OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @Namero de publicacién: 2 525 793
@Eint. cl.

C12N 9/42 (2006.01)
C12P 7/64 (2006.01)
C12P 21/02 (2006.01)
D21C 5/00 (2006.01)

D21H 11/20 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea: 22.12.2010 E 10196494 (8)
Fecha y numero de publicacion de la concesién europea: 01.10.2014  EP 2468857

Tl’tulo: Sistema de procesos integrado para la produccidn de lipidos y reduccion a pulpa

Fecha de publicaciéon y mencién en BOPI de la @ Titular/es:
traduccion de la patente:
30.12.2014 NESTE OIL OYJ (100.0%)

Keilaranta 21
02150 Espoo, FI

@ Inventor/es:

KOSKINEN, PERTTU y
TANNER, REIJO

Agente/Representante:
VALLEJO LOPEZ, Juan Pedro

ES 2525793 T3

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 525793 T3

DESCRIPCION
Sistema de procesos integrado para la produccion de lipidos y reduccién a pulpa

La presente invencion se refiere a un sistema de procesos integrado, en el que uno de los procesos es un proceso
de la industria de la pulpa o del papel y el otro proceso es un proceso de produccion de aceite unicelular (proceso de
produccion de lipidos microbianos). La invencion se refiere también a un proceso de produccion de lipidos a partir de
residuos industriales de pulpa y/o papel en el sistema integrado y al uso de los lipidos.

Antecedentes

La hemicelulosa representa una fraccion relativamente alta en los materiales de madera, siendo normalmente del 20
al 40 % en peso del material de madera en funcién de la especie maderera. En los procesos de reduccion quimica a
pulpa, tales como los procesos de reduccion a pulpa Kraft y pulpa disolvente, la madera se deslignifica. Ademas de
la lignina, en el proceso de reduccién quimica a pulpa, se separa la hemicelulosa en gran medida de la celulosa, y el
producto de pulpa final solo contiene cantidades bajas o nulas de hemicelulosa dependiendo del proceso. Por lo
tanto, aproximadamente la mitad de la madera se disuelve en los procesos quimicos de reduccién a pulpa. En los
procesos de reduccioén a pulpa, tales como la reduccion a pulpa Kraft o pulpa al sulfito (pulpa disolvente), la fraccion
de hemicelulosa que se separa de la pulpa principalmente se somete a combustién y no se valoriza.

En el proceso principal de reduccion a pulpa, la reduccion a pulpa Kraft (reduccién a pulpa al sulfato y coccion), la
lignina de la madera y, en parte, la hemicelulosa se disuelven en condiciones severas en un digestor (coccion). Los
productos de degradacion de la hemicelulosa en el licor resultante (licor negro) son bastante complejos, y su
separacion y purificacion del licor son dificiles, siendo poco idéneos para los procesos microbianos. Por esa razon, el
licor negro se quema en la caldera de recuperacion para producir electricidad y energia térmica. Sin embargo, la
hemicelulosa tiene un valor calérico significativamente mas bajo que la lignina, y la combustién de las hemicelulosas
disueltas no constituye un uso econémico éptimo de este recurso. Por lo tanto, preferentemente, se deberia extraer
la hemicelulosa, antes de la coccion, para generar productos de mayor valor. Una opcion para valorizar la
hemicelulosa es convertirla en productos quimicos y/o biocombustibles (por ejemplo, etanol, butanol) mediante
procesos microbioldgicos. Sin embargo, esta extraccion previa de la hemicelulosa antes de la reduccion a pulpa no
deberia reducir el rendimiento ni la calidad de la pulpa.

La pulpa disolvente (también denominada celulosa disolvente) es una pulpa de madera blanqueada que tiene un alto
contenido de celulosa (> 90 %). La pulpa disolvente es una pulpa de calidad quimica usada como materia prima para
una amplia variedad de derivados de celulosa, por ejemplo, rayon (textiles), celofan, acetato de celulosa y
metilcelulosa. La pulpa disolvente se fabrica mediante el proceso al sulfito o el proceso Kraft con una etapa de
extraccion de las hemicelulosas previa al proceso de reduccién a pulpa. La hemicelulosa es un subproducto que se
esta desperdiciando en gran medida en las fabricas de hoy en dia, pues se suele quemar en las calderas,
perdiéndose la mayor parte de la energia en forma de calor residual.

Se pueden aplicar varios métodos diferentes de extraccion previa de la hemicelulosa antes de la reduccién a pulpa
Kraft, tales como la extraccién en agua caliente a presion (tratamiento hidrotérmico) y diversos métodos organosolv
usando alcoholes (por ejemplo etanol, metanol) y/o acidos organicos (por ejemplo, acido acético, acido férmico,
acido malico, acido lactico o acido peracético) posiblemente complementados con un catalizador acido tal como SO..
Los métodos pueden facilitar principalmente la eliminacién de la hemicelulosa o tanto de la lignina como de la
hemicelulosa de la fraccion de pulpa. En la mayoria de estos métodos de extraccion previa, la hemicelulosa se
obtiene, al menos parcialmente, en forma oligomérica. Los oligdmeros necesitan ser hidrolizados en monémeros
antes de poder ser convertidos en los productos finales por microorganismos. La conversiéon de los oligdmeros de
azucar de la hemicelulosa en mondémeros de azicar puede ser realizada por enzimas especificas tales como
xilanasas, arabinasas, galactosidasas y/o mananasas, dependiendo del tipo de hemicelulosa (dependiendo de la
especie maderera). Dichas enzimas son producidas por ciertos microorganismos, normalmente, por hongos o
bacterias.

En la técnica anterior, se ha sugerido un concepto de biorrefineria que incluye la extraccion previa de la
hemicelulosa antes del proceso de reduccion a pulpa y la utilizacion de la fraccion de hemicelulosa en la produccion
de etanol o productos quimicos. En Huang et al. (2008), se presenta una revision de los métodos de extraccion
previa de la hemicelulosa, y en Marinova et al. (2009), una visién general de la biorrefineria de la pulpa Kraft que
incluye la extraccion previa de la hemicelulosa. La publicacion de patente US20090165968 describe un método para
extraer previamente la hemicelulosa antes del proceso de reduccién a pulpa Kraft, lo que aumenta la susceptibilidad
de la hemicelulosa a las fermentaciones bioldgicas para la obtencion de etanol y productos quimicos. En Mendes et
al. (2010), se describe la produccion de etanol a partir de la hemicelulosa previamente extraida de un proceso de
reduccion a pulpa Kraft de eucalipto.

Aunqgue en la técnica anterior se han descrito varios métodos mediante los cuales se puede extraer material de
madera y, en particular, hemicelulosa para los procesos de la industria de la pulpa, todavia existe la necesidad de
nuevos procesos que faciliten el fraccionamiento y la posterior valorizacion del material de madera, en particular, de
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la hemicelulosa, para los procesos de la industria de la pulpa.

La degradacion y la utilizacion del material lignocelulésico también son importantes en otros campos de la industria
ademas de en los procesos de la industria de la pulpa. Los aceites unicelulares se han usado tradicionalmente como
productos especiales, por ejemplo, en alimentos sanos. También se ha descrito un tipo similar de proceso de
produccion para la generacion de lipidos destinados a la produccion de biodiesel. Sin embargo, dado que el
producto es una sustancia quimica basica de bajo coste, los costes del proceso no deberian estar en el nivel de los
costes de proceso de los productos especiales. Ademas, la produccion de lipidos por parte de los microorganismos
heteroétrofos normalmente es muy baja, inferior al 20 % por ciento en peso del azicar suministrado, y en el mejor de
los casos, se puede transformar del 22 al 24 % de los azUcares disponibles en aceite. Por estas razones, para la
produccion de aceite, es necesaria la utilizacion de materias primas de bajo coste, tales como materia prima
lignoceluldsica.

En general, los procesos de produccion de aceites unicelulares con el uso de microorganismos comprenden el
cultivo de microorganismos en biorreactores aireados, permitiendo que las células acumulen lipidos, la cosecha de
las células ricas en lipidos y la obtencién de aceite de las células.

La utilizacién de materia prima celuldsica para la produccion de aceite se ha sugerido en algunas publicaciones
recientes de patente. El documento US 2009/0064567 A1 desvela la produccion de aceites biolégicos por
fermentacion heterotréfica mediante el cultivo de microorganismos del reino Stramenopile usando materia prima que
contiene celulosa como principal fuente de carbono. La celulosa es hidrolizada por enzimas o por otros
microorganismos capaces de sacarificar la celulosa. El documento US2009/0011480 A1 desvela la produccion de
aceites bioldgicos a partir de material celuldsico despolimerizado por microalgas y hongos.

La publicacién de patente US2009/217569 desvela la produccion de aceite unicelular a partir de diversos
hidrolizados lignocelulésicos e hidrolizados de otros materiales, incluyendo la madera y los residuos de la industria
de la pulpa y del papel para la fabricacién de biocombustibles. EIl método comprende tratar el material original con
agua, acido o base y poner en contacto el filtrado o el precipitado con microorganismos productores de lipidos. La
técnica anterior también describe la produccion de lipidos directamente de azucares poliméricos de lignocelulosa, tal
como xilano segun Fall et al. (1984), o celulosa segun Hui et al. (2010) por organismos capaces de producir
celulasas o hemicelulasas.

Peng Xiao-Wei et al. (2007) desvelan un proceso de produccion de aceite microbiano y enzimas celulasas por
hongos endofiticos utilizando paja de trigo sometida a explosion de vapor como fuente de carbono.

Bhat (2000) desvela el uso de celulasas y hemicelulasas en aplicaciones biotecnoldgicas relacionadas con la pulpa 'y
el papel, tales como la reduccién biomecanica a pulpa y el bioblanqueamiento de pulpas Kraft.

Por lo general, la hidrélisis enzimatica es realizada en una etapa separada del proceso de producciéon de
biocombustibles por enzimas comerciales. Normalmente, las enzimas comerciales se adquieren y producen fuera
del propio proceso de produccién de biocombustibles. El precio de las enzimas es el principal factor de coste en la
conversion de los materiales celuldsicos en biocombustibles mediante procesos microbiolégicos.

Sumario
Es un objetivo de la presente invencion proporcionar una solucién a los problemas encontrados en la técnica
anterior. En concreto, la presente invencion tiene por objetivo proporcionar una solucién técnicamente beneficiosa a

los problemas encontrados en los procesos de la industria de la pulpa y/o del papel.

Es otro objetivo proporcionar una solucion técnicamente beneficiosa a los problemas encontrados en la produccién a
gran escala de aceite unicelular.

Es otro objetivo mas de la presente invencion proporcionar una solucion que permita mejorar la economia de la
produccion de aceite unicelular a gran escala.

Es otro objetivo mas de la presente invencion proporcionar una solucion que permita la reduccion de la carga
ambiental.

La presente invencion tiene por objetivo, en particular, resolver los problemas relacionados con la fabricacion de
biocombustible para el transporte.

Para conseguir estos objetivos, la invencion tiene las caracteristicas que se enumeran en las reivindicaciones
independientes. El resto de reivindicaciones representa las realizaciones preferidas de la invencion.

El método de acuerdo con la invencién se basa en el hallazgo de que las corrientes secundarias de los procesos de
la industria de la pulpa y del papel comprenden una cantidad significativa de nutrientes que puede servir como



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 525793 T3

fuente de carbono para los microorganismos, en particular, para los microorganismos productores de lipidos.

Se ha encontrado ahora que el proceso de produccion de lipidos genera una cantidad significativa de proteinas, en
particular, de enzimas. Mas concretamente, en relacién con un proceso de produccion de aceite unicelular, se puede
producir una cantidad significativa de enzimas capaces de degradar el material de madera o materia organica de la
industria de la pulpa y/o del papel. En la presente invencién, se ha encontrado que las enzimas producidas en el
proceso de produccioén de lipidos se pueden volver a utilizar en los procesos de la industria de la pulpa y/o del papel,
tales como en los procesos de la industria de la pulpa, por ejemplo, en el blanqueamiento de la pulpa, el destintado
de la pulpa, el tratamiento de la lignocelulosa antes de la reduccién quimica a pulpa, la fabricacion de pulpa
disolvente, el descortezado o los procesos de modificacion de las fibras.

En un aspecto, se proporciona un sistema integrado que comprende un primer proceso, que es un proceso de
produccién de aceite unicelular, y un segundo proceso, que es un proceso de la industria de la pulpa y/o del papel.
En el sistema, la materia organica procedente de la industria de la pulpa y/o del papel se introduce en el proceso de
produccion de lipidos, y en el proceso de produccion de lipidos, se usa un microorganismo capaz de producir lipidos,
o lipidos y enzimas, cuando se cultiva en un medio que comprende materia organica procedente de la industria de la
pulpa y/o del papel. En una realizacion, los lipidos o los lipidos y las enzimas son producidos por dichos
microorganismos en el proceso de produccion de aceite unicelular. En otra realizacion, las enzimas se producen en
un proceso conectado al proceso de produccién de aceite unicelular.

Por lo general, el sobrenadante y las células de microorganismos se separan del cultivo de microorganismos, y se
recuperan lipidos de las células de los microorganismos. En diversas realizaciones, el sobrenadante o una fraccion
enriquecida en proteinas del sobrenadante o una dilucién del sobrenadante que comprende enzimas cataliticamente
activas se recuperan del proceso de produccién de lipidos o de un proceso conectado al mismo. En una realizacién,
el sobrenadante o una fraccion enriquecida en proteinas del sobrenadante que comprende enzimas del proceso de
produccion de lipidos se introducen en el proceso de la industria de la pulpa y/o del papel.

En una realizacion, las enzimas se producen en un proceso separado del proceso de produccién de lipidos o por
otro microorganismo distinto del microorganismo productor de lipidos.

En una realizacion preferida, las enzimas y los lipidos son producidos por el mismo microorganismo.

En una realizacion preferida, el proceso microbioldgico de produccion de lipidos utiliza fracciones o residuos de la
industria de la pulpa y/o del papel, tales como hemicelulosa o lodos primarios tales como los procedentes de los
procesos de destintado de la pulpa, y produce sustancias utiles, tales como enzimas, para su uso en los procesos de
la industria de la pulpa y/o del papel. Simultaneamente, el proceso microbioldgico produce cantidades considerables
de lipidos que se pueden usar para diversos fines, por ejemplo, para la producciéon de biocombustibles. El sistema
de procesos integrado proporciona una forma de utilizacion mas completa y de valorizacion de la biomasa
lignoceluldsica en los procesos de la industria de la pulpa y/o del papel.

La industria de la pulpa y/o del papel puede producir una mayor variedad de subproductos valiosos mediante la
valorizacion de las corrientes secundarias que los procesos de la técnica anterior, permitiendo ventajas competitivas.

En resumen, cabe concluir que la invencion ofrece ventajas en tanto en cuanto:

- lainvencion descrita en el presente documento puede mejorar la rentabilidad de los procesos de la industria de la
pulpa y/o del papel.

- la valorizacién de la corriente de hemicelulosa mediante la produccién de biocombustibles para el transporte
genera beneficios econémicos. En las fabricas de pulpa Kraft de la técnica anterior, la hemicelulosa termina en el
licor negro y es sometida a combustion.

- la conversion de los residuos que contienen celulosa de la industria de la pulpa y/o del papel, tales como los
lodos primarios del destintado, descortezado, proceso de reducciéon quimica a pulpa, proceso de reduccion
mecanica a pulpa o proceso de fabricacion de papel. La generaciéon de productos de valor, tales como lipidos
mediante microorganismos, aporta un valor anadido al actual proceso de tratamiento de aguas residuales
aerobico y/o anaerdbico.

- la produccion de las enzimas necesarias en los procesos de la industria de la pulpa y/o del papel in situ genera
un ahorro de costes. También reduce la necesidad de la estabilizaciéon de las enzimas antes de su uso.

- el bioproceso consolidado para la produccion de lipidos (digestion enzimatica y fermentacién en la misma etapa
del proceso) reduce el coste y mejora la eficacia en comparacion con los procesos que ofrecen una etapa
especifica para la produccion de hemicelulosa y/o de produccion de lipidos. Se reducen costes al eliminar o
reducir la necesidad de adquirir enzimas del exterior.
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- los procesos quimicos de reduccion a pulpa producen grandes cantidades de excedentes energéticos, sobre
todo en forma de calor. La utilizacion del exceso de calor procedente del proceso de reduccion a pulpa mejora la
eficacia energética. Por ejemplo, el calor del proceso de reducciéon a pulpa (combustion de la lignina) para
concentrar azucares en hidrolizado de hemicelulosa (jarabe), para purificar el hidrolizado, o en la recuperacién de
disolventes en la recuperacion de aceite del proceso de produccién de lipidos.

- el coste energético del tratamiento de los materiales lignocelulésicos o materiales que comprenden otra biomasa
de carbohidratos poliméricos se reduce mediante el uso de enzimas del propio proceso de produccion de aceite
unicelular en lugar de o ademas de las enzimas comerciales, y los tratamientos termomecanicos y quimicos.

- la eliminaciéon de proteinas enzimaticas del resto de los licores de la fermentacion de la produccién de aceite
unicelular reduce la carga de consumo de oxigeno bioldgico del licor de fermentacion liberado de la produccion
de aceite unicelular.

- el balance de carbono del proceso de produccién de aceite unicelular se mejora cuando las proteinas
enzimaticas, en lugar de causar carga biolégica en las corrientes del proceso, se reducen o eliminan de las
aguas residuales de la fermentacion, se reutilizan con fines cataliticos o se usan como un nutriente en el proceso
de produccion de aceite unicelular u otros procesos biotecnoldgicos.

Breve descripcion de las figuras
Las Figuras 1 y 2 muestran esquemas de proceso.

La Figura 3 muestra la xilosa liberada en el ensayo de hidrdlisis por volumen de caldo de cultivo. Como sustrato
se usaron 200 mg de xilano de madera de abedul.

La Figura 4 muestra la xilosa liberada en el ensayo de hidrolisis por proteina. Como sustrato, se usaron 200 mg
de xilano de madera de abedul.

La Figura 5 muestra la xilosa y la xilobiosa liberadas en el ensayo de hidrdlisis por volumen de caldo de cultivo.
Como sustrato, se usaron 200 mg de xilano de madera de abedul.

La Figura 6 muestra la xilosa y la xilobiosa liberadas en el ensayo de hidrélisis por proteina. Como sustrato, se
usaron 200 mg de xilano de madera de abedul.

La Figura 7 muestra el azucar liberado (xilosa y glucosa) como el % del sustrato (500 mg de celulosa nativa o
biomasa residual de cultivo) durante el ensayo de hidrélisis con 1 ml de solucién de xilanasa comercial.

La Figura 8 muestra la xilosa liberada en el ensayo de hidrdlisis por volumen de caldo de cultivo. Como sustrato,
se usaron 200 mg de xilano de madera de abedul.

La Figura 9 muestra la xilosa liberada en el ensayo de hidrolisis por proteina. Como sustrato, se usaron 200 mg
de xilano de madera de abedul.

La Figura 10 muestra la glucosa liberada en los ensayos de hidrélisis por volumen de caldo de cultivo. Como
sustrato, se usé 1 g de celulosa. Parte de la xilosa se liberd de la hemicelulosa procedente del caldo de cultivo
usado.

La Figura 11 muestra la glucosa liberada en el ensayo de hidrdlisis por proteina. Como sustrato, se us6 1 g de
celulosa. Parte de la xilosa se liberé de la hemicelulosa procedente del caldo de cultivo usado.

Descripcion detallada

En el presente documento, "un proceso de produccién de aceite unicelular" se refiere a un proceso que comprende
las etapas de formar o permitir la formacion de un microorganismo sintetizador de lipidos y permitir que la masa del
organismo asi obtenida produzca y/o almacene (acumule) lipidos, recuperar las células de la fase liquida, y extraer o
recuperar los lipidos de las células y/o del medio de cultivo o liquido. Como se describe mas adelante en el presente
documento, en los diversos grupos de microorganismos, tales como entre bacterias, arqueobacterias, hongos
(hongos filamentosos), levaduras y algas, hay microorganismos productores de aceite unicelular.

Como se describe en el presente documento, la presente invencién usa microorganismos capaces de producir tanto
lipidos como enzimas. "Un microorganismo" se refiere, en algunas realizaciones de la invencion, a dos o mas
microorganismos. En algunas realizaciones, las enzimas son producidas por un microorganismo y el aceite
unicelular (lipidos) por otro microorganismo.
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La expresion "aceite unicelular” se refiere a una sustancia grasa, cuya molécula generalmente contiene, como una
parte de la misma, una cadena de hidrocarburo alifatico que se disuelve en disolventes organicos no polares, pero
que es poco hidrosoluble. Los aceites unicelulares son un grupo esencial de grandes moléculas de las células vivas.
Los aceites unicelulares son, por ejemplo, lipidos, grasas, ceras, ésteres de ceras, esteroles, terpenos, isoprenoides,
carotenoides, polihidroxialcanoatos, acidos nucleicos, acidos grasos, alcoholes grasos, aldehidos grasos, ésteres de
acidos grasos, fosfolipidos, glucolipidos, esfingolipidos y acilgliceroles, tales como triacilgliceroles, diacilgliceroles o
monoacilgliceroles.

Los aceites unicelulares preferidos son los lipidos, las grasas, las ceras, los acilgliceroles, y los acidos grasos y sus
derivados, en particular, los triglicéridos y los ésteres de cera.

En relacion con la presente invencion, "lipido" se usa como sinénimo de aceite unicelular, y "proceso de produccion
de lipidos", como sinénimo de proceso de produccion de aceite unicelular.

En el presente documento, "proceso de la industria de la pulpa” se refiere a un proceso destinado a la produccién de
pulpa a partir de materiales lignocelulésicos o fibras recicladas, asi como materiales de fibra necesarios para la
produccién de pulpa.

En el presente documento, "industria de la pulpa y/o del papel" se refiere a la rama de la industria que produce
diversos tipos de papel, carton, papel, papel de periddico, papel higiénico y articulos de carton, pulpa, y paneles de
aislamiento y tableros duros. La industria de la pulpa y/o del papel usa materiales lignocelulésicos o fibras recicladas
como materias primas. La industria de la pulpa y/o del papel incluye procesos tales como la reduccion quimica a
pulpa, la reducciéon mecanica a pulpa, la reducciéon semiquimica a pulpa, la reduccién quimiotermomecanica a pulpa,
procesos de reciclaje de fibras y la fabricacion de papel.

"Reduccion quimica a pulpa” se refiere a un proceso donde el material lignoceluldsico tal como madera o virutas de
madera se trata con productos quimicos y calor, lo que resulta en la eliminacion de la mayor parte de la lignina y, de
ese modo, en la liberacion de fibras sin dafiar seriamente las fibras de celulosa. Por lo general, la mayoria de la
lignina y la hemicelulosa se vuelve hidrosoluble en la reducciéon quimica a pulpa, retirandose asi de las fibras de
pulpa. Aproximadamente la mitad del material de madera se disuelve en la reduccién quimica a pulpa. Los
principales métodos de reduccion quimica a pulpa son la reduccion a pulpa Kraft y el proceso de produccion de
pulpa disolvente (proceso al sulfito). La coccién en soda es una modificacion de un proceso de coccion de Kraft, en
el que no se usa sulfito de sodio.

"Proceso de produccion de pulpa Kraft" o "reduccién a pulpa Kraft " o "coccion de Kraft" se refieren a un proceso de
reduccion quimica a pulpa en el que el material lignocelulésico se trata con una mezcla de hidréxido de sodio y
sulfuro de sodio que rompe los enlaces que unen la lignina a la celulosa. La coccién en soda es una modificacion del
proceso de coccion de Kraft, en el que no se usa sulfito de sodio. Se pueden usar disolventes organicos tales como
etanol, metanol y acido peracético como producto quimico de refuerzo en el proceso de produccion de pulpa Kraft.

"Proceso de produccién de pulpa disolvente” o "proceso al sulfito" se refiere a un proceso de reducciéon quimica a
pulpa en el que el acido sulfuroso (H2SO3) y los iones bisulfito actuan en la degradacion y la disolucion de la lignina.
La reduccion a pulpa al sulfito acido se realiza a un pH bajo, de 1 a 2, mientras que la reduccion a pulpa al sulfito
neutro se realiza a valores de pH 7 a 9. Se pueden usar disolventes organicos, tales como etanol, metanol y acido
peracético como un producto quimico de refuerzo en el proceso de produccién de pulpa disolvente.

"Proceso organosolv" se refiere a un proceso de reduccion quimica a pulpa en el que se usan productos quimicos
organicos para lograr la eliminacion de la lignina y la liberacion de las fibras. Los productos quimicos organicos
tipicos usados en el proceso organosolv incluyen, pero sin limitacion, metanol, etanol, acido férmico, acido acético,
acido peraceético, acetato de etilo y acetona. La eliminacion de la lignina en el proceso organosolv se puede reforzar
por la adicién de catalizador acido tal como acido sulfdrico o dioxido de azufre (SOy).

"Reduccion mecanica a pulpa” se refiere a un proceso en el que las fibras del material lignocelulésico tal como
madera o virutas de madera se liberan mecanicamente tal como mediante molienda. Los principales tipos de pulpas
mecanicas incluyen pulpa mecanica de muela de piedra y la pulpa de refinador. La pulpa mecanica de muela de
piedra se fabrica triturando los troncos vy, si la madera se vaporiza antes de la molienda, se conoce como pulpa de
madera triturada a presién. La pulpa de refinador se fabrica suministrando virutas de madera hacia el centro de los
discos giratorios (refinado), si la pulpa se trata con vapor de agua antes del refinado, la pulpa se denomina pulpa
termomecanica. En la fabricacién de pulpa quimiotermomecanica, la madera se trata previamente con productos
quimicos tales como sulfito de sodio, y con vapor para refinar las virutas. En todos los casos, el rendimiento de la
pulpa es alto, normalmente del 95 al 98 %, lo que significa que todos los componentes de madera quedan retenidos
en la fibra con pérdidas solo menores de sustancias facilmente hidrosolubles, lo que difiere de los procesos de
reduccion quimica a pulpa, donde el rendimiento de la pulpa es significativamente inferior.

"Proceso de fibras recicladas” o "proceso de reciclaje de fibras” se refiere al proceso que usa los productos de pulpa
usados tales como el papel, y los vuelve a convertir en nuevos productos de pulpa o de papel. El proceso permite el
reciclaje y la reutilizacion de los productos de pulpa y de papel. El proceso de reciclaje de fibras consiste, en general,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 525793 T3

en tres etapas: volver a reducir a pulpa el papel, eliminar los contaminantes tales como la tinta (destintado) y
blanquear las fibras.

De acuerdo con una realizacion preferida, la hidrolisis y la produccion de biocombustibles se llevan a cabo utilizando
microorganismos que son capaces tanto de producir enzimas capaces de hidrolizar los aztcares oligoméricos como
de producir biocombustibles. Normalmente, esto se lleva a cabo en una sola etapa.

De acuerdo con una realizacién preferida, al menos un 5 %, al menos un 10 %, al menos un 20 %, al menos un
30 %, al menos un 40 %, preferentemente al menos un 50 %, mas preferentemente al menos un 60 %, mas
preferentemente al menos un 70 %, mas preferentemente al menos un 80 %, todavia mas preferentemente al menos
un 90 % de determinadas enzimas, que se usan en el proceso de la industria de la pulpa y/o del papel, es producido
por un microorganismo también productor de lipidos. En el proceso de la industria de la pulpa y/o del papel, se
pueden usar varias enzimas de las cuales, normalmente, algunas enzimas o grupos de enzimas se producen en el
proceso de produccion de aceite unicelular integrado o en un proceso conectado al mismo, y algunas enzimas o
grupos de enzimas se obtienen de otras fuentes, por ejemplo, enzimas comerciales.

En el presente documento, la expresion "un microorganismo productor de lipidos” significa uno o mas
microorganismos productores de lipidos, preferentemente un microorganismo productor de lipidos.

De acuerdo con oftra realizacion, las enzimas son producidas por uno o mas microorganismos distintos del
microorganismo productor de lipidos en el mismo proceso de produccion de lipidos o en un proceso conectado al
mismo. El/los microorganismo/s puede/n ser (a) microorganismo/s productor/es de enzimas especificas de manera
eficaz, tales como enzimas hidroliticas, por ejemplo, Trichoderma o Bacillus. "Un proceso conectado al proceso de
produccion de lipidos" significa, por ejemplo, un proceso donde se trata la materia prima para el proceso de
produccion de lipidos, por ejemplo, con enzimas.

De acuerdo con una realizacién adicional, las enzimas se producen en un proceso separado del proceso de
produccion de los lipidos. Las enzimas se producen, por ejemplo, en un proceso separado por parte de un
microorganismo eficaz en la produccion de enzimas especificas, tales como enzimas hidroliticas. Como alternativa,
las enzimas son enzimas comerciales.

De acuerdo con una realizacion adicional, la hidrdlisis y la produccion de biocombustibles se llevan a cabo de una
manera similar utilizando microorganismos que son capaces de producir enzimas capaces de hidrolizar los azlUcares
oligoméricos y de producir biocombustibles, pero las enzimas producidas se usan por separado para hidrolizar la
materia prima, tal como celulosa (o hemicelulosa). Los productos de la hidrélisis se usan después en la
fermentacion.

De acuerdo con otra realizacién mas, el proceso de produccion de lipidos a base de microorganismos heterotrofos
esta integrado en un proceso de la industria de la pulpa y/o del papel. Los microorganismos heterétrofos usan
residuos o fracciones de la industria de la pulpa y/o del papel como materias primas para la produccion de lipidos.

En una realizacion, la materia organica usada para la produccién de lipidos comprende al menos un 30 %,
preferentemente al menos un 50 %, preferentemente un 60 % de lignocelulosas, preferentemente al menos un 70 %,
mas preferentemente al menos un 80 %, todavia mas preferentemente al menos un 90 % de lignocelulosas, o
materiales derivados de la lignocelulosa de la industria de la pulpa y/o del papel.

En una realizacion, la materia organica de la industria de la pulpa y/o del papel usada en un proceso de produccion
de lipidos comprende al menos un 60 %, preferentemente al menos un 70 %, mas preferentemente al menos un
80 %, todavia mas preferentemente al menos un 90 % de una fraccion de lignocelulosa, o materiales derivados de la
lignocelulosa tales como hemicelulosas o de celulosa.

En una realizacion, la materia organica de la industria de la pulpa y/o del papel usada en un proceso de produccion
de lipidos comprende al menos un 5 %, al menos un 10 %; al menos un 20 %, preferentemente al menos un 30 %,
preferentemente al menos un 40 %, preferentemente al menos un 50 %, preferentemente al menos un 60 %,
preferentemente al menos un 70 %, mas preferentemente al menos un 80 %, todavia mas preferentemente al menos
un 90 % de azucares poliméricos.

El grado de polimerizacion y la cantidad de monosacaridos del producto hidrolizado de la deslignificacion dependen
en gran medida de la coccion de la lignocelulosa o del método de pretratamiento. Por lo general, la extraccion en
agua caliente a presion de los materiales lignoceluldsicos genera una fraccion de hemicelulosa que consiste
principalmente en hemicelulosa oligomérica. Por otro lado, el proceso de producciéon de pulpa disolvente
normalmente genera un producto hidrolizado, es decir, un licor de sulfito agotado, donde los azucares de la
hemicelulosa estan principalmente en forma monomeérica.

En una realizacion, la materia organica de la industria de la pulpa y/o del papel, con al menos la eliminacion parcial
de la lignina, usada en un proceso de produccion de lipidos comprende al menos un 20 %, al menos un 30 %, al
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menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, preferentemente al menos un 70 %, mas preferentemente al
menos un 80 %, todavia mas preferentemente al menos un 90 % de hemicelulosa o materiales derivados de la
hemicelulosa.

En una realizacion, la materia organica de la industria de la pulpa y/o del papel, con al menos la eliminacion parcial
de la lignina, usada en un proceso de produccion de lipidos comprende al menos un 20 %, al menos un 30 %, al
menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, preferentemente al menos un 70 %, mas preferentemente al
menos un 80 %, todavia mas preferentemente al menos un 90 % de celulosa.

Mas concretamente, las fracciones adecuadas para la produccion de lipidos microbianos incluyen materiales de
hemicelulosa que se separan antes del proceso de reduccion a pulpa en si. Este proceso integrado se puede utilizar
en diferentes tipos de procesos de reduccion a pulpa incluyendo los procesos de produccion de pulpa Kraft y de
pulpa disolvente.

En una realizacion, la produccion de la celulasa y/o hemicelulasa, la hidrdlisis de la celulosa y/o la hemicelulosa y la
fermentacion se llevan a cabo en una sola etapa. Esto ofrece la posibilidad de reducir costes y aumentar la eficacia
en comparacion con los procesos especificos de produccion de celulasa y/o hemicelulasa. Esto se traduce en un
ahorro de los costes del capital, de sustrato y de otras materias primas, y de las herramientas asociadas con la
produccion de la celulasa y/o hemicelulasa. Ademas, ofrece la posibilidad de obtener mayores velocidades de
hidrdlisis y, por tanto, de reducir el volumen del reactor y la inversion de capital. El proceso de una sola etapa reduce
significativamente los costes mediante la eliminacion o al menos la disminucién de la necesidad de enzima
producida en un bioproceso independiente.

En otra realizacion mas, los microorganismos heterétrofos usan lodo/s primario/s procedentes de la industria de la
pulpa y/o del papel, tales como lodo/s primario/s procedente/s del destintado, del descortezado, de la reduccion
quimica a pulpa, de la reduccién mecanica a pulpa o de la fabricacién de papel. Los lodos primarios se pueden
combinar con otras fracciones o residuos de la industria de la pulpa y/o del papel, tales como la hemicelulosa o la
celulosa.

Los microorganismos usados en la produccion de lipidos son preferentemente aquellos capaces de utilizar la
hemicelulosa polimérica por poseer exoenzimas, tales como hemicelulasas capaces de degradar la hemicelulosa.
Las hemicelulasas tales como las xilanasas, arabinasas, mananasas, galactosidasas se pueden recuperar del medio
de cultivo agotado (usado) procedente del proceso de produccion de lipidos y reutilizarlas en el proceso de
reduccion a pulpa, por ejemplo, para el blanqueamiento de la pulpa, el destintado de la pulpa, la fabricacion de pulpa
disolvente o la modificacién de las fibras. Dichas enzimas pueden ser producidas, por ejemplo, por hongos o
bacterias, hongos preferentemente pertenecientes al género Aspergillus, A. oryzae, Humicola, Rhizopus o
Trichoderma, o bacterias, preferentemente Streptomyces.

En otra realizacién, los microorganismos productores de lipidos que se usan son capaces de utilizar los aztcares
poliméricos de la hemicelulosa y la celulosa. Las hemicelulasas y/o las celulasas se pueden recuperar del medio de
cultivo del proceso de produccién de lipidos y reutilizarlas en el proceso de reduccion a pulpa, por ejemplo, en la
modificaciéon de las fibras, el procesamiento de fibras recicladas o el destintado. Dichas enzimas pueden ser
producidas, por ejemplo, por hongos o bacterias, preferentemente pertenecientes al género Aspergillus, tales como
A. terreus, o bacterias pertenecientes a Strepfomyces.

De acuerdo con una realizacién preferida, las enzimas generadas en la produccion de lipidos de la industria de la
pulpa y/o del papel, tales como las procedentes de las corrientes secundarias y de los residuos de las fabricas de
pulpa y/o papel, tales como corriente o lodo primario de hemicelulosa, se recuperan del proceso microbiolégico y se
utilizan en la industria de la pulpa y/o del papel, tal como en una fabrica de pulpa y/o papel. Preferentemente, las
enzimas hemicelulasas para una aplicacién en el blanqueamiento previo de la pulpa o la eliminacion del xilano
residual del proceso de produccion de pulpa disolvente poseen una actividad baja o nula de degradacion de la
celulosa, con el fin de no afectar ni degradar las fibras de celulosa de la pulpa. Dichas enzimas que pueden ser
producidas, por ejemplo, por hongos preferentemente pertenecientes al género Aspergillus, tales como A. oryzae,
también son oleaginosas y capaces de acumular lipidos procedentes de la hemicelulosa. Una aplicacién de
reutilizacion alternativa de las enzimas hemicelulasas consiste en reciclarlas de nuevo hacia el proceso de
produccién de lipidos.

Las enzimas también se pueden usar en la industria de la pulpa y/o del papel para reducir los costes de fabricacion
del papel o para mejorar el producto. Los principales usos de las enzimas incluyen el blanqueamiento de la pulpa,
donde se usan enzimas de la hemicelulosa (por ejemplo, xilanasas y mananasas), y posiblemente lacasas, con el fin
de facilitar la eliminacién de la hemicelulosa y/o de la lignina. La utilizacion de enzimas en el blanqueamiento de la
pulpa reduce el consumo de productos quimicos de blanqueamiento, lo que se traduce en beneficios tanto
econémicos como medioambientales. Las enzimas usadas en el proceso de reduccién a pulpa son enzimas
comerciales producidas en fabricas de enzimas independientes. La produccién de enzimas in situ puede ahorrar
costes debido a la disminucién de la necesidad del procesamiento de las enzimas, tal como la estabilizacién previa a
SU USoO.
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También existen muchas otras aplicaciones para las enzimas en la industria de la pulpa y/o del papel, tales como
ayudar en el destintado, mejorar la reduccion a pulpa Kraft, reducir la recogida de recipientes, facilitar el enriamiento,
eliminar selectivamente componentes de las fibras, modificar las propiedades de las fibras, aumentar la flexibilidad
de las fibras y unir covalentemente las cadenas laterales o los grupos funcionales, descortezar, limpiar las maquinas
de papel, y eliminar la brea y el limo.

El blanqueamiento de la pulpa, es decir, la eliminacion de la lignina de las pulpas quimicas, se necesita por razones
estéticas y para mejorar las propiedades del papel, porque la lignina residual que queda tras la reduccién a pulpa al
sulfito confiere un color marréon no deseado al papel. Los objetivos del tratamiento enzimatico dependen de las
condiciones reales de la fabrica y pueden estar relacionados con las exigencias medioambientales, la reduccion de
los costes quimicos, o el mantenimiento o la mejora de la calidad del producto.

La aplicacion mas importante de las enzimas xilanasas se encuentra en el blanqueamiento previo de la pulpa Kraft, y
las xilanasas han ganado importancia como alternativa a los productos quimicos téxicos que contienen cloro. El
tratamiento de las pulpas quimicas con xilanasas supone un ahorro en el consumo de productos quimicos de
blanqueamiento, una disminucién de las cargas medioambientales y/o aumentos en la blancura final de la pulpa. El
impulsor principal han sido las ventajas econémicas y medioambientales que la enzima aporta a la planta de
blanqueamiento. Las xilanasas también se pueden usar en la eliminacién de haces de fibras, fibras que no se han
separado en fibras individuales en la reduccion a pulpa.

Las xilanasas se pueden usar en el procesamiento de las pulpas de celulosa para eliminar el xilano residual en el
proceso de produccion de pulpa disolvente. Las enzimas son capaces de degradar selectivamente la fraccion de
hemicelulosa sin afectar a la celulosa. Una vez que la hemicelulosa es eliminada por las hemicelulasas, la lignina
puede ser mas facilmente retirada y degradada por enzimas tales como la lacasa. La principal enzima necesaria
para mejorar la deslignificacion de la pulpa Kraft es la endo-B-xilanasa, pero se ha demostrado que el
enriquecimiento de otras enzimas tales como la mananasa, lipasa y a-galactosidasa mejora el efecto del tratamiento
enzimatico de la pulpa Kraft. La enzima xilanasa puede reducir la necesidad de productos quimicos oxidantes hasta
en un 20 %-40 %. (BEG et al., 2001). El preparado de enzima resultante debe estar completamente exento de
cualquier actividad celulasa. Ademas, se desean las xilanasas que sean activas y estables a alta temperatura y pH
alcalino (Beg et al. 2001). Se prefieren las enzimas tolerantes a pH alcalinos, ya que pueden funcionar sin ajuste del
pH en el blanqueamiento de la pulpa (Bajpai, 2004).

Los microorganismos preferidos para la produccion de xilanasas, en particular, para el blanqueamiento de la pulpa
son xilanasas fungicas de las especies Aspergillus y Trichoderma, y xilanasas bacterianas de la especie Bacillus,
especie Streptomyces y especie Clostridium. De estos géneros, especialmente Aspergillus y Streptomyces
contienen especies oleaginosas, es decir, capaces de acumular cantidades considerables de lipidos (> 15 % de su
peso seco celular) cuando se cultivan en condiciones adecuadas u 6ptimas.

Los microorganismos, cuando se cultivan en materias primas de la industria de la pulpa y/o del papel, son capaces
de producir y acumular al menos un 3 % (p/p) de lipidos de su peso seco celular, preferentemente al menos un 5 %,
mas preferentemente al menos un 10 %, 15 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %.

Las enzimas también se pueden usar en la modificacion de las fibras de la pulpa, especialmente en el refinado de la
pulpa del proceso de reduccion mecanica a pulpa. La modificacion enzimatica de las fibras tiene por objeto reducir el
consumo energético en la produccion de pulpas termomecanicas y aumentar la batibilidad de las pulpas quimicas o
mejorar las propiedades de las fibras.

Las enzimas xilanasa y pectinasa se pueden usar para ayudar en el descortezado, pudiendo generar un consumo
energético importante en el proceso de descortezado.

Se ha encontrado que la mezcla de enzimas xilanasa y celulasa a bajas concentraciones aumenta notablemente el
grado de refinado de las fibras recicladas sin reducir sustancialmente el rendimiento.

Las pulpas disolventes se pueden usar para producir materiales celul6sicos tales como acetatos, celofanes y
rayones. Su fabricacidon se caracteriza por la derivatizacién y, por lo tanto, la solubilizacion de celulosa altamente
purificada. La eliminacion de la hemicelulosa de las pulpas requiere el uso de altas cargas causticas y condiciones
apropiadas de reduccién a pulpa tales como la reduccion a pulpa al sulfito y la reduccion a pulpa Kraft previamente
tratada con acido. El tratamiento con xilanasa en el proceso de produccién de pulpa disolvente puede reducir la
carga quimica requerida durante la extraccion caustica o facilitar la extraccion de la hemicelulosa de las pulpas Kraft.

Las enzimas se pueden usar en el destintado de la pulpa para convertir las fibras secundarias en productos de alta
calidad. Las enzimas utilizadas en el destintado pueden ser, por ejemplo, celulasas, hemicelulasas, lacasas,
esterasas, lipasas y pectinasas.

Las lipasas se pueden usar en la eliminacion de la brea en la reduccion a pulpa, que genera problemas de
funcionamiento en las maquinas de papel. También se pueden usar enzimas especificas tales como las hidrolasas,
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amilasas y proteasas para limpiar y reducir el limo de las maquinas de papel.

La hemicelulosa representa una fraccion relativamente alta de los materiales de madera, siendo normalmente del 20
al 40 % en peso del material de madera dependiendo de la especie maderera. La hemicelulosa se separa de la
celulosa en el proceso de reduccion a pulpa, y el producto final de pulpa solo contiene cantidades pequefias o nulas
de hemicelulosa dependiendo del proceso. Para integrar el proceso de produccion de lipidos en un proceso
tradicional de reduccién a pulpa Kraft, se requiere un proceso unitario de separacion de hemicelulosa adicional
previo al proceso de reduccion a pulpa en si. Dicho proceso unitario puede ser cualquier proceso que separe la
hemicelulosa del material lignoceluldsico tal como, pero sin limitacion, la extraccion en agua caliente a presion
(tratamiento hidrotérmico), tratamientos acidos o tratamientos organosolv.

En el caso del proceso de produccion de pulpa disolvente, los procesos de la técnica anterior tales como el proceso
de producciéon de pulpa disolvente o proceso de Kraft con extraccion de hemicelulosa (tal como un tratamiento con
acido), los procesos generan una corriente de hemicelulosa y lignina que contiene azucares fermentables, y el
proceso de produccion de lipidos se puede integrar mas facilmente en el proceso de reduccién a pulpa.

El método de extraccion o separacion de la hemicelulosa de la lignocelulosa previo a la reduccion a pulpa se puede
realizar mediante cualquier método conocido. Preferentemente, la separacion de la hemicelulosa se realiza con un
método que produce, tras la posible purificacién y concentracion, productos hidrolizados que no presentan el
crecimiento de microorganismos productores de lipidos. Preferentemente, el método proporciona una fraccion de
hemicelulosa que contiene al menos una parte de los azucares en forma oligomérica. Una realizacion de la
invencion es el uso de la extraccion en agua caliente a presidon para extraer la hemicelulosa. Ademas de la
hemicelulosa, la extraccion en agua caliente a presion retira los minerales de los materiales lignoceluldsicos que
pueden ser preferibles en la fermentacién y reducir la necesidad de afiadir minerales al medio de cultivo.

En ciertas aplicaciones del pretratamiento, tales como en algunos tratamientos organosolv o en el licor de sulfito
agotado, se pueden disolver cantidades significativas tanto de hemicelulosa como de lignina de la fraccién de pulpa
que permanece solida. En estos casos, se prefiere la separacion de los azucares de la hemicelulosa y la lignina
antes del proceso de produccion de lipidos microbiolégico aerébico. La separacion de la fraccion de lignina de los
azucares de la hemicelulosa se puede realizar con cualquier método conocido. En los tratamientos organosolv, la
eliminacién de la lignina es potenciada por la accion directa de un disolvente organico (etanol, metanol, acetona,
acido acético, acido férmico, acetato de etilo, etc.) para disolver la lignina e hidrolizar la fraccion de hemicelulosa. Un
método general para separar la lignina de la hemicelulosa hidrolizada consiste en afiadir agua que genere la
precipitacion de la lignina.

Puede ser necesario tratar la hemicelulosa hidrolizada con diferentes operaciones unitarias antes de suministrar los
microorganismos. Puede ser necesaria la separacion de la lignina de los residuos de lignina. Puede ser necesario
concentrar los azucares de la hemicelulosa hidrolizada, por ejemplo, por evaporacion del agua. Ademas, puede ser
necesario deshacerse de los compuestos organicos tales como los acidos (acidos organicos) liberados en el
pretratamiento, o los disolventes tales como alcoholes o acidos, u otros compuestos tales como SO,, usados en la
hidrélisis. Se pueden usar métodos tales como, pero sin limitacién, separaciéon por corriente, evaporacién o
destilacion. Dichos procesos de evaporacion, destilacion o separacion pueden utilizar calor del proceso y corriente
del proceso de reduccion a pulpa (combustion de la lignina). La utilizacion del calor de proceso es ventajosa, ya que
normalmente las fabricas de pulpa producen un exceso de calor que no se puede utilizar. Ademas, puede ser
necesario concentrar los azicares mediante filtracion, o tecnologias o aplicaciéon de membranas. Por ejemplo, los
azucares oligoméricos de la hemicelulosa se pueden concentrar por filtracién a través de membrana. Puede ser
necesario purificar adicionalmente la hemicelulosa hidrolizada antes de suministrar los microorganismos. Los
métodos de acondicionamiento de los productos hidrolizados para eliminar los compuestos inhibidores pueden
contener, pero sin limitacion, precipitacion, filtracion, separacion o adsorcion, o tratamiento enzimatico.

La invencion descrita se puede aplicar a procesos de reduccion a pulpa usando cualquier material o mezcla de los
mismos, incluyendo, pero sin limitacién, madera blanda (tal como de pino, abeto), madera dura (tal como de
eucalipto, abedul, alamo, chopo, roble), bambu, paja de arroz, paja de cebada, paja de trigo, cafia de maiz, racimos
vacios de palma aceitera y bagazo. Preferentemente, la fraccion de hemicelulosa del material lignocelulésico se usa
como materia prima para la produccién de lipidos. Ademas de la utilizacién de la corriente de hemicelulosa, o
cualquier fraccién de la misma, como materia prima para la produccion de lipidos, se pueden usar las corrientes que
contienen celulosa, o cualquier fraccion de la misma, y/u otros compuestos adecuados para la produccion de lipidos.
El proceso de produccion de lipidos también puede utilizar otras corrientes de la industria de la pulpa y/o del papel,
tales como los residuos de fibras o el lodo primario de la industria de la pulpa y/o del papel. Por ejemplo, el
suministro de hemicelulosa se puede complementar con otras corrientes de la industria de la pulpa y/o del papel.
Ademas, el proceso de produccion de lipidos se puede complementar con otras materias primas distintas de las de
la industria de la pulpa y/o del papel, tales como materiales lignocelulésicos como residuos agricolas, cultivos
energéticos, residuos de papel, biomasa de algas, residuos de la industria alimentaria, residuos solidos organicos
municipales, residuos bioldgicos de las cocinas institucionales, almidén (tales como almidon de maiz, almidén de
trigo, almidén de patata, almidon de yuca, etc.) o azlcares, tales como melazas de cafia de azlcar o de la
remolacha azucarera. La materia prima para la produccion de lipidos también puede incluir materias primas de
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aditivos, tales como almidén o sus residuos, que se usan en un proceso de fabricacion del papel.

De acuerdo con una realizacién preferida, la corriente de hemicelulosa procedente del proceso de reduccién a pulpa,
o separada antes del proceso de reduccién a pulpa, es utiliza para la produccién de lipidos mediante
microorganismos. También se puede utilizar la fraccién fermentable de la hemicelulosa producida en el proceso de
reduccion a pulpa. Para la produccion de lipidos, se utilizan microorganismos capaces de utilizar los azucares
derivados de la hemicelulosa. Los microorganismos pueden ser cualquier organismo que sea capaz de acumular y/o
de producir lipidos (microorganismos oleaginosos). Dichos microorganismos son bacterias, levaduras, hongos
filamentosos (mohos) o algas que pueden crecer heterétrofa o mixotroficamente.

El microorganismo puede ser capaz de utilizar otros compuestos ademas de los azucares incluidos en la
hemicelulosa hidrolizada, tales como acidos organicos derivados de la biomasa lignocelulésica para el crecimiento y
la produccioén de lipidos. Los microorganismos también pueden utilizar compuestos, tales como acidos organicos o
alcoholes, afiadidos como reactivos en la extraccion de la hemicelulosa para el crecimiento y la producciéon de
lipidos. Bajas cantidades de dichos compuestos, normalmente del 0,01 al 10 %, pueden permanecer en el producto
hidrolizado tras la eliminacion de la mayoria de dichos reactivos. La presencia de dichos compuestos puede ser
ventajosa para el proceso microbioldgico de produccion de lipidos.

Los azucares de la hemicelulosa pueden estar en forma monomérica y/o en forma oligomérica para la produccion de
lipidos. En una realizacion mas preferida, los azucares estan principalmente en forma oligomérica. Por lo general, al
menos un 5 %, al menos un 10 %, al menos un 20 %, preferentemente al menos un 30 %, preferentemente al menos
un 40 %, preferentemente al menos un 50 %, preferentemente al menos un 60 %, preferentemente al menos un
70 %, preferentemente al menos un 80 %, mas preferentemente al menos un 90 % de la cantidad de los azUcares
esta en forma oligomérica y/o polimérica.

En una realizacion mas preferida, el proceso de produccion de lipidos utiliza microorganismos que son capaces de
utilizar los azlcares poliméricos mediante exoenzimas tales como hemicelulasas, xilanasas, arabinasas, mananasas
0 galactosidasas. Los microorganismos que se usan poseen enzimas o son capaces de producir enzimas que son
capaces de degradar y utilizar los azucares oligoméricos de la hemicelulosa de diferentes materiales tales como
materiales de madera incluyendo los galactoglucomananos de la madera dura y el xilano de la madera blanda, y los
(arabino)xilanos de materiales herbaceos tales como la paja. Los exoenzimas degradantes de azucares poliméricos
producidas por microorganismos se pueden concentrar o recuperar del medio de cultivo agotado y reutilizar en el
proceso de reduccion a pulpa como dilucidon o agua del proceso. Las hemicelulasas se usan ampliamente en los
procesos de reduccion a pulpa, por ejemplo, en el blanqueamiento de la pulpa y en la modificacion de las fibras.
Cuando se usan para blanquear la pulpa, se prefiere que las hemicelulasas sean termoestables y tolerantes al pH
alcalino. Esto disminuira la necesidad de enfriar y ajustar el pH de la corriente de pulpa antes del tratamiento
enzimatico, lo que puede simplificar el proceso y ahorrar costes de capital y operativos.

La industria de la pulpa y/o del papel produce diversas corrientes residuales que contienen azlcares poliméricos
tales como celulosa y/o hemicelulosa, dependiendo del proceso. El principal proceso de tratamiento de aguas
residuales usado en las plantas de pulpa y papel es la sedimentacion primaria (clarificacion, sedimentacion), donde
se extrae la materia solida. Esto se considera un tratamiento primario de las aguas residuales, y los sdlidos
producidos se conocen como lodo primario. Los lodos primarios normalmente contienen celulosa oligomérica,
hemicelulosa y lignina y/o compuestos inorganicos. El lodo primario es una materia prima adecuada para la
produccion de lipidos por microorganismos. El/los lodo/s primario/s de la industria de la pulpa y/o del papel se usan
para la produccion de lipidos por parte de microorganismos. Los lodos primarios se pueden pretratar para mejorar la
biodegradabilidad de los azucares, o se pueden tratar para reducir la cantidad de lignina o los residuos de lignina,
los compuestos inorganicos o los compuestos inhibidores antes de suministrarlos al bioproceso.

En una realizacion preferida, se usan microorganismos que son capaces de producir lipidos y enzimas capaces de
hidrolizar los azucares poliméricos. Dichas enzimas enriquecidas y/o recuperadas del medio de cultivo usado se
pueden volver a usar en el proceso de la industria de la pulpa y del papel.

Los lodos primarios de la industria de la pulpa y/o del papel incluyen, por ejemplo, lodos procedentes del destintado,
del descortezado, de la reduccién quimica a pulpa, mecanica, de la reduccion semiquimica o mecanica a pulpa y de
la fabricacion de papel. El lodo primario de la reduccién quimica a pulpa incluye lodo primario del proceso de
reduccién a pulpa Kraft y lodos primarios del proceso de reduccion a pulpa disolvente. Los lodos primarios de la
reduccion mecanica y semiquimica a pulpa incluyen los de los procesos de reduccién mecanica a pulpa de muela de
piedra (SGW), reduccion mecanica a pulpa presurizada (PGW), reduccion mecanica pulpa de refinador (RMP) y
reduccion termomecanica a pulpa (TMP). El lodo primario del proceso de destintado procede de la fabrica de papel
que usa fibra reciclada, y dicho lodo puede contener tinte, colorante, goma de pegar, agente de cohesioén, asi como
cargas de papel y otros aditivos inorganicos, ademas de la fibra de celulosa. Por lo general, el lodo requiere la
separacion al menos parcial de los componentes inorganicos de la fibra antes de suministrarlo en el proceso
microbiano de produccién de lipidos. El lodo primario de las fabricas de papel contiene cargas de fabricacion del
papel tales como arcilla, carbonato de calcio, talco y diéxido de titanio, ademas de fibras de celulosa. Por lo general,
se requiere la separacion al menos parcial de dichos compuestos inorganicos que se suministran en el proceso de
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produccién de lipidos microbianos.

En una realizacion, el proceso de produccion de lipidos microbianos esta integrado en un proceso de reciclaje de
fibra (proceso de reciclaje de pulpa). El lodo primario del proceso de la industria de la pulpa y del papel, tal como los
lodos del destintado, se usa como materia prima para la produccion de lipidos por parte de microorganismos. Los
lodos del destintado se pueden ftratar para reducir el contenido de compuestos inorganicos, o compuestos
inhibidores organicos o inorganicos antes de suministrarlos al bioproceso. El lodo del destintado se puede
complementar con otras materias primas procedentes de la industria de la pulpa y/o del papel o de otros lugares,
tales como residuos lignocelulésicos agricolas, cultivos energéticos, microalgas, cultivos de azucar, almidén,
sacarosa o melaza. El proceso microbiolégico que usa al menos parte del lodo primario u otros residuos organicos
del proceso de reciclaje de fibras, tales como del destintado, produce lipidos que se pueden recuperar y transformar
en biocombustibles, y enzimas que son, por ejemplo, capaces de hidrolizar los azicares poliméricos. Las enzimas
se pueden recuperar y/o enriquecer del medio de cultivo agotado y reutilizar en un proceso de la industria de la
pulpa y/o del papel, tal como en el proceso del reciclaje de fibra, en el destintado del papel. Las enzimas
recuperadas también se pueden usar en otras partes del proceso de produccion de pulpa y papel, o venderse y
utilizarse en cualquier otro proceso.

Las enzimas del medio de cultivo agotado, capaces de hidrolizar los azicares poliméricos, incluyen, por ejemplo
celulasas y/o hemicelulasas dependiendo del microorganismo usado. Preferentemente, se incluyen tanto celulasas
como hemicelulasas en el medio de cultivo agotado. El proceso de produccion de lipidos a partir de lodo primario se
puede complementar con otros residuos de la industria de la pulpa y/o del papel, o de materias primas procedentes
de otros lugares, tales como residuos agricolas, residuos de la industria alimentaria o biomasa lignoceluldsica, o
almidon o melaza.

Los exoenzimas se producen in situ suministrando a los microorganismos hemicelulosa que se ha extraido del
mismo material que se usa para la produccion de celulosa. Por lo tanto, los exoenzimas producidas in situ son muy
adecuadas para el blanqueamiento de la pulpa in situ.

En una realizacién, un sobrenadante resultante del tratamiento de la pulpa o de una corriente de la industria de la
pulpa y/o del papel con enzimas en un proceso de la industria de la pulpa y/o del papel se vuelve a reciclar al
proceso de produccién de lipidos microbianos. El sobrenadante puede contener compuestos que son ventajosos
para el crecimiento y la produccion de lipidos de microorganismos productores de lipidos. Por ejemplo, el
sobrenadante puede contener azicares adecuados para el crecimiento microbiano y la produccion de lipidos,
minerales para el crecimiento microbiano y/o enzimas que hidrolizan los azucares poliméricos. En una realizacion, el
sobrenadante resultante del preblanqueamiento enzimatico de la pulpa, tal como el tratamiento con hemicelulasas,
se recicla de nuevo al proceso de produccién de lipidos microbianos. En otra realizacion, el sobrenadante del
tratamiento enzimatico de la pulpa disolvente para la eliminaciéon de la hemicelulosa en la pulpa se recicla hacia el
proceso de produccién de lipidos. El sobrenadante se puede concentrar y/o recogerse la fraccion de proteina, antes
de suministrarlo al proceso de produccién de los lipidos microbianos.

De acuerdo con una realizacion, también se pueden usar microorganismos que no son capaces de utilizar
oligémeros o polimeros de azucar para la produccion de lipidos. En este caso, las materias primas procedentes de la
industria de la pulpa y/o del papel, tales como de la hemicelulosa, lodo primario o residuos de fibra, se suministran
como mondémeros de azucar al proceso de produccion de lipidos. La hidrdlisis de los polimeros de hemicelulosa en
mondémeros puede ocurrir debido al procedimiento de extraccion de hemicelulosa o debido a la adiciéon de enzimas
capaces de hidrolizar polimeros de azucar. La hidrdlisis enzimatica de la hemicelulosa y/o de la celulosa de las
materias primas puede realizarse en una etapa del proceso independiente de la acumulacién de aceite, o
simultaneamente durante la acumulacion del aceite, de acuerdo con la denominada metodologia de sacarificacion
simultanea y fermentacion.

Ademas, en una realizaciéon, se usan diferentes organismos (dos o mas) para la hidrélisis de los azucares
poliméricos y la produccion de lipidos a partir de mondmeros de azucar. Dicho proceso se caracteriza por que el
proceso comprende un primer microorganismo, por ejemplo, una cepa de hongo filamentoso, levadura o bacteria,
que es capaz de hidrolizar (despolimerizar) compuestos organicos poliméricos, tales como hemicelulosa o celulosa,
y un segundo microorganismo, tal como una cepa de levadura, bacteria, algas u hongo filamentoso, que es capaz de
usar los productos resultantes de la hidrolisis para su crecimiento y la produccion de grasa unicelular. Dichas etapas
de proceso se pueden implantar bien como procesos secuenciales o simultaneos. Una cepa de microorganismo
capaz de hidrolizar compuestos organicos poliméricos se puede reemplazar por el uso de enzimas con una
capacidad de hidrolizar dichos compuestos. El tratamiento enzimatico puede realizarse antes de o simultaneamente
a la produccion microbiana de la grasa unicelular. La operacion de bioproceso con dos o mas especies se puede
realizar mediante cualquier método, incluyendo, pero sin limitacién, la operacion en el mismo biorreactor al mismo
tiempo en forma de cocultivos, o separando las fases del proceso de hidrdlisis de la hemicelulosa y produccion de
lipidos en el tiempo o el espacio. En cualquiera de los casos, las enzimas implicadas en la hidrélisis de los polimeros
de azucar se pueden recuperar del medio de cultivo y reutilizarse en el proceso de reduccion a pulpa.
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El proceso de produccion de lipidos también puede estar integrado en el proceso de reduccién mecanica a pulpa. La
produccién de lipidos puede usar residuos tales como sustancias hidrosolubles creadas en la reduccién a pulpa,
como materias primas. Los residuos hidrosolubles en general contienen componentes de hemicelulosa tales como
galactoglucomanano acetilado. El proceso de produccion de lipidos se puede complementar con otros residuos de
los procesos de la industria de la pulpa y/o del papel, o de otros lugares, tales como residuos agricolas, residuos de
la industria alimentaria o biomasa lignocelulésica, o almidén o melaza. Las enzimas producidas en la produccion de
lipidos se pueden reutilizar en la reduccion mecanica a pulpa, por ejemplo, pero sin limitacion, un tratamiento previo
de las virutas de madera, o modificaciones o blanqueamiento de las fibras. Las enzimas producidas en la produccién
de lipidos usando residuos del proceso de reduccion mecanica a pulpa también se pueden recuperar y reutilizar en
otros procesos de reduccién a pulpa, tales como la reduccién quimica a pulpa o en el tratamiento de los productos
del proceso de reduccion quimica a pulpa.

Algunos microorganismos oleaginosos son capaces de utilizar monémeros de azulcar de la hemicelulosa, tales como
la xilosa del xilano y la arabinosa del arabinoxilano, o la manosa, galactosa o glucosa del galactoglucomanano. Los
organismos productores de lipidos pueden utilizar uno o varios de los compuestos mencionados anteriormente. Los
organismos productores de lipidos se seleccionan del grupo de bacterias, cianobacterias, hongos tales como
levaduras y mohos (hongos filamentosos), arqueobacterias o microalgas. Los microorganismos pueden acumular
facilmente lipidos o se han modificado mediante ingenieria genética para acumular lipidos o para mejorar la
acumulacion de lipidos. Los organismos productores de lipidos incluyen, pero sin limitacion, los siguientes
organismos:

especies de microalgas pertenecientes a los géneros que comprenden Dunaliella, Chlorella, Botryococcus,
Brachiomonas, Chlorococcum, Crypthecodinium, Euglena, Haematococcus, Chlamydomas, Isochrysis,
Pleurochrysis, Pavlova, Prototheca, Phaeodactylum, Pseudochlorella, Parachlorella, Bracteococcus,
Scenedesmus, Skeletonema, Chaetoceros, Nitzschia, Nannochloropsis, Navicula, Nannochloris, Scihizochytrium,
Sceletonema, Thraustochytrium, Ulkenia, Tetraselmis 'y Synechocystis.

Especies de hongos filamentosos que pertenecen a los siguientes géneros: Aspergillus, Mortierella, Chaetomium,
Claviceps, Cladosporidium, Cunninghamella, Emericella, Fusarium, Glomus, Mucor, Paecilomyces, Penicillium,
Pythium, Rhizopus, Trichoderma, Zygorhynchus, Humicola, Cladosporium, Malbranchea, Ustilago.

Levaduras pertenecientes a los siguientes géneros: Clavispora, Deparyomyces, Pachysolen, Kluyveromyces,
Galactomyces, Hansenula, Saccharomyces, Waltomyces, Endomycopsis, Cryptococcus, tales como Cryptococcus
curvatus, Rhodosporidium, tales como Rohodosporidium toruloides, Rhodotorula, tales como Rhodotorula glutinis,
Yarrowia, tales como Yarrowia lipolytica, Pichia, tales como Pichia stipitis, Candida tales como Candida curvata,
Lipomyces tales como Lipomyces starkeyi y Trichosporon tales como Trichosporon cutaneum o Trichosporon
pullulans.

Bacterias pertenecientes a los siguientes géneros: Acinetobacter, Actinobacter, Alcanivorax, Aerogenes, Anabaena,
Arthrobacter, Bacillus, Clostridium, Dietzia, Gordonia, Escherichia, Flexibacterium, Micrococcus, Mycobacterium,
Nocardia, Nostoc, Oscillatoria, Pseudomonas, Rhodococcus, Rhodomicrobium, Rhodopseudomonas, Shewanella,
Shigella, Streptomyces y Vibrio. Lo mas preferentemente, bacterias que comprenden Rhodococcus opacus,
Acinetobacter, Nocardia o Streptomyces.

En realizaciones preferidas de la invencidon, se usan organismos oleaginosos, productores de lipidos, que son
capaces de utilizar la hemicelulosa o la celulosa polimérica debido a exoenzimas (tales como hemicelulasas, por
ejemplo, xilanasas, galactosidasas o mananasas, o celulasas). Estos organismos incluyen, pero sin limitacion,
bacterias tales como Strepfomyces o Bacillus, hongos filamentosos tales como Aspergillus, Fusarium, Humicola,
Penicillium, Phanerochaete, Rhizopus o Trichoderma, tales como A. niger, A. terreus, A. oryzae, A. nidulans, F.
oxysporum, Phanerochaete chrysosporium, Rhizopus oryzae o Trichoderma reesei, levaduras, tales como
Cryptococcus o Trichosporon, tales como Cryptococcus albidus, Trichosproron cutaneum. También se incluyen los
microorganismos oleaginosos que estan modificados genéticamente para ser capaces de utilizar los azucares
poliméricos de la hemicelulosa o de la celulosa. Ademas, también se incluyen los organismos capaces de utilizar los
azucares poliméricos de la hemicelulosa o de la celulosa que estan modificados genéticamente para mejorar la
produccién de lipidos.

En las realizaciones mas preferidas, se usan organismos productores de lipidos que son capaces de utilizar los
azucares poliméricos de la lignocelulosa, especialmente de la hemicelulosa. Dichos organismos son
preferentemente los de los siguientes géneros de hongos filamentosos: Aspergillus, Humicola, Rhizopus,
Trichoderma, levaduras Cryptococcus o bacterias Streptomyces.

Otras enzimas distintas de las hemicelulasas
Las hemicelulasas son las principales enzimas aplicadas en la industria de la pulpa y/o del papel. También se

engloba la recuperacion y utilizacion de otras enzimas distintas de las hemicelulasas del proceso de produccion de
lipidos del proceso de la industria de la pulpa y/o del papel. Dichas enzimas pueden incluir, pero sin limitacion,
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celulasas, lacasas, pectinasas, lipasas, amilasas, esterasas y proteasas.

Otra caracteristica es utilizar al menos una parte de la lignina o sus fracciones producidas o liberadas en la
reduccion a pulpa o extraccion previa de hemicelulosa, (pre)blanqueamiento, lodos primarios, o incluidas en otros
residuos de la industria de la pulpa y/o del papel para producir enzimas que son capaces de la degradacion,
modificacion o realizacion de cambios estructurales de la lignina. Dichas enzimas se pueden usar en varias
aplicaciones tales como, pero sin limitacion, (pre)blanqueamiento de la pulpa, destintado de la pulpa, tratamiento de
la lignocelulosa previo a la reducciéon quimica a pulpa, fabricacion de pulpa disolvente, descortezado o modificacion
de la fibra.

Otra caracteristica es utilizar al menos una parte de la fraccién de celulosa (pulpa) para producir enzimas capaces
de degradar la celulosa. Dichas enzimas se pueden usar, por ejemplo, en la modificaciéon de la fibra o en el
destintado de la pulpa. La produccion de celulasas se puede realizar mediante el uso de microorganismos
oleaginosos capaces de utilizar la celulosa por poseer actividad celulasa. Por lo tanto, la produccion de lipidos y
celulasas se puede combinar, asi como la produccioén de lipidos y hemicelulasas.

Otra caracteristica mas es producir pectinasas a partir de las corrientes de la industria de la pulpa y del papel. La
produccién de pectinasas se puede combinar con la produccién de lipidos. Las pectinasas se pueden usar, por
ejemplo, en la modificacién de la fibra, el destintado de la pulpa, el descortezado o el enriado de las fibras flexibles.

La produccion de exoenzimas por organismos disminuye la necesidad de adquirir enzimas del exterior, lo que
mejora la rentabilidad de todo el proceso. La utilizacion de enzimas en el mismo sitio disminuye los costes atribuidos
a la purificacion y la estabilizacién de las enzimas. Como alternativa, las enzimas se pueden extraer, purificar y
estabilizar, para comercializarlas como un subproducto de alto valor.

Proceso de produccion de lipidos

La produccién de lipidos microbianos se puede realizar con cualquier método conocido o un método desarrollado en
el futuro. Por lo general, el proceso de produccién de lipidos microbianos incluye el cultivo de microorganismos en
biorreactores aireados en cultivo sumergido. Los microorganismos se cultivan en un medio de cultivo liquido que
comprende fuentes de carbono y energia tales como azlcares de la hemicelulosa, y macronutrientes y
micronutrientes. El cultivo se puede realizar, por ejemplo, como un cultivo discontinuo, un cultivo alimentado por
lotes o un cultivo continuo. El cultivo también se puede realizar en un proceso en cascada. En el cultivo, se deja que
los microorganismos crezcan y acumulen lipidos intracelularmente. Algunos microorganismos también pueden ser
capaces de excretar los lipidos al medio de cultivo.

El proceso de produccién de lipidos microbianos también se puede llevar a cabo en reactores, donde la cantidad de
agua libre es baja o donde la produccion se lleva a cabo sobre una superficie sélida o semisdlida. La masa celular, u
otra biomasa que no se disuelve en agua, se pueden extraer con soluciones acuosas con el fin de obtener enzimas
en forma soluble.

En diversas realizaciones, el aceite o los precursores del aceite se pueden recuperar de la biomasa celular o del
caldo de cultivo usando cualquier método conocido en la técnica o desarrollado en el futuro. Por ejemplo, un
microorganismo se puede separar del medio usando técnicas de filtracion o decantacion. Como alternativa, se
puede usar la centrifugacion con centrifugadores comerciales a escala industrial de gran capacidad de volumen para
separar los productos deseados.

En diversas realizaciones, las células bacterianas se pueden alterar para facilitar la separacion del aceite y otros
componentes. Se puede usar cualquier método conocido para la alteracion celular, tal como ultrasonidos, choque
osmotico, fuerza de cizalla mecanica, prensado en frio, choque térmico, autolisis autodirigida o catalizada por una
enzima. El aceite se puede extraer de las células mediante extraccion con disolventes organicos o mediante
cualquier método conocido en la técnica o desarrollado en el futuro.

Otros productos distintos de los lipidos

También se engloba la produccion microbiolégica de otros compuestos distintos de los lipidos de la hemicelulosa y/o
de la celulosa a partir de materias primas o de los residuos procedentes del proceso de reduccién a pulpa tras la
recuperacion y/o reutilizacion de las enzimas en el proceso de reduccion a pulpa. Dichos productos incluyen la
produccion microbiolégica de alcoholes, etanol, butanol, acetona-etanol-butanol (ABE), isobutanol, 2,3-propanaodiol,
acido lactico y acido succinico.

El fin de los lipidos o de una fraccion de lipidos producidos con el método descrito no se restringe a una aplicacion
determinada. Los lipidos se pueden usar, por ejemplo, pero sin limitacion, para fines de alimentacion humana o
animal, en la cocina, como nutracéuticos, en la produccion de jabén o detergentes, en la produccion de cosméticos
como productos quimicos o materia prima para la produccién de productos quimicos, como biocombustibles o0 como
materia prima para la produccion de biocombustible o como lubricantes, como aceites base para lubricantes (aceites
de lubricacion) o como material de partida para la produccion de aceites base para lubricantes.
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Preferentemente, los lipidos recuperados de la biomasa microbiana con el método descrito se pueden usar como
materia prima para la produccion de biodiesel, diesel renovable, combustible de avién o gasolina. El biodiesel
comprende metilésteres de acidos grasos, y se produce normalmente por transesterificacion. En la
transesterificacion, los acilgliceroles se convierten en alquilésteres de acido graso de cadena larga (metilo, etilo o
propilo). El diesel renovable se refiere a combustible que se produce mediante el tratamiento con hidrégeno
(desoxigenacion con hidrégeno, hidrogenacion o hidrotratamiento) de los lipidos. En el tratamiento con hidrégeno,
los acilgliceroles se convierten en los alcanos correspondientes (parafinas). Los alcanos (parafinas) se pueden
modificar mas por isomerizacién o mediante otros procesos alternativos. El proceso de produccién de diesel
renovable también se puede usar para producir combustible de avion y/o gasolina. Ademas, se puede realizar el
termofraccionamiento de los lipidos para producir biocombustibles. Es mas, en ciertas aplicaciones, los lipidos se
pueden usar directamente como biocombustibles.

"Biocombustible" se refiere a combustible soélido, liquido o gaseoso derivado principalmente de la biomasa o de los
residuos bioldgicos y es diferente de los combustibles fdsiles, que se obtienen de los restos organicos de
microorganismos, plantas y animales prehistoricos.

De acuerdo con la directiva de la UE 2003/30/UE, "biodiesel" se refiere a un metiléster producido a partir de aceite
de origen vegetal o aceite de origen animal, de calidad diesel que se usa como biocombustible. En términos mas
generales, biodiesel se refiere a alquilésteres de cadena larga, tales como metilésteres, etilésteres o propilésteres,
de aceite vegetal o animal de calidad diesel. El biodiesel también se puede producir a partir de lipidos de
microorganismos, pudiendo proceder el lipido del microorganismo de una bacteria, un hongo (una levadura o un
moho), un alga u otro microorganismo.

"Diesel renovable" se refiere a un combustible que se produce mediante un tratamiento con hidrégeno de lipidos de
origen animal, vegetal o microbioldgico, o sus mezclas, mediante el cual el lipido del microorganismo puede
proceder de una bacteria, un hongo (una levadura o un moho), un alga u otro microorganismo. El diesel renovable
también se puede producir a partir de ceras derivadas de la biomasa por gasificacion y sintesis de Fischer-Tropsch.
Opcionalmente, ademas del tratamiento con hidrégeno, se pueden realizar la isomerizacion u otras etapas de
procesamiento. El proceso del diesel renovable también se puede usar para producir combustible de avién y/o
gasolina. La produccion de diesel renovable se ha descrito en las publicaciones de patente EP 1396531,
EP1398364, EP 1741767 y EP1741768.

El biodiesel o diesel renovable se pueden mezclar con diesel a base de aceite mineral. Al producto combustible, se
pueden anadir aditivos adecuados tales como conservantes y antioxidantes.

"Lubricante" se refiere a una sustancia, tal como grasa, lipido o aceite, que reduce la friccion cuando se aplica como
un recubrimiento superficial en piezas moviles. Otras dos funciones principales de los lubricantes son la eliminacion
del calor y la disolucion de impurezas. Las aplicaciones de los lubricantes incluyen, pero sin limitacion, usos en
motores de combustion interna como aceites de motor, aditivos de combustibles, en dispositivos impulsados por
petréleo tales como bombas y equipos hidraulicos, o en diferentes tipos de rodamientos. Por lo general, los
lubricantes contienen del 75 al 100 % de aceite base, siendo el resto aditivos. Los aditivos adecuados son, por
ejemplo, detergentes, estabilizantes del almacenamiento, antioxidantes, inhibidores de la corrosion,
deshumidificadores, desemulsionantes, agentes antiespumantes, codisolventes y aditivos de lubricidad (véase, por
ejemplo, el documento US 7.691.792). El aceite base para el lubricante puede proceder del aceite mineral, aceite
vegetal, aceite animal o de una bacteria, hongos (una levadura o un moho), un alga u otro microorganismo. El aceite
base también puede proceder de ceras derivadas de la biomasa por gasificacion y sintesis de Fischer-Tropsch. El
indice de viscosidad se usa para caracterizar el aceite base. Por lo general, se prefiere un alto indice de viscosidad.

El término "lipido" se refiere a una sustancia grasa, cuya molécula contiene generalmente, como una parte, una
cadena de hidrocarburo alifatico, que se disuelve en disolventes organicos no polares, pero que es poco
hidrosoluble. Los lipidos son un grupo esencial de grandes moléculas de las células vivas. Los lipidos son, por
ejemplo, grasas, aceites, ceras, ésteres de ceras, esteroles, terpenos, isoprenoides, carotenoides,
polihidroxialcanoatos, acidos nucleicos, acidos grasos, alcoholes grasos, ésteres de acidos grasos, fosfolipidos,
glucolipidos, esfingolipidos y acilgliceroles.

El término "acilglicerol" se refiere a un éster de glicerol y acidos grasos. Los acilgliceroles se encuentran en la
naturaleza en forma de grasas y aceites grasos. Los ejemplos de acilgliceroles incluyen triacilgliceroles (TG,
triglicéridos), diacilgliceroles (diglicéridos) y monoacilgliceroles (monoglicéridos).

"Medio de cultivo agotado" se refiere a un medio usado en el cultivo de microorganismos y que comprende los
productos acumulados por los microorganismos. En términos mas generales, el medio de cultivo agotado se puede
definir como una fraccion del medio de cultivo tomado de un cultivo microbiano durante o después del cultivo. El
medio de cultivo agotado también se puede denominar caldo de cultivo agotado.

El residuo celular extraido del aceite se puede usar para la producciéon de energia, por ejemplo, por combustion o
tratamiento con un proceso de digestion anaerobia, o utilizar como pienso animal. El residuo celular extraido del
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aceite, o una fraccion del residuo celular, también se puede reciclar de nuevo al proceso de cultivo para su uso como
una fuente de nutrientes.

La invencion descrita en el presente documento se puede aplicar a cualquier proceso de reducciéon a pulpa,
incluyendo, pero sin limitacion, el proceso Kraft, el proceso de produccién de pulpa disolvente o el proceso
organosolv. En el caso del proceso de produccion de pulpa disolvente, el presente proceso, tal como el proceso al
sulfito o el proceso Kraft con extraccion de la hemicelulosa (tal como el tratamiento con acido), ya puede incluir la
separacion de la hemicelulosa antes de la reduccion a pulpa, y el proceso de produccion de lipidos se puede integrar
mas facilmente en el proceso de reduccién a pulpa.

La produccion de enzimas para el proceso de la pulpa y/o del papel in situ es ventajosa por varias razones, y puede
mejorar la rentabilidad del proceso de reduccion a pulpa.

reduccion de los costes de procesamiento corriente abajo, incluyendo la estabilizacion del agua y de la enzima;
- reduccion de los costes de transporte y de embalaje;

- reduccién de las pérdidas a través de la transferencia directa de las enzimas al proceso de reduccién a pulpa;

- reduccion de los costes de capital frente a las instalaciones especializadas (remotas);

- la utilizacion de la misma materia prima o materia prima de la misma fuente para la produccién enzimatica y el
proceso de pulpa/papel genera la induccion directa y la adaptacion de las enzimas a la materia prima;

- control y ajuste de la produccion sencillos del proceso, asi como las oportunidades de mejora directamente
dentro de la biorrefineria en la produccion de enzimas y el proceso de pulpa/papel.

Recuperacion de enzimas del medio de cultivo agotado

La concentracion, la separacion o la recuperacion de enzimas del medio de cultivo agotado se pueden realizar
mediante cualquier método conocido o un método desarrollado en el futuro. La recuperacion se realiza con un
método que preserva la actividad de la/s enzima/s deseadals. Las enzimas del medio de cultivo agotado también se
pueden volver a utilizar sin tener que realizar la concentracion, separacion ni recuperacion de las mismas.

Las enzimas se pueden recuperar de cultivo de microorganismos, de medio de cultivo agotado, de sobrenadante
mediante cualquier método conocido y adecuado o mediante cualquier método adecuado desarrollado en el futuro.
Lo mismo se aplica también a los métodos mediante los cuales las enzimas se pueden separar en fracciones con las
actividades enzimaticas deseadas.

Un método mediante el que se recuperan el cultivo de microorganismos o el sobrenadante o la fraccion de proteina
enriguecida que comprende enzima/s cataliticamente activa/s se puede basar en su tamafio molecular,
comportamiento iénico, hidrosolubilidad, solubilidad en diferentes solutos o solubilidad en una mezcla de solutos que
contenga un factor de tamponamiento o un factor tensioactivo, o un compuesto tensioactivo o una sal.

Las enzimas se pueden recuperar del medio de cultivo mediante diversos procedimientos, incluyendo, pero sin
limitacién, procedimientos tales como centrifugacion, filtracion, extraccion, secado por pulverizacion, evaporacion o
precipitacion.

Si es necesario, las enzimas se pueden purificar o aislar mediante diversos procedimientos que incluyen, pero sin
limitacion, cromatografia, procedimientos electroforéticos, solubilidad diferencial, SDS-PAGE o extraccion.

Las enzimas se pueden estabilizar, por ejemplo, con sal, azicar o glicerol.
Ademas, las enzimas se pueden formular para la aplicacion deseada.

Por "condiciones adecuadas para la produccién de lipidos" se entiende cualquier condicion en la que el
microorganismo sea capaz de crecer y producir lipidos.

Por "condiciones adecuadas para la produccion de enzimas" se entiende cualquier condicién en la que el
microorganismo sea capaz de producir enzimas.

Como se describe en el presente documento, un microorganismo capaz de usar compuestos poliméricos u
oligoméricos extracelulares para nutrirse, fuentes de carbono y/o de energia, se cultiva en un medio de cultivo que
comprende la biomasa polimérica que contiene dichos compuestos. Se permite que el microorganismo produzca
lipidos.
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En el presente documento, "un medio de cultivo" se refiere a un medio usado para el cultivo de microorganismos.
Por lo general, en el presente documento, el medio de cultivo comprende, al menos parcialmente, materia prima
procedente de la industria de la pulpa y/o del papel que contiene, al menos en parte, compuestos poliméricos u
oligoméricos tales como azucares poliméricos. El medio de cultivo se puede complementar con minerales,
micronutrientes, macronutrientes y agentes de tamponamiento.

Una materia prima preferida en las realizaciones desveladas es la biomasa polimérica que comprende lignocelulosa,
celulosa, hemicelulosa y/o lignina, u otros componentes de la lignocelulosa como tales o como una combinacion, o la
biomasa tratada quimica o fisicamente o por su combinacién con el fin de mejorar el acceso de las enzimas
hidroliticas a polimeros de azucar. La materia prima de lignocelulosa es preferentemente un residuo de la industria
de la pulpa y del papel que contiene al menos algunos azucares poliméricos de hemicelulosa y/o celulosa. Dicho
residuo de la industria de la pulpa y/o del papel incluye, pero sin limitacion, hemicelulosa del proceso de reduccion
quimica a pulpa, lodo primario de la reduccién quimica a pulpa, reducciéon mecanica a pulpa, proceso de destintado
o de fabricaciéon de papel o residuos de fibra.

Por lo general, la biomasa pretratada es una biomasa que comprende hexosa y/o azucares de pentosa. Las
biomasas se pueden tratar antes o después del tratamiento enzimatico por medios quimicos, fisicos (por ejemplo,
(termo)mecanicos), biolégicos o mediante cualquier combinacion de los mismos, y tras ello, se usan para la
produccién de aceite unicelular.

"AzUcar polimérico" significa materia organica natural o materia organica tratada por diferentes métodos quimicos o
fisicos, o por una combinacion de los mismos. En el presente documento, azdcar polimérico normalmente significa
un producto industrial o una corriente secundaria de un proceso de la industria de la pulpa y/o del papel, tal como
una fraccién que contiene hemicelulosa o celulosa.

"Separacion del sobrenadante y de las células de microorganismos del medio de cultivo" significa cualquier proceso
mediante el cual se obtienen una fraccién celular separada y una fracciéon de sobrenadante.

"Enzima" significa, en particular, una enzima extracelular capaz de degradar hidratos de carbono complejos y
proteinas. Mas concretamente, la enzima es una enzima hidrolitica que degrada un enlace glucosidico o un péptido,
éster o enlace de éter, o un enlace entre el nitrégeno y el carbono o entre el nitrégeno y el oxigeno. La enzima es
preferentemente una celulasa, xilanasa, mananasa, galactasa, pectinasa, lipasa, proteasa o esterasa.

El preparado enzimatico obtenido como se describe en el presente documento es el cultivo de microorganismos o,
preferentemente, el sobrenadante o la fraccidén proteica enriquecida que comprende la enzima cataliticamente
activa. Por lo general, el preparado enzimatico es el agua del proceso de produccion de aceite unicelular, o un agua
de proceso, donde la fraccidon proteica esta enriquecida. El enriquecimiento se puede llevar a cabo mediante
cualquier método adecuado usado para enriquecer o concentrar proteinas en forma biolégicamente activa.

En el presente documento, "enriquecimiento de una fraccidon proteica" se refiere a cualquier método de
enriquecimiento de las proteinas del sobrenadante y mantenimiento de la actividad catalitica de las proteinas. Mas
concretamente, el método comprende que la fase liquida (sobrenadante) de un proceso de produccién de aceite
unicelular se trata mediante al menos un método de enriquecimiento de las proteinas en la fase liquida. La fraccion
de proteina se enriquece al menos un 10 %, normalmente al menos un 20 %, en diversas realizaciones, al menos un
30 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un
90 %, en comparacion con la fase liquida original. Los ejemplos de métodos adecuados son los métodos basados en
las propiedades idnicas de las proteinas, el tamafio molecular, la solubilidad, las propiedades tensioactivas o las
interacciones hidrofobas. Preferentemente, la recuperacion de la fraccion enzimatica se lleva a cabo en condiciones
en las que la temperatura es de 70 °C o inferior.

"Celulasa” o "enzima celulolitica" se refiere a un grupo de enzimas producidas principalmente por hongos, tales
como hongos filamentosos, o levaduras, bacterias, plantas o por animales que catalizan la hidrélisis de la celulosa,
también denominada celulolisis. EI nimero EC para las enzimas celulasas es EC 3.2.1.4. Se conocen varios tipos
diferentes de celulasas, que difieren estructural y mecanicamente. En general, las celulasas incluyen, basado en el
tipo de reaccion catalizada, endo-celulasas, exo-celulasas, celobiasas o B-glucosidasas, celulasas oxidativas y
fosforilasas de celulosa.

"Hemicelulasa" se refiere a un grupo de enzimas producidas principalmente por hongos, tales como hongos
filamentosos o levaduras, bacterias, plantas o por animales que catalizan la hidrélisis de la hemicelulosa. Por
ejemplo, las enzimas implicadas en la hidrdlisis del xilano incluyen endo-xilanasas, acetil-xilanesterasas, o-D-
glucuronidasas, a-L-arabinofuranosidasas, esterasas de acido ferulico y B-xilosidasas. Ademas, las enzimas
implicadas en la hidrolisis de galactoglucomanano incluyen endomananasas, acetil-mananesterasas, o-
galactosidasas, p-glucosidasas, B-manosidasas. Ademas, las enzimas implicadas en la hidrélisis del
arabinogalactano incluyen p-galactosidasa y endo-a-L-arabinanasa. Dichas enzimas se pueden encontrar en los
siguientes numeros de la EC 3.2.1.8, EC 3.2.1.37, EC 3.2.1.55, EC 3.2.1.99, EC 3.2.1.139, EC 3.2.1.78, EC
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3.2.1.25,EC 3.2.1.22, EC 3.2.1.21, EC 3.2.1.89, EC 3.1.1.72, EC 3.1.1.6, EC 3.1.1.73.

"Hemicelulosa” se refiere a un grupo de hidratos de carbono complejos que se encuentran en un material
lignocelulésico que, con otros hidratos de carbono (por ejemplo, pectinas), rodean las fibras de celulosa de las
células vegetales. La composicion de las hemicelulosas depende del tipo de planta. La mayoria de los tipos
comunes de hemicelulosas incluyen xilano, glucoronoxilano, glucomanano, galactoglucomanano, arabinoxilano,
xiloglucano y arabinogalactano.

"Material lignocelulésico” o "biomasa lignoceluldsica” se refieren a la biomasa que se compone de celulosa,
hemicelulosa y lignina.

"Sacarificacion" se refiere a la hidrélisis de azucares poliméricos en mondmeros de azucar. La sacarificacion
normalmente se realiza mediante el uso de enzimas capaces de hidrolizar los azliicares poliméricos.

En el presente documento, la expresion "microorganismo oleaginoso” se refiere a un microorganismo que es capaz
de acumular al menos un 15% (p/p) de lipidos de su biomasa cuando se cultiva en condiciones de cultivo
adecuadas u 6ptimas.

"Lodo primario de la industria de la pulpa y del papel" se refiere a un lodo generado en el tratamiento primario de las
aguas residuales procedentes del proceso de la industria de la pulpa y/o del papel. El lodo primario consiste en la
materia suspendida en las aguas residuales de la industria de la pulpa y del papel que normalmente contiene
celulosa oligomérica, hemicelulosa y lignina y/o compuestos inorganicos. Por lo general, el lodo primario se obtiene
por sedimentacion (clarificacion, sedimentacion) de la materia en suspension de las aguas residuales. Ademas de la
sedimentacion, se pueden usar otros métodos para recoger la materia en suspension de las aguas residuales de
pulpa y papel. Esto se considera un tratamiento primario de las aguas residuales, y los solidos producidos se
conocen como lodo primario.

Por lo general, en la naturaleza, la celulosa no se disuelve en el agua. La hidrdlisis de la celulosa sdlida requiere tres
tipos diferentes de enzimas. Las endoglucanasas, exoglucanasas y B-glucosidasas. Las endoglucanasas (CE
3.2.1.4) actuan principalmente en la parte amorfa de la celulosa, atacando aleatoriamente los estanques internos de
la macromolécula de celulosa. Las exoglucanasas o celobiohidrolasas (EC 3.2.1.91) atacan la terminacion de la
cadena de celulosa, hidrolizando principalmente una unidad de celobiosa por vez. Las exoglucanasas también
pueden hidrolizar el polimero de celulosa cristalino. Por ultimo, la hidrélisis de la celobiosa en monémeros de
glucosa es realizada por la B-glucosidasa (CE 3.2.1.21).

La hidrdlisis de la celulosa necesita la cooperacion de muchas celulasas diferentes. La cantidad de diferentes
glucosilhidrolasas analizada es muy alta; mas de 90 enzimas diferentes ya se encuentran numeradas (incluso mas
en estudio) en 14 familias diferentes como, por ejemplo, dominios celobiohidrolasa (CBH I, 1l), dominios
endoglucanasa (EG |, II. lll, IV, V) y dominios B-glucosidasa (BGL I, Il). En muchas aplicaciones de las enzimas en la
industria de la pulpa y del papel, tales como en el (pre)blanqueamiento de la pulpa, la degradacion de las fibras de
celulosa por parte de las celulasas es desfavorable.

Para la hidrdlisis enzimatica total de la hemicelulosa (xilanos, arabinoxilanos y glucomananos) se necesitan varias
enzimas diferentes, que se deben activar aproximadamente a la vez. El primer ataque es realizado por enzimas tales
como endoxilanasas (1,4-p-D-xilan-xilanohidrolasas), endoarabinasas y endomananasas (1,4-p-D-manan-
mananohidrolasas). Por ejemplo, Trichoderma reesei tiene al menos 4 endoxilanasas diferentes y una
endomananasa.

Las enzimas capaces de hidrolizar los oligdmeros de hemicelulosa tras la operacion de las endohemicelulasas son
B-xilosidasa, pB-arabinosidasa, f-manosidasa y B-glucosidasa (EC 33.2.1.21). Para romper los enlaces secundarios
residuales incluidos en los oligémeros, se necesitan a-glucuronidasa (EC 3.2.1.139), a-arabinodasa (EC 3.2.1.55) y
o-D-galactosidasa (EC. 3.2.1.22). Para la eliminacién de los constituyentes de acetilo se requiere la operacion de las
esterasas (EC 3.2.1.72).

Ademas, la hidrdlisis enzimatica de la lignina requiere la actividad de las enzimas oxidativas tales como lignina
peroxidasa (LiP EC 1.11.1.14), peroxidasa dependiente del manganeso (MnP EC 1.11.1.13) y lacasa (EC 1.10.3.2).
La modificacién de la lignina necesita la cooperacion de muchas enzimas, coenzimas y el sistema de transporte de
electrones entre los donantes y aceptores finales. La estructura quimica y la unién de la lignina a la celulosa y la
hemicelulosa son mas importantes que la cantidad de lignina.

El medio de cultivo agotado (efluente) del proceso de produccion de lipidos o los residuos celulares (biomasa
residual) del proceso de recuperacion de lipidos a partir del cual se han extraido las enzimas se pueden usar con
varios fines. Por ejemplo, se puede reciclar parcial o totalmente hacia el proceso de produccién de lipidos. Como
alternativa, se puede tratar en la planta de tratamiento de aguas residuales de la industria de la pulpa y del papel. El
efluente y/o residuo de biomasa contienen nutrientes que pueden reducir la necesidad de afadir nutrientes al
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proceso de tratamiento de aguas residuales de la pulpa y/o del papel. El medio de cultivo agotado y/o los residuos
celulares también se pueden tratar en el biogas de digestion anaerobia, obteniéndose biogas con o sin
suplementacion de residuos o lodo de produccion de pulpa y/o papel procedentes del tratamiento de aguas
residuales del proceso de pulpa y/ papel. El lodo procedente de la digestién anaerobia se puede usar como
fertilizante.

En resumen, a continuacion, se describen diversas realizaciones con ayuda de las siguientes clausulas numeradas
1-31:

Clausulas
1. Un proceso integrado que comprende:

- un primer proceso, que es un proceso de produccion de aceite unicelular, y un segundo proceso, que es un
proceso de la industria de la pulpa y/o del papel, en el que la materia organica de la industria de la pulpa y/o
del papel se introduce en el proceso de producciéon de aceite unicelular, y en el que, en el proceso de
produccion de aceite unicelular, se usa un microorganismo capaz de producir lipidos, o lipidos y enzimas
cuando se cultiva en un medio que comprende materia organica de la industria de la pulpa y/o del papel;

- la produccion de lipidos o de lipidos y enzimas por dichos microorganismos en el proceso de produccion de
aceite unicelular y/o en un proceso conectado al mismo;
- la separacion del sobrenadante y/o de las células de microorganismos del cultivo de microorganismos;

- la recuperacion de los lipidos de las células de microorganismos, y la recuperacion del sobrenadante o de
una fraccién enriquecida en proteinas del sobrenadante o una diluciéon del sobrenadante que comprende
enzimas cataliticamente activas del proceso de produccién de aceite unicelular o de un proceso conectado al
mismo y, opcionalmente, la introduccion de uno o de todos ellos en el proceso de la industria de la pulpa y/o
del papel.

2. El proceso de acuerdo con la clausula 1, en el que al menos el 5 % de cierta/s enzima/s usadals en el proceso
de la industria de la pulpa y/o del papel se produce en el proceso de produccion de aceite unicelular o en un
proceso conectado a dicho proceso.

3. El proceso de acuerdo con la clausula 1 o 2, en el que las enzimas y los lipidos son producidos por el mismo
microorganismo.

4. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 3, en el que las enzimas y los lipidos son
producidos por uno 0 mas microorganismos.

5. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 4, en el que el microorganismo productor de
enzimas y el microorganismo productor de lipidos son diferentes.

6. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 5, en el que las enzimas se producen en un
proceso separado del proceso de produccion de aceite unicelular integrado en el proceso de la industria de la
pulpa y/o del papel.

7. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 6, en el que las enzimas comprenden
hemicelulasas, xilanasas, mananasas, galatosidasas, peroxidasas, lacasas, pectinasas, celulasas, glucosidasas,
arabinasas, lipasas, amilasas, esterasas o proteasas, o cualquier mezcla de las mismas.

8. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 7, en el que la materia organica suministrada
en el proceso de produccion de aceite unicelular comprende al menos un 50 % de lignocelulosas o una fraccion
de lignocelulosa, preferentemente al menos un 10 % de azucares poliméricos.

9. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 8, en el que la materia organica comprende al
menos un 20 %, preferentemente al menos un 30 % de hemicelulosas, o una o varias fracciones de
hemicelulosa.

10. El proceso de acuerdo con la clausula 8 o 9, en el que la materia organica comprende hemicelulosa o una
fraccion de la misma procedente del proceso de reduccién a pulpa disolvente o extraida antes de la coccion del
proceso de reduccioén a pulpa Kraft o del proceso de reduccién a pulpa disolvente.

11. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 10, en el que las enzimas comprenden
exoenzimas, preferentemente enzimas asociadas con la hidrdlisis de la hemicelulosa.
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12. El proceso de acuerdo con la clausula 11, en el que las enzimas comprenden hemicelulasas, xilanasas,
mananasas, arabinasas, galactosidasas, glucosidasas, manosidasas, xilosidasas, arabinofuranosidasas o
esterasas, o cualquier mezcla de las mismas.

13. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 12, en el que la materia organica comprende
al menos un 20 % de celulosa, preferentemente al menos un 30 % de celulosa o fracciones de la misma.

14. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 13, en el que la materia organica es lodo
primario y/o residuos de fibra procedentes de la industria de la pulpa y/o del papel.

15. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 14, en el que las enzimas comprenden
exoenzimas, preferentemente enzimas asociadas con la hidrdlisis de la celulosa.

16. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 15, en el que las enzimas comprenden
celulasas, endo-celulasas, exo-celulasas, celobiasas o B-glucosidasas, celulasas oxidativas, fosforilasa de
celulosa o hemicelulasas, o cualquier mezcla de las mismas.

17. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 16, en el que se producen tanto celulasas
como hemicelulasas.

18. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 16, en el que los productos de hidrdlisis de
azucares poliméricos procedentes del proceso de la industria de la pulpa y/o del papel se recirculan hacia el
proceso de produccién de lipidos.

19. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 17, en el que el proceso de la industria de la
pulpa y/o del papel comprende un proceso, tal como un proceso de reduccion a pulpa disolvente, el tratamiento
de la lignocelulosa en o antes de la reduccién a pulpa (que mejora la reduccion a pulpa disolvente), el proceso de
reduccion a pulpa Kraft, el tratamiento de la lignocelulosa en o antes de la reduccién a pulpa (que mejora la
reduccion a pulpa Kraft), el (pre)blanqueamiento de la pulpa o el proceso de reduccién mecanica a pulpa, la
modificacion de la fibra, el descortezado, el proceso de reciclaje de la fibra, el destintado, la modificacion de la
fibra, la fabricacion de papel, la eliminacion del limo y/o de la brea.

20. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 19 en el que el microorganismo es un hongo
filamentoso, una levadura o una bacteria, preferentemente un hongo perteneciente a un género seleccionado del
grupo que consiste en Aspergillus, Humicola, Rhizopus y Trichoderma, o una levadura perteneciente al género
Cryptococcus, o una bacteria perteneciente al género Streptomyces.

21. Un preparado enzimatico obtenido mediante el proceso de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a
19.

22. Uso de la enzima producida de acuerdo con el proceso de una cualquiera de las clausulas 1-19 o el
preparado enzimatico de acuerdo con la clausula 21 en la industria de la pulpa y/o del papel o en otras
aplicaciones en forma de preparado enzimatico o de fuente de enzimas.

23. Uso de las hemicelulasas producidas de acuerdo con el proceso de una cualquiera de las clausulas 1 a 20 o
preparado enzimatico de acuerdo con la clausula 21 en el (pre)blanqueamiento de la pulpa, la mejora del
proceso de reduccién a pulpa disolvente, la mejora del proceso de reduccion a pulpa Kraft, el descortezado, el
destintado y/o la modificacion de la fibra, preferentemente en el (pre)blanqueamiento.

24. El uso de celulasas producidas de acuerdo con el proceso de una cualquiera de las clausulas 1-20 o
preparado enzimatico de acuerdo con la clausula 21 en el destintado, la modificaciéon de la fibra, la mejora del
proceso de reduccion a pulpa disolvente, la mejora del proceso de reduccion a pulpa Kraft y/o el descortezado,
preferentemente en la modificacion de la fibra y/o en el destintado.

25. Un sistema de procesos integrado para la produccién de lipidos y la industria de la pulpa y/o del papel, que
comprende que el proceso de produccion de lipidos usa materia organica procedente de la industria de la pulpa
y/o del papel como materia prima para la produccién de lipidos, y un proceso de pulpa y/o papel usa enzimas
procedentes del sobrenadante del proceso de produccién de lipidos.

26. Un sistema de procesos integrado para la produccion de lipidos y proceso de reduccion quimica a pulpa, que
comprende que el proceso de produccion de lipidos usa hemicelulosa, lodo primario y/o fracciones del mismo
como materia prima para la produccion de lipidos, y el proceso de pulpa y/o papel usa las hemicelulasas
obtenidas del proceso de produccion de lipidos.

27. Un sistema de procesos integrado para la produccion de lipidos y proceso de reciclaje de fibra, que
comprende que el proceso de produccion de lipidos usa lodo de destintado y/o fracciones del mismo como
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materia prima para la produccion de lipidos, y el proceso de pulpa y/o papel usa enzimas obtenidas del proceso
de produccién de lipidos.

28. Un sistema de procesos integrado para la produccién de lipidos y proceso de reduccion mecanica a pulpa,

que comprende que el proceso de produccion de lipidos usa residuos procedentes de la reduccién mecanica a

pulpa, lodo primario y/o fracciones del mismo como materia prima para la produccion de lipidos, y el proceso de

pulpa y/o papel usa enzimas obtenidas del proceso de produccion de lipidos.

29. Un proceso para la produccién de lipidos que comprende:

- el cultivo de un microorganismo capaz de producir tanto lipidos como enzimas en condiciones adecuadas
para la produccioén de lipidos y la produccion de enzimas en un medio que comprende la materia organica
procedente de la industria de la pulpa y/o del papel, y la produccién de lipidos y enzimas por dichos
microorganismos;

- separacion del sobrenadante y de las células de microorganismos del cultivo de microorganismos;

- larecuperacion de los lipidos de las células de los microorganismos; y

- larecuperacién del sobrenadante o una fraccion enriquecida en proteina del sobrenadante o una dilucién del
sobrenadante que comprende enzimas cataliticamente activas.

30. Uso de los lipidos producidos de acuerdo con el proceso de una cualquiera de las clausulas 1 a 20 o el
preparado enzimatico de acuerdo con la clausula 21 como biocombustible, como un componente de
biocombustible o como un material de partida para la produccién de biocombustible.

31. El uso de acuerdo con la clausula 30, en el que el biocombustible es el biodiesel o diesel renovable, gasolina
y/o combustible para aviones.

Es un objeto de los siguientes ejemplos ilustrar la invencion, y de ningiin modo, se deben interpretar como limitantes
de la misma.

Ejemplos

Se determinaron las actividades enzimaticas del caldo de cultivo agotado procedente de cultivos de hongos
filamentosos productores de grasa mediante ensayos de hidrolisis con celulosa pura y con xilano como sustratos.

Métodos
Definicion de Azucar:

Para definir la concentracién de azlcar de una solucién, se preparé la solucién en una dilucién adecuada que se
filtré a través de 0,2 um antes de un analisis HPLC.

La columna usada en la definiciéon del azucar fue el intercambiador iénico Shodex Sugar SP 0810 en forma de plomo
(en fase estacionaria). Las dimensiones de la columna fueron de 8,0 mm (DI) x 300 mm. El eluyente fue agua
(caudal de 0,6 ml/min) y la temperatura de la columna fue de 60 °C. El detector fue Rl Shimatzu RID 10A, la bomba
fue A6 y el inyector automatico fue Shimatzu SIL 20A. El procesamiento de los resultados se realiz6 con el software
Class-VP.

Anadlisis de los acidos grasos:

Se determind la composicion de acidos grasos de las muestras como en el método descrito por Suutari et al. (1990).
Primero se hidrolizaron los lipidos de las muestras en acidos grasos libres, que se saponificaron en sales sddicas de
los mismos vy, posteriormente, se metilaron en metilésteres. Los metilésteres de acidos grasos se analizaron por
cromatografia de gas.

Analisis de concentracion de proteinas:

Se analizé la concentracion de proteinas de los caldos de cultivo después de la filtracion del caldo a través de papel
de filtro Whatman3. La concentracién de proteina se analizé de acuerdo con el ensayo de proteinas Bio-Rad
(basado en el método de Bradford).

Pruebas de hidrdélisis:

Se filtr6 el caldo de cultivo a través de papel de filtro Whatman3 antes del ensayo de hidrdlisis.
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La actividad xilanasa se determiné de la siguiente manera. Se usé un matraz Erlenmeyer de 100 ml como recipiente
de reaccion. Se llen6 con 20 ml solucion de xilano de madera de abedul al 1 % (Sigma) en tampdn fosfato (0,02 M,
pH 5) como sustrato, 10 ml de caldo de cultivo filtrado y 20 ml de tampon de fosfato (0,02 M, pH 5). Se realizo la
reaccion de hidrdlisis en un bafio de agua agitado (140 rpm) a 50 °C. Se tomaron muestras de 1 ml del recipiente de
reaccion directamente tras la adicion del caldo de cultivo y después de 1, 3, 5, 21/23 horas. Se detuvo la reaccion de
hidrélisis en la muestra de 1 ml disminuyendo el pH mediante la adicion de 50 pl de acido sulfdrico 1,33 M. Se
trataron las muestras para eliminar la sal y el aztcar polimérico para adaptarla al analisis HPLC. Se analizaron los
azucares liberados por HPLC (véase la definicion de azucar) con manitol como patron.

Se determind la actividad de la celulasa con 1 g de papel de filiro Whatman como sustrato de celulosa en lugar de
xilano. El volumen de reaccion fue de 50 ml, y contenia 1 g de papel de filtro Whatman en circulos de igual tamafio
(aprox. 5 mm de diametro) como sustrato, 10 ml de caldo de cultivo filtrado y 40 ml de tampén de fosfato (0,02 M,
pH 5). El experimento se realizé de otra manera como con xilano.

Cepas de microorganismos:

En general, hay microorganismos productores de lipidos disponibles de una pluralidad de colecciones de cepas,
tales como ATCC, DSM, etc. Diversas realizaciones de la invencion se describen en los siguientes ejemplos
mediante el uso de cepas de microorganismos de la siguiente manera. Aspergillus oryzae DSM 1861, Aspergillus
oryzae DSM 1864 y Asperqgillus terreus DSM 1958.

Ejemplo 1

El presente ejemplo muestra la actividad enzimatica formada en el caldo de cultivo durante el cultivo de Aspergillus
oryzae con material basado en hemicelulosa como fuente de carbono para la produccion de lipidos.

Se cultivd Aspergillus oryzae en cultivos en matraz con xilano de abedul purificado (Sigma) y hemicelulosas de abeto
y de abedul extraidas por extraccion en agua caliente a presién como fuente de carbono. Se realizaron cultivos en
matraces Erlenmeyer de 250 ml que contenian 50 ml de medio de cultivo. La base del medio de crecimiento
contenia por litro de agua 1 g (NH4)2SO4, 1 g de MgSO4 ¢7H,0, 0,5 g de KoHPO4, 1 g de KH,PO4 y 0,2 g de
CaCl»#2H,0, y se complementd con fuente de carbono, extracto de levadura y, opcionalmente, material de soporte.
Se inocularon los medios de cultivo con suspension de esporas de hongos al 1 % (v/v), y se incubaron los cultivos a
28 °C de temperatura.

En el caso del xilano purificado, la base del medio se complementd con 40 g por litro de xilano de abedul purificado
(Sigma) y 1 g de extracto de levadura. Se incubaron los cultivos por duplicado en un agitador orbital (160 rpm)
durante 6 dias.

En el caso de la hemicelulosa de abeto y abedul, la base del medio se complementd con 44 g por litro de
hemicelulosa de abeto o abedul seca producida por extraccion con agua caliente, 0,5 g de extracto de levaduray 2 g
de celulosa para dar soporte mecanico al micelio fungico. Se incubaron los cultivos por triplicado en un agitador
orbital (180 rpm) durante 7 dias.

Tras la incubacioén, se filiré el caldo de cultivo a través de papel de filtro Whatman 3. Se determinaron la
concentracion de proteina y las actividades enzimaticas del filtrado. Se lavé la materia retenida con agua destilada y
se seco. Se determinaron la concentracion de biomasa y el contenido de lipidos de las muestras secas.

Sobre xilano de abedul purificado después de 6 dias de cultivo, el hongo A. oryzae produjo 16 g/l de biomasa (peso
en seco) y la biomasa contenia 10,5 % de lipidos/peso seco. Aspergillus oryzae desarrollado sobre hemicelulosa de
abedul extraida en agua produjo 14 g/l de biomasa seca durante 7 dias de incubacion. La biomasa que contenia
micelio fungico, hemicelulosa residual y celulosa contenia 8,9 % de lipidos/peso seco equivalentes a 1,26 lipidos por
litro de medio de cultivo. Para la produccién de lipidos, tanto el xilano como la hemicelulosa de abedul fueron
mejores que la hemicelulosa de abeto, pues sobre hemicelulosa de abeto, se produjeron 8,7 g/l de biomasa seca
que contenia 3,7 % de lipidos/peso seco.

La concentracién de proteina de los caldos de cultivo fue de 0,06 y 0,02 mg/ml para los cultivos de hemicelulosa de
abeto y abedul, y de 0,05 mg/ml para el cultivo de xilano de abedul.

En las Figuras 3 y 4, se presenta la xilosa liberada en el ensayo de hidrélisis de xilano en funcién del tiempo por
mililitro de caldo de cultivo y por miligramo de proteina en la reaccion. En la Figura 3, se muestra la xilosa liberada
en el ensayo de hidrdlisis por volumen de caldo de cultivo. Como sustrato, se usaron 200 mg de xilano de madera de
abedul. En la Figura 4, se muestra la xilosa liberada en el ensayo de la hidrdlisis por proteina. Como sustrato, se
usaron 200 mg de xilano de madera de abedul.

Un mililitro de cultivo de caldo del cultivo de hemicelulosa de abeto liberd 1,2 mg de xilosa en 21 h, y 20,1 mg/mg de
proteina. Un mililitro de caldo de cultivo del cultivo de hemicelulosa de abedul liberé 5,2 mg de xilosa en 21 h, y
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234,6 mg/mg de proteina. Un mililitro de caldo de cultivo del cultivo de xilano de abedul liberé 5,0 mg de xilosa en
23 h, y 101,4 mg/mg de proteina.

Los caldos de cultivo de los cultivos de Aspergillus oryzae con hemicelulosa o fuente de carbono de xilano mostraron
una actividad xilanasa significativa. Los caldos de cultivo no resultaron tener actividad celulasa detectable, pues no
se detectd glucosa libre en el ensayo de hidrdlisis de la celulosa. Los ejemplos indican que el medio de cultivo
agotado de la produccion de lipidos con A. oryzae a partir de hidrolizados de hemicelulosa de madera contiene
hemicelulasas, tales como xilanasas, que pueden estar en la degradacion de la hemicelulosa de los materiales de
madera, lo que es una propiedad favorable para el (pre)blanqueamiento de la pulpa. La produccion de lipidos a partir
de la hemicelulosa procedente de material de madera muestra un ejemplo de una posibilidad de integracion del
proceso de produccién de lipidos con un proceso de reduccién a pulpa Kraft o un proceso de reduccién a pulpa
disolvente con la etapa de extraccion previa de la hemicelulosa. Ademas, la actividad de las hemicelulasas, pero la
falta de actividad de la celulasa, indica la aplicabilidad de las enzimas en las aplicaciones de (pre)blanqueamiento de
la pulpa.

Ejemplo 2

El presente ejemplo muestra la actividad de xilanasa selectiva formada en el caldo de cultivo durante el cultivo de
Aspergillus oryzae con material basado en lignocelulosa como fuente de carbono para la produccion de lipidos.

Se cultivé Aspergillus oryzae para la produccion de lipidos en materiales lignoceluldsicos a base de celulosa. La
base del medio de crecimiento contenia por litro de agua 40 g de material lignocelulésico como fuente de carbono,
1,46 g de peptona como fuente de nitrégeno, 0,5 g de extracto de levadura, 1 g de MgSO4 ¢7H,0, 0,5 g de K;HPOy4,
1 g de KH;PO4 y 0,2 g de CaCl,e2H,0, 0,00015 g de ZnSO4e7H,0, 0,0001 g de CuCle2H,0O y 0,00625 g de
MnCl,e4H,0. Se trituré la fuente de carbono y se tamiz6 (0,2 mm) celulosa de sulfato de madera dura blanqueada
de abedul que contenia aprox. 15 % de hemicelulosa. Se afiadié dicho material de celulosa al cultivo, dando una
concentracion final de 50 g/l. Se inoculd el medio de cultivo con 50 ml de suspension de Aspergillus oryzae
previamente cultivada durante 48 h. Se realizé la fermentacién en un volumen de medio de cultivo de 1 | a una
temperatura de 28 °C con 0,8 I/min de aireacion y 350-450 rpm de agitacion. El pH del cultivo fue de 5,7 y se ajusto
con NaOH 3 M durante el cultivo. Las actividades enzimaticas se determinaron tras 188 h de incubacion.

Se separaron los cultivos de caldos, y se ensayaron la concentracion de proteina, y la actividad de xilanasa y
celulasa como se ha descrito anteriormente. La concentracion de proteina del caldo de cultivo fue de 0,11 mg/ml. En
las Figuras 5 y 6, se presenta el azucar liberado durante los ensayos de hidrolisis como miligramos por mililitro de
caldo de cultivo y miligramos por miligramo de proteina en funcion del tiempo. La Figura 5 muestra la xilosa y la
xilobiosa liberadas en el ensayo de hidrdlisis por volumen de caldo de cultivo. Como sustrato, se usaron 200 mg de
xilano de madera de abedul. La Figura 6 muestra la xilosa y la xilobiosa liberadas en el ensayo de hidrolisis por
proteina. Como sustrato, se usaron 200 mg de xilano de madera de abedul. La Figura 7 muestra el azucar liberado
(xilosa y glucosa) como el % del sustrato (500 mg de celulosa nativa o biomasa residual del cultivo) durante el
ensayo de hidrdlisis con 1 ml de solucion de xilanasa comercial.

Se quedo una cantidad significativa de material de celulosa residual tras 188 h de cultivo. Se traté dicha biomasa
con xilanasa comercial (10,6 mg de proteina/ml) para determinar la composiciéon del residuo. Como referencia, se
tratd celulosa de abedul nativa con la misma solucion enzimatica. En los ensayos de hidrdlisis, se suspendieron
500 mg de material de celulosa seca en 49 ml de tampén de fosfato (0,02 M, pH 5) y 1 ml de solucién enzimatica. El
ensayo de hidrdlisis se realizé de otro modo de manera similar a los ensayos de actividad enzimatica. En la Figura 7,
se presenta el azucar liberado durante los ensayos de hidrélisis como miligramos por mililitro de caldo de cultivo y
miligramos por miligramo de proteina en funcién del tiempo.

El ensayo enzimatico (celulasa y xilanasa) para el caldo de cultivo solo mostré actividad de la xilanasa, pero no se
detectd actividad de la celulasa. En el ensayo de hidrdlisis con xilano como sustrato, se liberaron cantidades
significativas tanto de xilosa como de xilobiosa.

El ensayo de hidrdlisis con la xilanasa comercial (con una pequefia actividad de celulasa) para la biomasa residual
mostré que solo se pudieron hidrolizar trazas de hemicelulosa (inferiores al 2 % de xilosa liberada) de la celulosa
residual del cultivo. En otras palabras, la xilanasa formada en el caldo durante el cultivo habia hidrolizado de manera
eficaz la parte de hemicelulosa de la celulosa.

Del material de celulosa nativa original usado en el cultivo como fuente de carbono, el 11 % del sustrato se liberd
como xilosa cuando se traté con xilanasa. El material contenia aprox. el 15 % de hemicelulosas.

Dicho ejemplo muestra que Aspergillus oryzae puede producir enzimas con actividad selectiva de la xilanasa (sin
actividad de celulasa) en el proceso de produccion de lipidos cuando se cultiva con material de lignocelulosa como
fuente de carbono. Dicha xilanasa se puede usar para hidrolizar selectivamente la hemicelulosa dejando una
fraccion enriquecida de celulosa intacta. La actividad de las hemicelulasas, pero la falta de actividad de la celulasa,
indica la aplicabilidad de las enzimas en las aplicaciones de (pre)blanqueamiento de la pulpa.
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Ejemplo 3

El presente ejemplo muestra la actividad enzimatica formada en el caldo de cultivo durante el cultivo de Aspergillus
terreus con material basado en hemicelulosa como fuente de carbono para la produccién de lipidos.

Aspergillus terreus se cultiva para la produccion de lipidos en una hemicelulosa de paja de trigo como sustrato de
carbono en un volumen de 2 litros en un biorreactor. El medio de cultivo se compone de 50 ml de base nitrogenada
de levadura sin aminoacidos ni sulfato de amonio (Difco) 10 x solucién madre suspendida en 2 | de agua y se
complementd por litro con: 1,0 g de extracto de levadura, 1 g de (NH4)2SO4, 1 g de MgSO4e7H,0, 0,5 g de KzHPO,,
1 g de KH2PO4, 0,2 g de CaCl;e2H,0 y 2 g de celulosa. Se inoculd el medio de cultivo con 150 ml de cultivo de A.
terreus previamente cultivado durante 24 h. La fermentacion se realizé a una temperatura de 35 °C con 3,0 I/min de
aireacion y agitacion a 200-430 rpm. El pH del cultivo fue de 5,7, y se ajusté con NaOH 3 M durante el cultivo.
Durante el cultivo, se suministré la solucion de hemicelulosa en el fermentador. Las actividades enzimaticas se
determinaron tras 165 h de incubacion.

Se separo6 el caldo de cultivo y se concentrd parcialmente por ultrafiltracion en una celda de ultrafiltracion agitada
Amicon con un filtro de 10.000 Da (Millipore). La concentracion de proteina y de lipidos, y la actividad de la xilanasa
y la celulasa se ensayaron como se ha descrito anteriormente.

El contenido de lipidos de la biomasa que contiene micelio fungico, hemicelulosa residual y celulosa fue del 15 % en
peso seco. La concentracion de proteina fue de 0,72 mg/ml en el caldo de cultivo sin concentrar y de 2,15 mg/ml en
el caldo concentrado.

En las Figuras 8 a 11, se presenta el azucar liberado durante los ensayos de hidrolisis como miligramos por mililitro
de caldo de cultivo y miligramos por miligramo de proteina en funcién del tiempo.

La Figura 8 muestra la xilosa liberada en el ensayo de hidrdlisis por volumen de caldo de cultivo. Como sustrato, se
usaron 200 mg de xilano de madera de abedul. La Figura 9 muestra la xilosa liberada en el ensayo de hidrdlisis por
proteina. Como sustrato, se usaron 200 mg de xilano de madera de abedul. La Figura 10 muestra la glucosa
liberada en los ensayos de hidrdlisis por volumen de caldo de cultivo. Como sustrato, se us6 1 g de celulosa. Parte
de la xilosa se liber6 de la hemicelulosa procedente del caldo de cultivo usado. La Figura 11 muestra la glucosa
liberada en el ensayo de hidrolisis por proteina. Como sustrato, se us6 1 g de celulosa. Parte de la xilosa se liberd
de la hemicelulosa procedente del caldo de cultivo usado.

El presente ejemplo indica que Aspergillus terreus puede producir tanto lipidos intracelulares como enzimas
hidroliticas extracelulares al caldo de cultivo. El ejemplo muestra que A. ferreus produce y excreta al medio de
crecimiento enzimas que tienen actividad de degradacion tanto del xilano y como de la celulosa. Dichas enzimas se
pueden separar, concentrar y usar en la hidrdlisis y el tratamiento de material lignoceluldsico en aplicaciones en las
que son favorables las actividades tanto de la celulasa como de la hemicelulosa. Dichas aplicaciones en la industria
de la pulpa y/o del papel pueden incluir la modificacion de fibras, el destintado o el descortezado. Ademas, la cepa
para la actividad tanto hacia la hemicelulosa como la celulosa polimérica es aplicable para su uso con residuos de la
industria de la pulpa y/o del papel que contienen tanto celulosa como hemicelulosa, tales como lodo primario del
destintado, la reduccion quimica a pulpa y/o reduccién mecanica a pulpa. Por lo tanto, el presente ejemplo indica la
posibilidad de integrar el proceso de produccion de lipidos con la reduccién quimica a pulpa, la reduccion mecanica
a pulpa o los procesos de reciclaje de fibra.
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REIVINDICACIONES
1. Un proceso integrado que comprende:

- un primer proceso, que es un proceso de produccion de aceite unicelular, y un segundo proceso, que es un
proceso de la industria de la pulpa y/o del papel,

en el que la materia organica del proceso de la industria de la pulpa y/o del papel se introduce en el proceso de
produccion de aceite unicelular, y en el que, en el proceso de produccion de aceite unicelular, se usa un
microorganismo capaz de producir lipidos y enzimas cuando se cultiva en un medio que comprende materia
organica del proceso de la industria de la pulpa y/o del papel,

- la produccion de lipidos y enzimas por dichos microorganismos en el proceso de producciéon de aceite
unicelular;

- la separacion del sobrenadante y de las células de microorganismos del cultivo de microorganismos;

- la recuperacion de lipidos de las células de microorganismos, y

la recuperacion del sobrenadante o de una fraccidon enriquecida en proteinas del sobrenadante que comprende
enzimas cataliticamente activas o una dilucién del sobrenadante que comprende enzimas cataliticamente activas del
proceso de produccién de aceite unicelular y la introduccion de uno o de todos ellos en el proceso de la industria de
la pulpa y/o del papel.

2. El proceso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que las enzimas y los lipidos son producidos por el mismo
microorganismo.

3. El proceso de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, en el que el microorganismo productor de enzimas y el
microorganismo productor de lipidos son diferentes.

4. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que las enzimas comprenden
hemicelulasas, xilanasas, mananasas, galatosidasas, peroxidasas, lacasas, pectinasas, celulasas, glucosidasas,
arabinasas, lipasas, amilasas, esterasas o proteasas o cualquier mezcla de las mismas.

5. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la materia organica
suministrada en el proceso de produccion de aceite unicelular comprende al menos un 50 % de lignocelulosas o una
fraccion de lignocelulosa, preferentemente al menos un 10 % de azucares poliméricos.

6. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la materia organica comprende
al menos un 20 %, preferentemente al menos un 30 % de hemicelulosas, o una o varias fracciones de hemicelulosa.

7. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que las enzimas comprenden
exoenzimas, preferentemente enzimas asociadas con la hidrélisis de la hemicelulosa.

8. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la materia organica comprende
al menos un 20 % de celulosa, preferentemente al menos un 30 % de celulosa o fracciones de la misma.

9. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que las enzimas comprenden
exoenzimas, preferentemente enzimas asociadas con la hidrdlisis de la celulosa.

10. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde el proceso de la industria de la
pulpa y/o del papel esta seleccionado del grupo de un proceso de reduccion a pulpa disolvente, un proceso de
reduccion a pulpa Kraft, (pre)blanqueamiento de la pulpa o un proceso de reduccién mecanica a pulpa, modificacion
de la fibra, descortezado, un proceso de reciclaje de la fibra, destintado, modificacién de la fibra, fabricacion de papel
y eliminacion del limo y/o de la brea.

11. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que el microorganismo es un
hongo filamentoso, una levadura o una bacteria, preferentemente un hongo perteneciente a un género seleccionado
del grupo de Aspergillus, Humicola, Rhizopus y Trichoderma, o es una levadura perteneciente al género
Cryptococcus, o es una bacteria perteneciente al género Streptomyces.

12. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que las enzimas producidas en el
proceso de produccion de aceite unicelular se usan en el proceso de la industria de la pulpa y/o del papel como un
preparado enzimatico o como una fuente de enzimas.

13. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que las enzimas producidas en el

proceso de produccién de aceite unicelular se vuelven a usar con fines cataliticos en el proceso de produccion de
aceite unicelular.
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14. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que las hemicelulasas producidas
en el proceso de produccion de aceite unicelular se usan en el (pre)blanqueamiento de la pulpa, la mejora del
proceso de reduccién a pulpa disolvente, la mejora del proceso de reduccion a pulpa Kraft, el descortezado, el
destintado y/o la modificacién de la fibra, preferentemente en el (pre)blanqueamiento.

15. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que las celulasas producidas en
el proceso de produccion de aceite unicelular se usan en el destintado, la modificacion de la fibra, la mejora del
proceso de reduccion a pulpa disolvente, la mejora del proceso de reduccion a pulpa Kraft y/o el descortezado,
preferentemente en la modificacién de la fibra y/o en el destintado.

16. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que los lipidos producidos en el
proceso de produccién de aceite unicelular se usan como biocombustible 0 como un componente de biocombustible
o0 como un material de partida para la produccion de biocombustible.

17. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 16, en el que el biocombustible es biodiesel o diesel renovable,
gasolina y/o combustible para aviones.

18. Un sistema de procesos integrado para la produccion de lipidos y la industria de la pulpa y/o del papel, que
comprende que un proceso de produccion de lipidos usa materia organica procedente de procesos de la industria de
la pulpa y/o del papel como materia prima para la produccion de lipidos, y los procesos de la industria de la pulpa y/o
del papel usan enzimas procedentes del proceso de produccién de lipidos.

19. El sistema de procesos integrado de acuerdo con la reivindicacion 18, en el que el proceso de la industria de la
pulpa y/o del papel es un proceso de reduccién quimica a pulpa, y en el que el proceso de produccion de lipidos usa
hemicelulosa, lodo primario y/o fracciones del mismo como materia prima para la produccion de lipidos, y el proceso
de la industria de la pulpa y/o del papel usa hemicelulasas obtenidas del proceso de produccion de lipidos.

20. El sistema de procesos integrado de acuerdo con la reivindicacion 18, en el que el proceso de la industria de la
pulpa y/o del papel es un proceso de reciclaje de fibra, en el que el proceso de produccion de lipidos usa lodo del
destintado y/o fracciones del mismo como materia prima para la produccioén de lipidos, y el proceso de la industria de
la pulpa y/o del papel usa enzimas obtenidas del proceso de produccion de lipidos.

21. El sistema de procesos integrado de acuerdo con la reivindicacion 18, en el que el proceso de la industria de la
pulpa y/o del papel es un proceso de reduccién mecanica a pulpa, en el que el proceso de produccion de lipidos usa
residuos procedentes de la reduccion mecanica a pulpa, lodo primario y/o fracciones del mismo como materia prima
para la produccion de lipidos, y el proceso de la industria de la pulpa y/o del papel usa enzimas obtenidas del
proceso de produccioén de lipidos.
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