cultivada
en caldo puro o diluido fue superior en comparacion al medio (EPS-Solucion
nutritiva), referido en la literatura como ideal para el cultivo de esa especie de
microalga (Tabla 8). Por los resultados obtenidos es posible concluir que el
caldo residual proveniente del cultivo de la levadura oleaginosa (Unidad 2) puro
o diluido, se constituye en un excelente substrato para el cultivo de la microalga
Botryococcus braunii OF C27 procurando la produccion complementaria de

biomasa y lipidos, segun el proceso integrado objeto de la presente invencidn.

Efecto del CO, en el cultivo de Botryococcus braunii OF C27 en caldo

| En la descripcion lineas arriba es posible verificar que la
productividad de oleo en (g/l) es mas expresiva cuando la microalga
Botryococcus braunii OF C27 es cultivada en un medio conteniendo 100% de
caldo. Asi, se procuré evaluar el efecto del CO; en la formacion de biomasa y

sintesis de lipido. Diferentes concentraciones de CO, fueron mezcladas en el
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aire de alimentacion de los fotobiorreactores tubulares durante el cultivo de la
Botryococcus braunii OF C27 en caldo puro. ElI CO, proveniente de un cilindro
de gas es conducido a un mezclador de gases, el cual es alimentado
concomitantemente con aire, de manera que los gases en la salida del
mezclador presenten concentraciones de 5%, 10% y 15% de CO,. Los
experimentos son conducidos en cantidades de 15 (quince) dias en
fotobiorreactores tubulares de vidrio con 52 cm de longitud por 8 cm de
diametro, con volumen total de 2 litros (1,8 litros de volumen dtil). Todos los
cultivos fueron mantenidos en agitacion constante proporcionada por un flujo
de aire atmosférico filtrado de 1,0 v/v/m. Los cultivos fueron iniciados con una
concentracion celular algar del orden de 0,20 g/l y fueron mantenidos durante el
experimento sin correccién o ajuste de pH. Los volumenes de los cultivos
fueron mantenidos constantes por la reposicion diaria del agua perdida por
evaporacion. Las condiciones de inoculacion e incubacién de los
fotobiorreactores fueron las mismas empleadas anteriormente. Todos los
experimentos fueron conducidos por duplicado y los resultados expresan el
promedio de esas determinaciones.

Tabla 9 — Efecto de la presencia del C0, en el crecimiento de Botryococcus
braunii OF C27 en caldo

Condiciéon de  Biomasa Algar Biomasa Algar %
cultura Inicial (g/1) Final (g/l) Lipido
Aire 0,207 6,1710,44 11,04
Aire + 5% CO2 0,199 6,54:0,34 11,56
Aire + 10% 0,197 6,74+ 0,27 11,87
Cco2
Aire + 15 CO2 0,205 6,68+0,53 12,79

En la Tabla 9 lineas arriba estan ilustrados los resultados
obtenidos. Se constata que la adicion de CO, ejerce un efecto positivo en la
produccion de la biomasa y acumulacion de lipidos durante el cultivo de la

microalga de Botryococcus braunii OF C27 en medio a la base de caldo
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residual de la produccion de biomasa de levadura oleaginosa. Cuando se
comparan los cultivos en los cuales CO, fue mezclado al aire, con aquel que
recibié solo aire atmosférico, se percibe que la mayor concentracién en
terminos de biomasa algar y lipidos acumulados (6,68 g/l de biomaéa con
12,79% de lipidos) después de 15 dias de cultivo en fotobiorreactor tubular fue
obtenida con la mezcla (Aire + 15% CO,), mientras con s6lo aire, fue de 6,17
g/l. Ciertamente que valores superiores y/o inferiores a esos podran ser
obtenidos en cultivos de la microalga Botryococcus braunii OF C27 o con otros
géneros y especies de algas cuando son cultivadas en caldo puro o diluido, asi
como en niveles de CO, que no son probados en este estudio.

Reciclaje del sobrenadante

El cultivo de la microalga Botryococcus braunii OF C27 es
realizado reciclandose el sobrenadante después de separacion, por ejemplo
utilizando filtrado. El reciclaje del sobrenadante es realizado en los mismos
fotobiorreactores antes descritos, alimentados en todos los experimentos con
apenas una mezcla gaseosa (Aire + 15% COy,), pues fue esa la condicion que
proporcioné los mejores resultados en términos de produccion de biomasa y
acumulacion de lipidos, aunque sea posible utilizar otras concentraciones de
COs.. Asi, en el proceso de la presente invencion, es previsto el reciclaje de la
fraccion liquida (sobrenadante) de la primera produccion para su utilizacion
como medio de cultivo para un segundo, un tercero o mas lotes, hasta que el
sobrenadante residual se encuentre totalmente agotado en sus nutrientes
originales.

Después de cultivo y filtracion, el sobrenadante puede presentar
pH alterado, habiendo necesidad de su correccion para un rango éptimo. La
gran ventaja de esa recirculacion, se refiere al hecho de que, ademas del
tratamiento biolégico conferido a ese residuo altamente contaminante,
proveniente de la Unidad 2, se consigue implementar la produccion de lipidos
destinados a la produccion de biodiesel y/o fueloil. En la Tabla 9 a continuacion
podemos observar que con el pa'sar de los ciclos, los macro y microelementos

van siendo consumidos, los niveles de DQO y DBO van siendo
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significativamente reducidos, llegando al final del tercer ciclo con tasas muy
proximas a cero. Queda, por lo tanto, claramente observada la importancia
econdémica y ambiental de la recuperacién del CO, generado durante la
produccion de biomasa de levadura Rhodosporidiun toruldides OF A25 vy
reutilizacion del mismo en la produccion de biomasa de la microalga
Botryococcus braunii OF C27, se reaprovechado asi todos los residuos
generados en la Unidad 2 en un circuito integrado.

Tabla 10 — Produccién de biomasa algar a lo largo de los ciclos de

recuperacion de caldo de produccién de biomasa de levadura oleaginosa

Tiempo de Cultivo Aire + 15% CO, %
(dias) g/l Lipido
0 0,211 -
15 6,68+0,53 12,79
30 4,54+0,34 15,74
45 1,94+ 0,27 17,65

En la tabla 10 se constata que el reciclaje del sobrenadante
interfiere positivamente en la tasa de acumulacion de lipidos del Botryococcus
braunii OF C27, sin embargo, no en la producciéon de biomasa.

Tabla 11 — Reduccidn de los niveles de DQO y DBO del caldo proveniente de

la Unidad 2 a lo largo de los ciclos

DQO DBO
(mg/l 02) (mg/l 02)
Inicio 23.414% 724 13.900£589
1°. Ciclo 46824234 1210465,7
2°. Ciclo 26567 9743,12
3°. Ciclo 24+1,57 <5,0

Los analisis de DBO y DQO, cuyos resultados estan listados en la
Tabla 11 lineas arriba, fueron realizadas segun Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater, 20ed., 1998, Hach Company y WTW.

La cUantiﬁcacién de lipidos totales presentes en la biomasa algar fue

37



. ﬂ.l

10

15

20

25

30

30

determinada empleandose la metodologia propuesta por BLIGH & DYER
(1959).

Aun, de acuerdo con la presente invencion, el caldo residual
podra ser diluido en agua, acrecentado o no de ofras substancias quimicas

teniendo por finalidad ajustar su pH o atin complementar determinados macros

'y micro-nutrientes. También, si fuera necesario, el caldo podra ser decantado,

filtrado o clarificado utilizandose carbon activado o agentes floculantes,
dependiendo de la concentracion de soélidos en suspensién. Se observa,
igualmente, que la pasteurizacion o esterilizacion del caldo no proporciona
diferencias significativas en la produccién de biomasa y acumulacion de lipidos
en los diferentes grupos de algas investigados, siendo, por lo tanto, una
operacion unitaria dispensable, aunque pueda ser empleada cuando se haga
necesario.

De acuerdo con presente invencién, esa misma metodologia podra ser
empleada con otras algas y/o cianobacterias que podran ser cultivadas de
forma Aislada y/o en cocultivos (linajes combinados) y son preferentemente
aquellas de los géneros y especies formadas por el grupo Euglena sp.
(gracilis), Anabaena sp. (variabilis, cylindrica, hassali, planctonica), Dunaliella
sp. (salina, bardawil, tertioleta), Achananthes orientalis, Amphora
(delicatissima, cafeiformis), Ankistrodesmus falcatus, Chaetoceros sp. (muelleri,
gracilis, muelleri subsalsum), Clorococcum sp., Chlorrella sp. (ellipsoidea,
salina), Chromonas sp. Chrysosphaera sp., Cricophaera sp., Cryptomonas sp.,
Cyclotella sp. (meneghiniana, cryptica), Navicula sp. Amphiprora hyalina,
Eustigmatophyte flagellate, Pleuorochysis sp., Franceia sp., Gleocapsa
sp.,Gloeothamnion sp., Hymenomonas sp., Isochrysis aff Galbana,
Monoraphidium sp., Nannochloropsis sp. (salina), Navicula (saprophil
pseudotenelloides, biskanterae, acceptata, saprophila, pseudotenelloides),
Nephrochloris sp., Nitzschia sp. (pusilla monoensis, elliptica, alexandrina,
quadrangula, pusila monoensis, inconspicua, microcephala, frustulum,
hantzchianna, intermédia, frustulum, communis), Ochromonas sp., Oocystis sp.

(pusilla), Oscillatoria sp. (subborevis, limnetica), Phaeodactylum tricornutum,
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Platymonas sp., Pleurochrysis sp. (dentate), Prymnesiophyte sp.,
Pseudoanabaena sp., Pyraminonas sp., Stichococcus sp., Synechococcus sp.,
Tetraselmis suecica, Thalassiosira weissflogii, Nitzschia sp., asi como sus
mutantes y/o linajes modificados genéticamente capaces de acumular lipidos
en su biomasa.

Estas algas y cianobacterias podran también ser cultivadas a
escala industrial. Diferentes formatos y tamafios de tanques pueden ser
utilizados, pudiendo ser abiertos o cerrados, aireados o no, agitados o no,
continuos, semicontinuos o discontinuos, horizontales, verticales, de tipo
raceway, de placas, tubulares, ovales, circulares, rectangulares o cuadrados.

El cultivo de algas o cianobacterias en reactores abiertos es
realizado en tanques naturales o artificiales con volumenes que pueden variar
entre algunas decenas de litros hasta varios millones de litros. Estos reactores
ocupan grandes areas, pudiendo alcanzar en promedio 10.000m? o mas, en el
caso de un unico tanque horizontal o vertical. El sistema mas comun de
agitacion emplea palas, que son agitadas mecanicamente, siendo que dichas
palas son distribuidas en espacios regulares por toda la superficie de! medio, o
entonces localizadas en las extremidades o en el centro del reactor.
Conjuntamente a la agitacién por palas, puede ser inyectado aire comprimido.
Ese aire podra ser filtrado 0 no. Los reactores podran ser cerrados, a través del
uso de una cobertura removible, sin embargo, esa cobertura debera ser
construida de un material transparente o transltcido a la luz natural o artificial.
Materiales apropiados son plastico, acrilico y vidrio.

En el caso de produccién industrial, el didéxido de carbono (CO;)
producido en la Unidad 2 - Produccién de Biomasa Microbiana oleaginosa, es
recuperado en el tope de los biorreactores a través de un colector acoplado al
mismo y transferido a través de tuberias hasta los tanques de produccion de
algas y/o cianobacterias. EI CO; es distribuido a través de burbujeador o
difusores apropiados instalados en el medio de cultivo, de forma que la
concentracion de CO; en la forma disuelta en el medio sea del orden de 0.1-

30%. El CO, podra ser comprimido y/o purificado y estoqueado en reservorios
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presurizados antes de ser inyectado en los tanques de cultivo de algas y/o
cianobacterias. En el caso de ser purificados, los gases provenientes de los
biorreactores de produccién de biomasa microbiana oleaginosa (Unidad 2)
pasan a través de dos torres lavadoras rellenas con espirales de ceramica
hasta llegar al gasémetro. En dichas torres, en que el liquido de lavado es agua
desairada, ocurre la remocién casi que total de todas las impurezas solubles en
agua. El liquido de lavado retorna por bombeo a los biorreactores de
produccion de biomasa microbiana (Unidad 2), pudiendo aun ser enviados a los
tanques de produccion de la biomasa algar. Del gasdmetro, el gas es
conducido a un depurador conteniendo K,Cr,O; en solucion, el cual oxida
metabolitos volatiles tales como aldehidos, alcoholes, entre otros, presentes en
el gas, que es entonces enfriado. En un segundo depurador, conteniendo
H2SO., se completa la oxidacion y el gas es deshidratado. El CO, que sale de
este depurador arrastra un poco de acido que es eliminado en una torre rellena
con coque, en la cual circula una solucién de Na,CQOs;. Cuando el acido es
neutralizado, hay liberacion de CO,. El gas pasa por un lavador conteniendo
una pequefa porcion de glicerina que tiene por finalidad absorber los productos
oxidados y fornecer un gas inodoro que puede ser estoqueado bajo compresién
en tanques para ser utilizado en el cultivo de algas y/o cianobacterias.

La separacion o recoleccion de la biomasa algar producida podra
ser realizada de manera continua, semicontinua o discontinua, manual o
mecanica, floculada o no, utilizando centrifugas, filtros, filtros prensa, tamices,
decantadores o ciclones. Se prefiere, segin el proceso de la presente
invencion, la centrifugacion y/o filtracion. La biomasa algar podra ser extrudida
0 no, seca naturalmente o en secadores de lecho fijo o moévil, o aun por
atomizacion (spray-drier), o tambor rotatorio para extraccion posterior de
lipidos. La biomasa oleaginosa algar recuperada podra ademas,
alternativamente, ser sometida a una etapa de rompimiento celular y a
continuacion enviada a un mezclador.

47 Etapa - Procesamiento de la Biomasa Microbiana Oleaginosa y/o Algar

a7
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Tanto la biomasa oleaginosa como la biomasa algar producida
segun el proceso de la presente invencidon son separadas del caldo de cultivo
de la misma forma, o sea por centrifugacion. En los experimentos fue utilizada
una centrifuga marca Car Padberg Zentrifugenbau, modelo 241, 20.000rpm,
capacidad, 2501/h. Después de separacién del caldo, las referidas biomasas
fueron lavadas dos veces con agua potable. Esas biomasas pueden también
ser separadas por otras operaciones unitarias, tales como decantacién o
filtracion, aunque la centrifugacion pueda figurar como el proceso preferido en
la presente invencion. En el presente caso, la biomasa fue procesada por dos
metodos distintos, con y sin secado.

Secado

El secado de las biomasas de levadura oleaginosa y algar fue
realizada en una estufa a vacio marca BTN Medical, Modelo Vacucell, con
capacidad de 111 litros. El secado fue realizado a temperatura de 60 °C,
presion de 500 mmHg y tiempo de 24 horas. Después de secado, el tenor de
humedad de esas biomasas varié entre 8,5-10%.

Tratamiento de la Biomasa htimeda

Las biomasas de levadura oleaginosa y algar recuperadas
después de centrifugacion son enviadas para la Unidad 5 - Extraccion de Oleos
(lipidos) y Licuefaccion Directa, conforme es ilustrado en la Figura 6.
Alternativamente, la biomasa himeda o seca podra pasar por un proceso de
rompimiento celular para facilitar la extraccion de los lipidos subsecuentemente
en el extractor a base de solventes organicos. Ese rompimiento celular podra
ser realizada a través del uso de métodos mecanicos o no mecanicos. Los
métodos mecanicos consisten en el uso de presidn, trituracion o ultrasonido.
Los métodos no mecanicos se basan fundamentaimente en el uso de enzimas
que provocan lise celular, como la lisozima u otras, o en métodos quimicos por
el uso de detergentes o ain en métodos fisicos, a través del choque osmotico o
congelamiento. Las biomasas aun humedas (en pasta) de naturaleza
microbiana y algar sometidas o no al rompimiento celular podran ademas

opcionalmente ser enviadas a un mezclador donde son igualmente alimentados
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suportes naturales deshidratados, tales como salvado de soya, proteina de
soya concentrada, pulpa citrica y bagazo de mandioca, entre otros. La adicién
de esos suportes naturales a la biomasa oleaginosa de levadura y/o hongos
filamentosos y/o algar, tiene por finalidad suprimir la etapa de secado de la
misma antes de ser conducida al extractor, asi como generar un producto

destinado al consumo animal, después de la extraccién de los lipidos.

52 Etapa - Extraccion de los Oleos (lipidos) y Licuefaccion Directa
Termopresurizada

Las biomasas de las levaduras oleaginosa Rhodosporidiun
toruldides OF A25 y de la microalga Botryococcus braunii OF C27, producidas
y procesadas segun la presente invencion, tienen sus 6leos (lipidos) extraidos
a través de dos procesos distintos, en extractor tipo Soxhlet y por licuefaccion
directa termopresurizada.

Extractor tipo Soxhlet semipiloto

Un extractor semipiloto basado en la metodologia Soxhlet, con

camara/vaso de extraccion conteniendo un volumen de 3 litros es alimentado

-con 300 gramas de biomasa de levadura oleaginosa y algar molida con

particulas de 0,1-1mm. La extraccion del dleo (lipidos) es realizada en esa
camara a través de la recirculacion de 2,5 litros de n-hexano que se filtra a
traves de la biomasa contenida en el interior de un envoltorio de papel de filtro.
Como fuente de calentamiento de la camara es utilizado vapor fluente a 4 atm.
La temperatura de extraccion empleada en este extractor es de 95 °C, con un
tiempo de extraccion optimizado de 4 horas. Otros solventes y/o condiciones de
extraccion podran ser probados en este equipamiento.

Anaélisis de los 6leos (lipidos)

Los ¢leos producidos por la levadura Rhodosporidiun toruldides
OF A25 y por la microalga Botryococcus braunii OF C27 fueron analizados
conforme a la metodologia siguiente:
1- Metilacion de los acidos grasos presentes en las muestras de las biomasas
de levadura y algar utilizando el método Metcalfe,Smith & Pelka (1966),
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2- Separacidn y deteccion de los acidos grasos presentes en las muestras
utilizando un cromatégrafo marca Varian, modelo 3300, equipado con detector
de ionizacién de llama, inyector tipo “split/splitles”, con columna Carbomax 20N.
Los parametros de la operacion: temperatura del detector - 280°C ; temperatura
del inyector - 250 °C ; temperatura de la columna - 110 °C (2 min),
programacion la 5 °C/min hasta 180 °C (7min), programacion a 10 °C/min hasta
210 °C;

3- Gas de arrastre, H, con flujo en la columna de 1mL/min;

4- Gas ‘'make up”, N2 (30mL/min); y

5- Técnica de inyeccion “split, razdo 1:100.

El tiempo de retencion (tr) y porcentaje (%) de los componentes
fueron obtenidos a través del integrador INTRALAB 4290 que es acoplado al
cromatégrafo.

La identificacion de los acidos grasos presentes en cada muestra
fue realizada a través de los siguientes procedimientos:

i) tiempo de retencidén y tiempo de retencion corregido (tr y trc) de
ésteres metilicos de los acidos grasos de las muestras y estandares;

ii) tecnica del spiking de estandares junto con muestra; y

iii) longitud equivalente de cadena (ECL).

Los valores del ECL fueron calculados segun Miwa et al., 1960,
Bano et al, 1988. En las Tablas 12 y 13 son presentados la composicion
promedio (3 determinaciones) de los acidos grasos presentes (en 3 muestras
distintas) de ¢leos producidos por la levadura oleaginosa Rhodosporidiun
toruloides OF A25 y por la microalga Botryococcus braunii OF C27.

Tabla 12 Perfil de Acidos Grasos de la levadura Rhodosporidiun toruléides OF
A25

Acido Graso Carbono g/100g
Miristico C 14.0 1,52 £0,07
Palmitico C 16:.0 22,73+ 1,77
Palmitoleico C 161 0.44 £ 0,04
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Estearico C 18:0 15,25 £ 2,01
Oleico C 181 45,20 £ 1,89
Linoleico C 18:2 11,44 £ 0,94
Linolenico C 183 3,46 £ 0,41

Tabla 13 Perfil de Acidos Grasos de la microalga Botryococcus braunii OF C27

Acido Graso Carbono g/100g
Laurico C12.0 2,26 £ 0,16
Miristico C 14.0 2,92 +0,93
Palmitico C 16:.0 39,26 + 3,77
Estearico C 18:0 4,21 +0.644
Oleico C 18:1 23,09 + 1,98
Linoleico C 182 13,44 £ 1,22
Alfa linolenico C18:3 14,79 £ 0,95

Extraccion por licuefaccién directa termopresurizada

Este proceso es designado extraccion por licuefaccion directa
termopresurizada (ELDT), en razén de que el extractor/reactor opera con
presiones superiores a la atmosférica. Este incremento de presién no es
ocasionado por la inyeccién de un gas inerte, pero si por la elevacién por sobre
el ponto de ebullicién y vaporizacién del liquido en el interior del vaso/reactor.
El reactor es formado por un vaso de acero carbono revestido internamente en
acero inoxidable AISI 316. Este revestimiento interno debe ser de acero
inoxidable para no sufrir corrosiéon en virtud de las diversas sales que son
adicionadas al caldo de fermentacién que inevitablemente estaran presentes en
cantidades apreciables en la biomasa himeda.

El extractor es constituido por un cilindro de 40 cm de longitud, 20
cm de diametro externo y 15 cm de diametro interno, resultando en un volumen
total de 7,0 litros. Internamente existen 3 chicanas anguladas entre si en 120° y
con ancho de 1 cm, lo suficiente para elevar las esferas y hacerlas caer. El

reactor reposa bajo ejes horizontales que lo movilizan a una velocidad de 40

4/
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rom, promoviendo eficiente mezcla entre solvente, biomasa y esferas de
porcelana, propiciando una mejora en la eficiencia del rompimiento celular y
facilitando la extraccion del 6leo. 500g de biomasa de levadura oleaginosa vy
algar en la forma de pasta con 70% de humedad son mezclados con 2,1 litros
de solvente y 50 esferas de porcelana. En esas condiciones operacionales la
tasa de ocupacion del volumen Util del reactor es de aproximadamente 35%. Ef
reactor es lacrado, teniendo inicio el proceso de extraccion, que es realizada a
una temperatura de cerca de 120 °C, para el caso de la utilizacion del n-hexano
como solvente o cerca de 145 °C para en el caso del uso del metanol. La
presion utilizada para ambos los tratamientos es de 7 bar, optimizadas
previamente. Temperaturas y presiones superiores y/o inferiores a esas podran
ser utilizadas. El tiempo de extraccién es de 1h 30 min, conforme condicion
optimizada, previamente.

Después del término de la extraccién, la fraccién sélida formada
por detritos celulares es separada de la fraccion liquida formada por 6leo +
solvente + agua, por medio de filtracién al vacio en filtro Buchner con papel
filtro de porosidad de 4um. La fase solida queda retenida en el filtro siendo
deshidratada y pudiendo ser utilizada como suplemento en la alimentacion
animal. La mezcla de las fases organica y oleosa es encaminada a un embudo
de decantacion. Después de 1 hora las fases estan bastante distintas. La capa
superior esta compuesta por una mezcla de dleo y solvente. Esa mezcla es
destilada para la recuperacion del solvente que podré ser reciclado en el
proceso, obteniéndose un éleo bruto viscoso de coloracién oscura.
Tabla 14. Propiedades del oleo obtenido por licuefaccion directa

termopresurizada (ELDT)

Propiedades OBL OBM * Fueloll
BPF (tipo LA)

Densidad 957 945 970

aparente (Kg/m®)

Viscosidad 194 189 620 (max)

4z
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Cinematica

(mm?/s) _

Punto de Fulgor 85 79 66 ° C (min)
Min. °C 5
H20y 1.22 1.69 2.0% (max)

*Normgs ANP, Resolucién 80, ASTM E 29
OBL= Oleo bruto de levadura, OBM= 6leo bruto de microalga
** Poder calorifico inferior

Sedimentos (%

Volumen)

Tenor de azufre 1,43 0,49 2,5% (max)
Poder Calorifico **8598 **8429 9600
Kcal/kg

En la Tabla 14 lineas arriba son presentadas las propiedades de
los 6leos microbiano y algar obtenidos a través del proceso ELDT, segun la
presente invencion, en comparacién con el 6leo BPF (tipo A) derivado del
petréleo"Los experimentos demuestran que ese 6leo obtenido de biomasa de
levadura (OBL) y de microalga (OBM) se encuadra dentro de las normas
brasilefias (ANP, Resoluciéon 80 y extranjera ASTM) para esa clase de
combustible destinado a la generacion de calor/vapor. E! proceso ELDT lineas
arriba descrito posee gran potencial aplicativo en el area de la produccién de
los biocombustibles, pues dispensa la operacién de secado de la biomasa, que
es considerada de gran impacto econdémico. De esta forma, la presente
invencion a través de sus tecnologias integradas contempla la posibilidades de

optarse por la via tecnologica que sea mas ventajosa econdémicamente y/o del

- tipo del biocombustible que se desea producir, el biodiesel o el fueloil para

generacion de vapor/energia.

Ademas, segun el proceso de la presente invencion, la biomasa
microbiana oleaginosa y/o algar con alto tenor de humedad puede,
alternativamente, ser licuefactada en un reactor bajo presion y temperatura, en
presencia de catalizadores quimicos, preferentemente en presencia de alcalis.
Durante la licuefaccion, el reactor puede ser purgado con un gas inerte, tal

como el nitrégeno, pues la purga impide la evaporacion del agua y auxilia en la
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remocion del aire residual en el equipamiento. De acuerdo con la proveniencia
de la biomasa (microbiana, algar o sus mezclas), el procedimiento de
licuefaccion directa termopresurizada puede durar de 5 minutos y 120 minutos,
la temperatura interna del reactor puede variar entre 120 °C y 400 °C y la
presion interna puede variar de 1 MPa y 5 MPa. El material licuefactado
obtenido a partir de esta técnica posee alto poder calorifico, cerca de 5.000-
11.500 Kcal/kg, dependiendo del tenor de lipidos presente en la biomasa, asi
como de las condiciones empleadas en el proceso de licuefaccion y naturaleza
del catalizador. El producto obtenido podra ser utilizado directamente como
combustible o entonces puede ser mezclado al petrdleo fésil durante la
operacién de refinado, con vistas a aumentar las fracciones de diesel y/o
gasolina. Podra aun ser enviado para una nueva etapa de extraccion liquido-
liquido, con vistas a la extraccién de hidrocarburos y subsiguiente produccion
de biodiesel.

62 Etapa - Transesterificacién de los 6leos (lipidos) por catalisis acida

Los lipidos de biomasa oleaginosa de levadura y microalgal
extraidos y analizados conforme lineas arriba descrito fueron transesterificados
segun técnica descrita por Miao & Wu (2006).

Las reacciones de transesterificacion fueron realizadas en frascos
de vidrio del tipo Becker con capacidad de 1 litro. Fue utilizando una relacién
metanol:6leo de 56:1 y 100% H,SO4 como catalizador. Los frascos recubiertos
con papel de aluminio fueron transferidos a una estufa con temperatura
controlada en 30 °C, siendo la reaccion de transesterificacion conducida bajo
agitacion por un periodo de 4 horas. Después de ese periodo, el producto de la
reaccion fue transferido para un embudo de separacion. La parte superior
constituida de biodiesel fue separada y lavada con éter de petréleo vy, a
continuacién, con agua a temperatura 45 °C hasta la misma se tornar neutra,
demostrando que ocurrié la completa remocion de la acidez residual de la
reaccion de transesterificacion. El biodiesel fue entonces obtenido por
separacion del éter de petroleo por destilacidn. La parte inferior del embudo de

separacion es constituida basicamente por glicerina que es recirculada para el
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reactor de la Unidad 2, efectivando asi el ciclo de aprovechamiento integral de
los residuos en el proceso segun la presente invencion.
Evaluacion de la calidad del biodiesel producido

La Tabla 15 a continuacién presenta una serie de parametros del
biodiesel producido a partir de los ésteres metilicos obtenidos a partir de las
biomasas oleaginosas de la levadura Rhodosporidiun toruldides OF A25 y
microalga Botryococcus braunii OF C27. Eses resultados fueron comparados
con muestras de diesel derivado del petrdleo adquirido en el mercado en la
ciudad de Ribeirdo Preto, Estado de Sao Paulo, Brasil. Los resultados
evidencian que el biodiesel producido a través del proceso de la presente
invencion presenta una cualidad proxima al diesel derivado del petroleo,
pudiendo ser empleado integralmente o en mezcla con ese combustible fosil en
motores tipo Diesel. Otra posibilidad es su utilizacion como substituto del
biodiesel producido a partir de productos agricolas que son ampliamente
requridos en la alimentacién humana y animal, como por ejemplo, la soya.
Tabla 15. Comparacion de las propiedades del biodiesel producido a partir de

Oleo de levadura y microalga con diesel derivado del petréleo

Caracteristicas Método/Técnica BL ; BM Diesel

Utilizadas Comercializado
Estado de Sao
Paulo-Brasil

H20+Sedimentos | ASTN D 1796 0,03 0,01 0,03

(% Volumen)

Cenizas ASTN D 482 0,0 0,01 0,0

(% Masa)

Densidad ASTN D 4052 875 869 852

Relativa a

20-4 °C (Kg/m?)

Punto de Fulgor | ASTN D 56 103 96 59

(min, °C)
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Viscosidad ASTN D 445 53 52 3,5
la 40 °C
Poder Calorifico | ASTN D 240 9860 9275 11300
Superior
(Kcal/Kg)
indice de cetano | ASTN 4737 46 45,5 44
ANP
Resolucién
210/2001

ASTM: American Society for Testing and Materials

Segiin un otro aspecto de la presente invencidn, la
transesterificacion de los 6leos provenientes de una de las subunidades de
extraccion o de licuefacciéon directa, o inclusive sus mezclas, pueden ser
transesterificados con el uso de etanol, isopropanol, butanol o cualesquier otros
alcoholes primarios, anhidros o hidratados, o sus mezclas en cualesquier
proporciones estequiométricas de 6leo/alcohol. La temperatura de la reaccion
debera variar de 25 °C a 120 °C. La Figura 7 ilustra un flujograma de la unidad
de transesterificacion, parte integrante del presente proceso.

En esa Unidad 6, la transesterificacion podra aun ser realizada
utilizandose diferentes catalizadores quimicos. Si la catdlisis es alcalina, se
puede utilizar el hidroxido de sodio, hidréxido de potasio u otros vy, si la catalisis
fuese acida, se puede utilizar el acido fosforico, acido clorhidrico, el carbonato
de calcio u otros. En el caso de catalisis enzimatica, se puede utilizar
cualesquier enzimas clasificadas como lipoliticas/lipases. De acuerdo con el
catalizador utilizado en el proceso, se debe aplicar el neutralizador
correspondiente en la etapa de lavado del biodiesel. La transesterificacion
puede también ser realizada utilizandose cosolventes tales como el
tetrahidrofurano u otros; los cuales irdn a aumentar la solubilidad del alcohol
primario utilizado. En este caso, queda dispensada la neutralizacion, pues son
recuperados juntamente con el alcohol.
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Ademas de estas dos opciones, hay una tercera, la reaccion de
transesterificacion en estado supercritico, en el cual la reaccién ocurrira a
temperaturas variando de 350 °C a 400 °C y presiones variando en el orden de
60 a 100 atm.

De un modo general, la reaccion de‘transesterificacién podra aun
ocurrir en lotes o en sistema continuo. El catalizador, el cosolvente, el alcohol y
la biomasa procesada podran ser adicionados al tanque de transesterificacion
conjuntamente o podran ser previamente mezclados en otro orden utilizandose
tanques adicionales para estas mezclas. La reaccién podra ocurrir con o sin
catalisis acida, basica o enzimatica, homogénea o heterogénea, con o sin el
uso de cosolventes, en estado supercritico 0 no y con o sin agitacion.

Después de la etapa de transesterificacion, el alcohol utilizado
podra ser recuperado por procesos de evaporacidon o destilacién flash,
procurando reducir la solubilidad del glicerol en el biodiesel. En caso que sea
utilizada transesterificacion con cosolvente, en esta etapa él sera removido
junto al alcohol.

- A continuacion de la etapa de transesterificacion, es realizada la
separacion de fases, resultando en una fase leve comprendiendo el biodiesel
(fase superior) y en una fase pesada comprendiendo el glicerol (fase inferior).
La separacion de fases podra ocurrir naturalmente por decantacién o a través
de la accién de un campo gravitacional centrifugo para acelerar este proceso,
pudiéndose entonces utilizar una centrifuga. Después de la separacion de
fases, el glicerol es retirado del sistema y recirculado como fuente de carbono
para la produccion de biomasa microbiana oleaginosa, al inicio del proceso
integrado segun la presente invencion. El biodiesel asi obtenido pasa,
alternativamente, por una etapa de lavado, visando la remocién de cualesquier
impurezas o de otros compuestos quimicos adicionados al proceso. Este
lavado es realizada utilizdndose diferentes proporciones agua/biodiesel y por
cualquier método adecuado. El efluente de esta etapa de lavado consiste en
una mezcla de agua y catalizador, en caso que éste haya sido empleado en la
etapa de transesterificacion.

b
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El biodiese! purificado podra entonces ser almacenado o,
deseandose un producto con calidad superior, se puede aun someterlo a una
etapa de evaporacion del agua remanente.

Como alternativa a la produccién de biodiesel, los lipidos
provenientes de la Unidad 5 - Extraccion de Oleos (lipidos) y Licuefaccién
Directa termopresurizada, conforme es ilustrada en la Figura 6 y lineas arriba
descrita, pueden ser utilizados directamente en la industria. Ventajosamente,
los lipidos provenientes de la subunidad de licuefaccion directa pueden ser
utilizados como combustibles para la generacion de calor y/o vapor, mientras
que los lipidos provenientes de la subunidad de extraccion, o sus mezclas con
aquellos provenientes de la subunidad de licuefaccion directa, pueden ser
utilizados como adyuvantes al petrdleo bruto o sus fracciones pesadas
provenientes del refinado, lo que proporcionara aumento en los rendimientos
en gasolina, diesel y demas fracciones durante el refinado o craqueado. La
Figura 8 ilustra un flujograma mostrando tales alternativas.

Los técnicos en el asunto percibiran, por la descripcion lineas
arriba, que el proceso para la produccion de biodiesel y/o fueloil a partir de
biomasa microbiana oleaginosa y/o algar segun la presente invencion es una
tecnologia innovadora, ecolégicamente sustentable, que no genera cualquier
tipo de residuo, proporcionando ademas la ventaja de liberar importantes
volumenes de oxigeno en la atmdsfera a partir de los tanques de produccion de
biomasa algar.



®e

10

15

20

25

30

44

REIVINDICACIONES
1. PROCESO PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL Y/O FUELOIL,

caracterizado por comprender como materia prima biomasa microbiana

oleaginosa obtenida a partir de derivados y residuos de la cafia de azucar, la
cual puede ser integrada con biomasa algar y/o con glicerol.

2. PROCESO PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL Y/O FUELOIL, de
acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado por comprender, en su forma
integrada, por lo menos una etapa de produccién de biomasa oleaginosa de
levaduras y/o hongos filamentosos la partir de los derivados y residuos de cafa
de azucar, una etapa de produccion de biomasa algar por el aprovechamiento
integral de los residuos, CO, y caldo residual, generados en la referida
produccion de biomasa oleaginosa, una etapa de extraccion de los lipidos
contenidos en las dichas biomasas microbiana oleaginosa y algar, dichos
lipidos siendo encaminados directamente para uso en la generacion de energia
0 vapor, y/o encaminado para una etapa de transesterificacién para la
produccion de biodiesel, de la cual el glicerol residual es recirculado como
materia prima para produccién de la referida biomasa microbiana oleaginosa.

3. PROCESO PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL Y/O FUELOIL, de
acuerdo con la reivindicacién 2, caracterizado por el hecho de que la etapa de
produccion de biomasa microbiana oleaginosa es realizada con el uso de la
levadura Rhodosporidiun toruloides OF A25. ‘

4 PROCESO PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL Y/O FUELOIL, de
acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizado por el hecho de que la etapa de
produccion de biomasa microbiana oleaginosa es realizada con el uso de una o
mas entre las levaduras y hongos filamentosos, rhodificados genéticamente o
no, elegida del grupo compuesto por Candida curvata, Candida guilhermondi,
Candida tropicalis, Candida sp Candida oleophila, Candida lipolitica,
Criptococcus terricolus, Hansenula saturnus. Hansenulla ciferrii, Lipomyces
starkei, Rhodutorala gracilis, Aspergillus fischeri, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus nidulans, Aspergillus ochrceus, Aspergillus terreus, Aspergillus

ustus, Cladosporium fulvum, Cladosporium herbarum, Mucor miehei

¥
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Penicillium gladiololi, Penicillium javanicum, Penicilium lilacinum, Penicillium
spinulosum, Peniciliumm ultimum, Criptococcus albidus, Lypomices starkeyi,
Rhodotorula glutinis, Trichosporon pullulans, Mortierrella hygrophila, M. zychae,
M. elengata, M. parvispora, M. schmuckeri, M. alpina, Lypomyces lipofeer,
Lipomyces tetrasporus, Williopsis saturnus, Candida diddensiae, Yarrowia
lipolitica, 'Trichosporon cutaneum.

5. PROCESO PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL Y/O FUELOIL, de
acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizado por el hecho de que la etapa de
produccion de biomasa algar es realizada con el uso de la microalga
Botryococcus braunii OF C27.

6. PROCESO PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL Y/O FUELOIL, de
acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizado por el hecho de que la etapa de
produccion de biomasa algar es realizada con el uso de algas y/o
cianobacterias que podran ser cultivadas de forma aislada o en cocultivos
(linajes combinados) y son formadas por el grupo constituido por Euglena sp.
(gracilis), Anabaena sp. (variabilis, cylindrica, hassali, planctonica), Dunaliella
sp. (salina, bardawil, tertioleta), Achananthes orientalis, Amphora
(delicatissima, cafeiformis), Ankistrodesmus falcatus, Chaetoceros sp. (muelleri
gracilis, muelleri subsalsum), Clorococcum sp., Chlorrella sp. (ellipsoidea,
salina), Chromonas sp. Chrysosphaera sp., Cricophaera sp., Cryptomonas sp.,
Cyclotella sp. (meneghiniana, cryptica), Navicula sp. Amphiprora hyalina,
Eustigmatophyte flagellate, Pleuorochysis sp., Franceia sp., Gleocapsa
sp.,Gloeothamnion sp., Hymenomonas sp., Isochrysis aff. Galbana,
Monoraphidium sp., Nannochloropsis sp. (salina), Navicula (saprophil,
pseudotenelloides, biskanterae, acceptata, saprophila, pseudotenelloides),
Nephrochloris sp., Nitzschia sp. (pusilla monoensis, elliptica, alexandrina,
quadrangula, pusila monoensis, inconspicua, microcephala, frustulum,
hantzchianna, intermédia, frustulum, communis), Ochromonas sp., Oocystis sp.
(pusilla), Oscillatoria sp. (subborevis, limnetica), Phaeodactylum tricornutum,
Platymonas sp., Pleurochrysis sp. (dentate), Prymnesiophyte sp.,

Pseudoanabaena sp., Pyraminonas sp., Stichococcus sp., Synechococcus sp.,
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Tetraselmis suecica, Thalassiosira weissflogii, Nitzschia sp., asi como sus
mutantes y/o linajes modificados genéticamente capaces de acumular lipidos
en su biomasa.

7. PROCESO PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL Y/O FUELOIL, de
acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado por el hecho de los derivados de
la cana de azucar ser bagazo de cafia de azucar hidrolizado concentrado y
descontaminado (BHCD), caldo, melaza, aztcar moreno y/o refinado.

8. PROCESO PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL Y/O FUELOIL, de
acuerdo con la reivindicacion 7, caracterizado por el hecho del bagazo de cafa
de azucar sufrir un pretratamiento para alterar el tamano y la estructura de las
fibras lignocelulésicas, micro y macroscopicamente, y alterar la composicién
quimica y estructura submicroscépica de las mismas antes de ser hidrolizado,
dicho pretratamiento siendo efectuado por medios fisicos, fisicoquimicos,
quimicos, biolégicos o sus combinaciones, preferentemente por medio de
trituracion mecénica o molienda, siendo enseguida hidrolizado por medios
quimicos 0 enzimaticos.

9. PROCESO PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL Y/O FUELOIL, de
acuerdo con la reivindicacién 8, caracterizado por el hecho del bagazo de cana
de azucar pretratado, seco y con particulas aproximadamente de 0,1-0,8mm,
ser hidrolizado a cerca de 125 °C, por un periodo de cerca de 20 minutos,
utilizandose para cada 1 kg de materia seca cerca de 120 gramos de acido
sulfarico concentrado, con una relaciéon solido liquido de 1:10, siendo el
hidrolizado concentrado y descontaminado.

10. PROCESO PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL Y/O FUELOIL, de
acuerdo con las reivindicaciones 2 o 3, caracterizado por el hecho de ser
preparado un indculo de la cepa Rhodosporidiun toruloides OF A25 en medio
YN (Yeast Medium) sdlido, la cual es sometida al crecimiento en estufa a cerca
de 30°C durante 5 dias e incubada por un periodo de cerca de 72 horas, siendo
dicho medio YN compuesto por glucosa (10g/l), peptona (5,0 g/l), extracto de
levadura (3,0 g/l), extracto de malte (3,0 g/l), Agar (20 g/l) y pH 5,0.
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11.  PROCESO PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL Y/O FUELOIL, de
acuerdo con las reivindicacion 2, caracterizado por el hecho de la biomasa
microbiana oleaginosa ser producida en biorreactor dotado de agitacion
mecanica, en un tiempo de cerca de 24 horas a cerca de 150 horas, en una
relacion carbono/nitrégeno variando de cerca de 0,5 a 500, un pH variando de
2,5 a 8,5 y una temperatura en el rango de 10 a 50 °C, siendo el medio de
cultivo aireado con un volumen de aire en el rango de 0,1 la 5 v/v/m (volumen
de aire por volumen de medio por minuto).

12. PROCESO PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL Y/O FUELOIL, de
acuerdo con la reivindicaciéon 2, caracterizado por el hecho de que la
produccion de biomasa microbiana oleaginosa comprenda:

- la preparacion de un medio de preindculo comprendiendo cerca de 10 g/l de
glucosa, 5 g/l de peptona, 3 g/l de extracto de levadura y 3 g/l de extracto de
malte;

- la preparacién de un medio de adaptacion comprendiendo 10 g/l de melaza
de cafia de azucar, 5 g/l de hidrolizado de bagazo de cafia de azlcar
concentrado y descontaminado, 5 g/l de glicerol y 5 g/l de extracto de levadura:
y

- un medio de propagaciéon comprendiendo cerca de 40 g/l de melaza de cafa
de aztcar, 30 g/l de hidrolizado de bagazo de cafa de azlcar concentrado y
descontaminado, 30g/l de glicerol, 5 g/ de extracto de levadura, 2,5 g/l de urea
y 0,5 mi/l de antiespumante, siendo todos estos medios desarrollados en un pH
en cerca de 5,0.

13.  PROCESO PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL Y/O FUELOIL, de
acuerdo con las reivindicacion 2, caracterizado por el hecho de que la etapa de
produccion de biomasa algar comprenda:

- la adaptacién de la microalga en caldo residual de biomasa microbiana
oleaginosa, en cultivos incubados por un periodo de cerca de 15 dias, en los
cuales son mantenidos a una temperatura de 25 °C (+ 2 °C), agitacién de cerca
de 110 rpm, cerca de 1500 Lux de intensidad de irradiacién luminosa por

periodos de 12 horas alternados con 12 horas en el oscuro, siendo la biomasa
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algar formada filtrada, lavada con agua destilada y seca por 24 horas en estufa
a cerca de 100°C;

- preparacion de inéculo para el cultivo de la microalga en caldo residual de
biomasa microbiana oleaginosa, o una mezcla de caldo + agua, siendo la
concentracion inicial de microalga adaptada con valores minimos en el orden
de0,24g/l;y

- activacion, por medio de la cultivo activo (inéculo), de fotobiorreactores
conteniendo caldo residual de biomasa microbiana oleaginosa, los cuales son
provistos de agitacion y aeracién a través de un flujo de aire atmosférico de
cerca de 1 v/iv/im (volumen de aire por volumen de medio), con temperatura
controlada en el rango de 30 °C (+2 °C), poseyendo dichos fotobiorreactores
una iluminancia de cerca de 1500 Lux, por un tiempo de cultivo de cerca de 15
dias.

- inyeccion de dioxido de carbono residual de la etapa de produccion de
biomasa microbiana oleaginosa en los fotobiorreactores, en los cuales son
burbujeados de manera a alcanzar una concentracién en la forma disuelta en el
medio del orden de 0,1-30%; y

- separacion o recoleccién de la biomasa algar producida por centrifugacion y/o
filtracion.

14.  PROCESO PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL Y/O FUELOIL, de
acuerdo con las reivindicacién 2, caracterizado por el hecho de las biomasas
de levadura oleaginosa y algar pasar por un proceso de rompimiento celular
para facilitar la extraccion de sus oleos (lipidos) a través de extractor tipo
Soxhlet y por licuefaccion directa termopresurizada.

15. PROCESO PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL Y/O FUELOIL, de
acuerdo con las reivindicaciones 2 o 14, caracterizado por el hecho de que los
lipidos extraidos de las biomasas oleaginosa microbiana y algar sean
transesterificados para la produccion de biodiesel segiin un proceso en el cual
el glicerol residual es recirculado para alimentar el biorreactor de produccion de
biomasa microbiana oleaginosa.

5%
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16.  PROCESO PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL Y/O FUELOIL, de
acuerdo con las reivindicaciones 2 o 14, caracterizado por el hecho de que los
lipidos extraidos de las biomasas, oleaginosa microbiana y algar, sean
utilizados directamente como combustibles para la generacion de calor y/o
vapor, o como adyuvantes al petréleo bruto o sus fracciones pesadas
provenientes de la refinaciéon.
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RESUMEN
“PROCESO PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL Y/O FUELOIL”

La presente invencion trata de un proceso para la produccion de
biodiesel y/o fueloil a partir de biomasa microbiana oleaginosa y/o algar y/o de
derivados y residuos de la cafia de azicar. Los productos objeto de la presente
invencion son adecuados para uso directo en motores y en la generacion de
energia o vapor.

El proceso integrado segun la presente invencién comprende la
utilizacion, como materia prima, biomasa microbiana oleaginosa obtenida a
partir de derivados y residuos de la cafia de azucar, la cual es integrada con
biomasa algar y/o con glicerol y son procesadas a través de etapas de
produccién de biomasa microbiana oleaginosa de levaduras y/o hongos
filamentosos, etapas de produccién simultanea de biomasa algar por el
aprovechamiento integral de los residuos, C0, y caldo residual de la referida
produccién de biomasa microbiana, asi como etapas de extraccién vy
transesterificacion de los lipidos contenidos biomasa, con reutilizacion del
glicerol residual .producido. El proceso descrito se trata de tecnologia
innovadora, ecolégicamente sustentable, que no genera ningln tipo de residuo,
proporcionando aun la ventaja de liberar importantes volumenes de oxigeno en
la atmosfera.
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(30) Prioridad ~ (31) No. Prioridad 32) Fecha (33) Pais

Si P10804115-6 02/05/08 Brasil
(72) Inventor(es) DOLIVAR CARAUCCINETO

(74) Apoderado: MONICA WOLF WASSERMAN

(54) Titulo: ~ “PROCESO PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL Y/O FUELOIL”

‘. Reivindicacion(es):

‘ 1. PROCESO PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL Y/O FUELOIL, caracterizado por comprender como materia prima
biomasa microbiana oleaginosa obtenida a partir de derivados y residuos de la cafia de azucar, la cual puede ser integrada con
biomasa algar y/o con glicerol.

2. PROCESO PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL Y/O FUELOIL, de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado por
comprender, en su forma integrada, por lo menos una etapa de produccion de biomasa oleaginosa de levaduras y/o hongos
filamentosos la partir de los derivados y residuos de cafia de aziicar, una etapa de produccion de biomasa algar por el
aprovechamiento integral de los residuos, C02 y caldo residual, generados en la referida produccion de biomasa oleaginosa, una etapa
de extraccion de los lipidos contenidos en las dichas biomasas microbiana oleaginosa y algar, dichos lipidos siendo encaminados
directamente para uso en la generacion de energia o vapor, y/o encaminado para una etapa de transesterificacion para la produccion
de biodiesel, de la cual el glicerol residual es recirculado como materia prima para produccion de la referida biomasa microbiana
oleaginosa.
3. PROCESO PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL Y/O FUELOIL, de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizado por el
hecho de que la etapa de produccion de biomasa microbiana oleaginosa es realizada con el uso de la levadura Rhodosporidiun
toruloides OF A25.
4. PROCESO PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL Y/O FUELOIL, de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizado por el
hecho de que la etapa de produccion de biomasa microbiana oleaginosa es realizada con el uso de una o mas entre las levaduras y
hongos filamentosos, modificados genéticamente o no, elegida del grupo compuesto por Candida curvata, Candida guilhermond,
Candida tropicalis, Candida sp., Candida oleophila, Candida lipolitica, Criptococcus terricolus, Hansenula saturnus. Hansenulla ciferrii
. Lipomyces starkei, Rhodutorala gracilis, Aspergillus fischeri, Aspergillus fumigatus, Aspergillus nidulans, Aspergillus ochrceus,
Aspergillus terreus, Aspergillus ustus, Cladosporium fulvum, Cladosporium herbarum, Mucor miehei, Penicillium gladiolofi, -Penicillium
. Javanicum, Penicilium lilacinum, Penicillium spinulosum, Peniciliumm uftimum, Criptococcus albidus, Lypomices starkeyi, Rhodotorula
g glutinis, Trichosporon pullulans, Mortierrella hygrophila, M. zychae, M. elengata, M. parvispora, M. schmuckeri, M. alpina, Lypomyces
lipofeer, Lipomyces tetrasporus, Williopsis saturnus, Candida diddensiae, Yarrowia lipolitica, Trichosporon cutaneum.

5. PROCESO PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL Y/O FUELOIL, de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizado por el
hecho de que la etapa de produccién de biomasa algar es realizada con el uso de la microalga Botryococcus braunii OF C27.
6. PROCESO PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL Y/O FUELOIL, de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizado por el

hecho de que la etapa de produccion de biomasa algar es realizada con el uso de algas ylo cianobacterias que podran ser cultivadas
de forma aislada o en cocultivos (linajes combinados) y son formadas por el grupo constituido por Euglena sp. (gracilis), Anabaena sp.
(variabilis, cylindrica, hassali, planctonica), Dunaliella sp. (salina, bardawi, tertioleta), Achananthes orientalis, Amphora (delicatissima,
cafeiformis), Ankistrodesmus falcatus, Chaetoceros sp. (mueller gracilis, muelleri subsalsum), Clorococcum sp., Chlorrella sp.
(ellipsoidea, salina), Chromonas sp. Chrysosphaera sp., Cricophaera sp., Cryptomonas sp., Cyclotella sp. (meneghiniana, cryptica),
Navicula sp. Amphiprora hyalina, Eustigmatophyte flageliate, Pleuorochysis sp., Franceia sp., Gleocapsa sp.,Gloeothamnion sp.,
Hymenomonas sp., Isochrysis aff. Galbana, Monoraphidium sp., Nannochloropsis sp. (salina), Navicula (saprophil, pseudotenelloides,
biskanterae, acceptata, saprophila, pseudotenelioides), Nephrochloris sp., Nitzschia sp. (pusilla monoensis, elliptica, alexandrina,
quadrangula, pusila monoensis, inconspicua, microcephala, frustulum, hantzchianna, intermédia, frustulum, communis), Ochromonas
sp., Oocystis sp. (pusilla), Oscillatoria sp. (subborevis, limnetica), Phaeodactylum tricornutum, Platymonas sp., Pleurochrysis sp.
(dentate), Prymnesiophyte sp., Pseudoanabaena sp., Pyraminonas sp., Stichococcus sp., Synechococcus sp., Tetraselmis suecica,
Thalassiosira weissflogii, Nitzschia sp., asi como sus mutantes ylo linajes modificados genéticamente capaces de acumular lipidos en
Su biomasa.

7. PROCESO PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL Y/O FUELOIL, de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado por el
hecho de los derivados de la cafia de aziicar ser bagazo de cafia de azicar hidrolizado concentrado y descontaminado (BHCD), caldo,
melaza, aziicar moreno y/o refinado.

8. PROCESO PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL Y/O FUELOIL, de acuerdo con Ia reivindicacion 7, caracterizado por el
hecho del bagazo de cafia de azicar sufrir un pretratamiento para alterar el tamafio y la estructura de las fibras lignoceluldsicas, micro
y macroscopicamente, y alterar fa composicion quimica y estructura submicroscopica de las mismas antes de ser hidrolizado, dicho




| £

pretratamiento siendo efectuado por medios fisicos, fisicoquimicos, quimicos, bioldgicos o sus combinaciones, preferentemente por
medio de trituracion mecénica o molienda, siendo enseguida hidrolizado por medios quimicos o enzimaticos.

9. PROCESO PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL Y/O FUELOIL, de acuerdo con la reivindicacion 8, caracterizado por el
hecho del bagazo de cafia de aztcar pretratado, seco y con particulas aproximadamente de 0,1-0,8mm, ser hidrolizado a cerca de 125
°C, por un periodo de cerca de 20 minutos, utilizandose para cada 1 kg de materia seca cerca de 120 gramos de acido sulfurico
concentrado, con una relacion solido liquido de 1:10, siendo el hidrolizado concentrado y descontaminado.

10. PROCESO PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL Y/O FUELOIL, de acuerdo con las reivindicaciones 2 o 3, caracterizado
por el hecho de ser preparado un inoculo de la cepa Rhodosporidiun toruloides OF A25 en medio YN (Yeast Medium) solido, fa cual es
sometida al crecimiento en estufa a cerca de 30°C durante 5 dias e incubada por un periodo de cerca de 72 horas, siendo dicho medio

- YN compuesto por glucosa (10g/), peptona (5,0 gl), extracto de levadura (3,0 g/l), extracto de malte (3,0 gll), Agar (20 g/ly y pH 5,0.

11. PROCESO PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL Y/O FUELOIL, de acuerdo con las reivindicacion 2, caracterizado por el
hecho de la biomasa microbiana oleaginosa ser producida en biorreactor dotado de agitacion mecanica, en un tiempo de cerca de 24
horas a cerca de 150 horas, en una relacion carbono/nitrogeno variando de cerca de 0,5 a 500, un pH variando de 2,5 a 8,5 y una
temperatura en el rango de 10 a 50 °C, siendo el medio de cultivo aireado con un volumen de aire en el rango de 0,1 la 5 vivim
(volumen de aire por volumen de medio por minuto). :

12. PROCESO PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL Y/O FUELOIL, de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizado por el
hecho de que la produccion de biomasa microbiana oleaginosa comprenda:

- la preparacion de un medio de preindculo comprendiendo cerca de 10 g/l de glucosa, 5 g/t de peptona, 3 g/l de extracto de levadura y
3 g/l de extracto de malte;

- la preparacion de un medio de adaptacion comprendiendo 10 g/l de melaza de cafia de azicar, 5 g/l de hidrolizado de bagazo de
cafia de azlcar concentrado y descontaminado, 5 g/l de glicerol y 5 g/l de extracto de levadura; y v

- un medio de propagacion comprendiendo cerca de 40 g/l de melaza de cafia de azicar, 30 g/ de hidrolizado de bagazo de cafia de
azlicar concentrado y descontaminado, 30g/l de glicerol, 5 g/l de extracto de levadura, 2,5 g/l de urea y 0,5 mit de antiespumante,
siendo todos estos medios desarroflados en un pH en cerca de 5,0.

13. PROCESO PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL Y/O FUELOIL, de acuerdo con las reivindicacion 2, caracterizado por el
hecho de que la etapa de produccion de biomasa algar comprenda:

- la adaptacion de la microalga en caldo residual de biomasa microbiana oleaginosa, en cultivos incubados por un periodo de cerca de
15 dias, en los cuales son mantenidos a una temperatura de 25 °C ( 2 °C), agitacion de cerca de 110 rpm, cerca de 1500 Lux de
intensidad de irradiacién luminosa por periodos de 12 horas alternados con 12 horas en el oscuro, siendo la biomasa algar formada
filtrada, lavada con agua destilada y seca por 24 horas en estufa a cerca de 100°C;

- preparacion de indculo para el cultivo de la microalga en caldo residual de biomasa microbiana oleaginosa, o una mezcla de caldo +
agua, siendo la concentracion inicial de microalga adaptada con valores minimos en el orden de 0,2 ally

- activacion, por medio de la cultivo activo (inoculo), de fotobiorreactores conteniendo caldo residual de biomasa microbiana
oleaginosa, los cuales son provistos de agitacion y aeracion a través de un flujo de aire atmosférico de cerca de 1 v/ivim (volumen de
aire por volumen de medio), con temperatura controlada en el rango de 30 °C (+2 °C), poseyendo dichos fotobiorreactores una
iluminancia de cerca de 1500 Lux, por un tiempo de cultivo de cerca de 15 dias.

- inyeccion de dioxido de carbono residual de la etapa de produccion de biomasa microbiana oleaginosa en los fotobiorreactores, en los
cuales son burbujeados de manera a alcanzar una concentracion en la forma disuelta en el medio del orden de 0,1-30%: y

- separacion o recoleccion de la biomasa algar producida por centrifugacion y/o filtracion.

14. PROCESO PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL Y/O FUELOIL, de acuerdo con las reivindicacién 2, caracterizado por el
hecho de las biomasas de levadura oleaginosa y algar pasar por un proceso de rompimiento celular para facilitar la extraccion de sus
oleos (lipidos) a través de extractor tipo Soxhlet y por licuefaccion directa termopresurizada.

18. PROCESO PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL Y/O FUELOIL, de acuerdo con las reivindicaciones 2 o 14,
caracterizado por el hecho de que los lipidos extraidos de las biomasas oleaginosa microbiana y algar sean transesterificados parala
produccion de biodiesel seglin un proceso en et cual el glicerol residual es recirculado para alimentar el biorreactor de produccién de
biomasa microbiana oleaginosa.

16. PROCESO PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL Y/O FUELOIL, de acuerdo con las reivindicaciones 2 o 14,
caracterizado por el hecho de que los lipidos extraidos de las biomasas, oleaginosa microbiana y algar, sean utilizados directamente
como combustibles para la generacion de calor y/o vapor, o como adyuvantes al petréleo bruto o sus fracciones pesadas provenientes
de la refinacion.
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Fecha: 2008-02-05 15:36:43 _ Dep. 2020 NUECREACIONE
Tra.2 PATENTES Eve:1 REGDEPOSITO

Act. 411 PRESENTACION Folios: 69
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Feoha: 2009-02-:08 15 3643 _ 7 REGDE wreio
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REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE
PCT
PATENTE DE INVENCION [/ MODELO DE l;JTILl:DAD [ ]
@ Indicacion de que se solicita la concesion de una patente . [/T
|
€ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [/]/
€ Descripcion de la invencion N [/]/
€ Dibujos de ser estos pertinentes (1
4 Comprobante de pago de las tasas establecidas | [ —]/
COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

DISENO INDUSTRIAL [ ] |
Indicacion de que se solicita el registro de Disefio Industrial ; [

¢ ]
/

¢ Datos de identificacion del solicitante o de la persona gue presenta la solicitud [ ]

¢ Representacion grafica y fotografica -del Disefio Industrial o muestrcl del [ ]
material que incorpora el disefio v

¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas | [ ]

COMPLETA [ ] INCOMPLETA[ ]

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

_0 Indicacion de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado
¢ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
€ Representacion grafica del esquema trazado

€ Comprobante de pago de las tasas establecidas | :
. I

— e

COMPLETA [ ] ‘ INCOMPl ETA [ ]

SANDpy pog by

Firma Responsable

|
|
|
|
|
!

f

1

Fecha FCL - O o5 Carrera 13 No. 27-00 Piso 5, 7 y 10
/ Conmutador: 3 82 08.40

Fax: 3505220
E-mail: info@sic.gov'.c_
WWW.SIC.gov.Co |
Bogota, D.C., Colombia
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REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Bogotd,
2020

Doctor (a)

WOLF WASSERMAN MONICA

Apoderado(a) y/o Representante de

AURO FINO PARTICIPACQOES E EMPREENDIMENTOS S.A

REFERENCIA Radicacidén No. 9 10962
Tramite 2
Evento 1
Actuacidn 430
Oficio No. 3’753

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisidn 486 de la Comisidén de la Comunidad Andina, se le comunica que:

1. El solicitante debe allegar una copia clara y legible de la figura
caracteristica ( figura No. 1, folio 56).

En cumplimiento del articulo 392 de la Decisidn 486, se le requiere para que dentro
del término de dos (2) meses siguientes ala fecha de notificacidn del presente
oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados. En caso de no dar
cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerara abandonada y
perderd su prelaciédn.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto de itulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

ALIX CARMENZA CRKSPEDES DE VERGEL
Jefe de la(fiyiéién de Nuevas Creaciones

El anterior requerimiento fue notificado por fijacién en lista de

fecha 2 6,”AR'2009-

jfernand

Se recuerda al interesado gque debe presentar, dentro de los dieciséis meses
siguientes contados a partir de 1la fecha de presentacidén de la solicitud cuya
prioridad se invoca, copia de la misma certificada por la autoridad que la expidid
Y en los casos en que haya lugar, la traduccidén simple del capitulo
reivindicatorio. El incumplimiento de éste plazo, acarrearid la pérdida de la
prioridad invocada.



