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DESCRIPCION
Procedimiento para la extraccion de lipidos y azlcares a partir de biomasa de algas

La presente invencion hace referencia a un procedimiento para la extraccion de lipidos y azucares a partir de
biomasa de algas. La invencion se define mediante las reivindicaciones.

Mas en concreto, la presente invencion hace referencia a un procedimiento para la extraccion de lipidos y aztcares
a partir de biomasa de algas que comprende producir una suspension acuosa de biomasa de algas; llevar el pH de
dicha biomasa de algas a un valor mayor o igual que 10; concentrar dicha suspension acuosa de biomasa de algas
mediante la adicion de al menos un floculante anidnico; recuperar la biomasa de algas concentrada obtenida;
someter dicha biomasa de algas concentrada a la extraccion de lipidos; obtener: (i) una fase organica que
comprende lipidos; (ii) una fase semisélida que comprende un residuo de dicha biomasa de algas; someter dicha
fase semisdlida (ii) a la hidrdlisis para obtener los aztcares.

Los lipidos asi obtenidos se pueden utilizar ventajosamente para la produccion de biodiésel o biocombustible que se
puede utilizar tal cual o en una mezcla con otros combustibles para automoviles.

Los azucares asi obtenidos se pueden utilizar ventajosamente como fuente de carbono en los procedimientos de
fermentacion para la produccion de lipidos y también para la produccion de alcoholes (p. ej., etanol, butanol). Dichos
alcoholes se pueden utilizar ventajosamente como biocarburantes para automdviles, o como componentes que se
pueden anadir a los combustibles para automoviles.

Las algas, en concreto las microalgas, se cultivan en la actualidad para la produccion de compuestos valiosos, tales
como, por ejemplo, acidos grasos poliinsaturados [por ejemplo, acido eicosapentaenoico (EPA), acido
docosahexanoico (DHA) y productos similares], vitaminas (por ejemplo, B-caroteno y productos similares) y
gelificantes, que quedan incluidos en los campos nutricional, farmacéutico y cosmético.

El cultivo de microalgas para los sectores anteriores se caracteriza por una capacidad de produccion mas bien
escasa (en el orden de cientos a miles de toneladas al afio) y por el gran valor afiadido de los compuestos obtenidos
(cientos a miles de dolares por kilogramo). Esta es la razén por la que se pueden tolerar los sistemas de produccion
complejos y caros, sobre todo los sistemas de extraccion y purificacion que deben cumplir las normas estrictas de
tipo sanitario y nutricional, tipicas de los campos mencionados mas arriba.

El cambio desde los campos mencionados mas arriba del uso tradicional de las microalgas hacia el campo
medioambiental/energético necesita el desarrollo de tecnologias que conduzcan a un incremento considerable de la
capacidad de produccion (desde cientos a miles de toneladas al afio hasta millones de toneladas al afio) y a una
enorme reduccion de los costes de produccién debido al escaso valor afiadido de los compuestos destinados al
campo medioambiental/energético (cientos a miles de ddlares por tonelada).

Los procedimientos que estan relacionados con la extraccion de compuestos a partir de la biomasa de algas estan
descritos en la técnica.

En la solicitud de patente internacional WO 2010/000416, a nombre del solicitante, por ejemplo, se describe un
procedimiento para la extraccion de acidos grasos a partir de la biomasa de algas, que comprende: producir una
suspension acuosa de biomasa de algas; someter la suspension acuosa de biomasa de algas a hidrodlisis acida y
extraccion mediante la adicion de al menos un solvente organico apolar y de al menos un acido inorganico a dicha
suspension acuosa de biomasa de algas, para asi obtener las siguientes tres fases: (i) una fase semisédlida que
comprende un residuo fangoso de biomasa de algas; (ii) una fase acuosa que comprende compuestos inorganicos y
compuestos organicos hidrdfilos; (iii) una fase organica que comprende acidos grasos y compuestos organicos
hidréfobos diferentes a dichos acidos grasos. Dichas fases (i) a (iii) se someten a mas tratamientos para obtener:
aceites piroliticos, biodiésel o biocombustible, biogas.

En la solicitud de patente internacional WO 2010/089063, a nombre del solicitante, se describe un procedimiento
para la extraccion de lipidos a partir de la biomasa de algas, que comprende: producir una suspension acuosa de
biomasa de algas; afiadir a dicha suspensién acuosa de biomasa de algas al menos un solvente organico inmiscible
o sustancialmente inmiscible en agua con lo que se obtiene una mezcla acuosa organica; someter dicha mezcla
acuosa organica a la evaporacion del agua y a la extraccion de lipidos; hacerla operar a una tal temperatura que se
obtiene la retirada sustancialmente completa del agua de dicha mezcla acuosa organica, con lo que se obtiene: (i)
una fase organica que comprende los lipidos y dicho solvente organico; (ii) una fase semisolida que comprende un
residuo de dicha biomasa de algas. Dichas fases (i) y (ii) se someten a mas tratamientos para obtener: aceites
piroliticos, biodiésel o biocombustible, biogas.

En la solicitud de patente de los EE. UU. US 2011/0086386 se describe un método de fraccionamiento de biomasa
(por ejemplo, biomasa de algas) que comprende las etapas siguientes: acondicionar la permeabilidad de una
biomasa suspendida en una solucidn acuosa de al menos un solvente, llevarla a un determinado pH (por ejemplo, un
pH que oscile de 1 a 6,5 o un pH que oscile de 7,5 a 14), para formar una biomasa acondicionada; poner la biomasa
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acondicionada en estrecho contacto con al menos un solvente apolar; separarlas para obtener una solucion de
solvente apolar y una solucion polar de biomasa; recuperar los productos celulares de la solucién del solvente apolar
y de la solucién polar de la biomasa; someter la solucién polar de la biomasa al fraccionamiento para obtener
componentes polares y componentes hidrosolubles. Dicho método permite la recuperacion no sélo de los productos
de interés (que pueden, a su vez, utilizarse en el campo nutricional o farmacéutico, o en el campo de los
biocarburantes), sino también de los subproductos, asi como el reciclaje de nutrientes y agua.

En la patente de los EE. UU. US 7.869.195 se describe un método para la extraccion de lipidos y para deshidratar
una biomasa humeda, que comprende: centrifugar una biomasa de algas humeda para incrementar el contenido
soélido desde aproximadamente el 10% a aproximadamente el 40%, con lo que se obtiene una biomasa de algas
centrifugada; mezclar la biomasa de algas centrifugada con un solvente anfipatico, con lo que se obtiene una mezcla;
calentar la mezcla, con lo que se obtiene una biomasa de algas deshidratada y sin grasas; separar el solvente
anfipatico a partir de la biomasa de algas deshidratada y sin grasas, con lo que se obtiene el solvente anfipatico,
agua y lipidos; evaporar el solvente anfipatico desde el agua vy los lipidos; y separar el agua de los lipidos. Dichos
lipidos se pueden utilizar para producir biocarburantes y energia renovable.

En la patente de los EE. UU. US 8.115.022 se describe un método para aislar clorofilas y aceite rico en w-3 desde
las algas, que comprende: (a) deshidratar células de algas sustancialmente intactas que estan suspendidas en un
medio liquido, con lo que se obtiene una biomasa de algas; (b) extraer (por ejemplo, por la adicién de etanol) una
fraccion sustancialmente liquida que comprende lipidos neutros, carotenoides y clorofilas a partir de la biomasa de
algas, en donde dichos lipidos neutros comprenden acidos grasos w-3; y (c) separar los carotenoides y las clorofilas
de los lipidos neutros (por ejemplo, por medio de un material adsorbente o de una membrana de diafiltracion).
Dichos lipidos se pueden utilizar para producir biocarburantes.

Luciela Borges et al., en Biomass and bioenergy (2011), vol. 35, n.° 10, pags. 4449-4454 dan a conocer un
procedimiento para la produccién de lipidos que se pueden utilizar para producir biocarburantes.

También se sabe que la recogida de biomasa de algas es relativamente complicada y cara (puede, de hecho,
suponer del 20% al 30% del coste total del procedimiento de produccién de biomasa de algas).

En consecuencia, se han llevado a cabo estudios para mejorar el procedimiento de recogida de biomasa de algas.

Molina Grima E. et al., en Biotechnology Advances (2003), volumen 20, pags 491-515, por ejemplo, describen
diferentes procedimientos para recoger biomasa de algas, tales como, por ejemplo, floculacién, centrifugacion,
filtracion. Con respecto a la floculacién, se describe el uso de floculantes, como tales, por ejemplo: sales metalicas (p.
€j., cloruro de hierro, sulfato de aluminio, sulfato de hierro); sales de metales polimerizados (p. €j., sulfato poliférrico);
polimeros catidnicos (polielectrdlitos); biofloculantes (p. €j., quitosano). O bien, dicha floculacion se puede realizar al
llevar el pH del caldo de cultivo de la biomasa de algas a un valor que oscila de 11,8 a 12.

Knuckey R. M. et al., en Aquacultural Engineering (2006), vol. 35, nimero 3, pags. 300-313, describen una técnica
de floculacién para microalgas marinas que comprende llevar el pH del caldo de cultivo de dichas microalgas a un
valor que oscila de 10 a 10,6 mediante el uso de hidroxido de sodio (NaOH), afadir un polimero no iénico
(Magnafloc LT-25) a una concentracion final igual a 0,5 mg/l. El producto floculado que se obtiene se recupera y se
neutraliza con un acido para obtener un factor de concentracion de dichas microalgas que oscile de 200 a 800 veces.

Brennan L. et al., en Renewable and Sustainable Energy Reviews (2010), vol. 14, niumero 2, pags. 557-577,
describen la produccién de biocarburantes a partir de microalgas. Entre los diferentes procedimientos para la
recuperacion de las microalgas a partir del caldo de cultivo, se describe la floculacion en presencia de sales
metalicas (p. €j., cloruro de hierro, sulfato de aluminio, sulfato de hierro); polimeros no iénicos (p. €j., Magnafloc LT-
25); biofloculantes (p. €j., quitosano). O bien, dicha floculacion se puede llevar a cabo por medio de ultrasonidos.

En la solicitud de patente de los EE. UU. US 2009/0162919 se describe un método para la concentracién de
microalgas unicelulares, que comprende: a) poner en contacto, en un entorno acuoso, las microalgas que tienen un
diametro medio de las células sueltas de menos de 20 um, con un floculante inorganico (p. €j., cloruro de aluminio,
sulfato de aluminio, cloruro de polialuminio, aluminato de sodio) presente a una concentracion por debajo del 10%
con respecto a la biomasa de microalgas seca, con lo que se obtiene una solucidon que comprende microalgas
floculadas en fléculos que tienen un diametro medio de al menos 100 um; y b) separar los floculos de microalgas a
partir del entorno acuoso, con lo que se obtiene una biomasa de microalgas que tiene una concentracion de al
menos el 1%. Los floculos que tienen un diametro medio en el orden de milimetros se pueden obtener mediante la
adicién de mas floculante a dicha solucién, seleccionado de polimeros organicos catiénicos o no iénicos, o de
biopolimeros tales como, por ejemplo, quitosano, arcillas.

Sin embargo, los procedimientos descritos mas arriba pueden tener algunos puntos criticos.

Las reacciones que permiten la floculacion de la biomasa de algas son, de hecho, sensibles a diferentes parametros,
tales como, por ejemplo, pH, temperatura, propiedades de la superficie celular de las algas utilizadas, concentracion
de las sustancias quimicas utilizadas para el crecimiento de las algas, salinidad del medio de cultivo utilizado (en
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concreto, en el caso de las algas que crecen en agua salada), valor de DQO (demanda quimica de oxigeno),
especies contaminantes (p. €j., bacterias) que pueden estar presentes en el entorno en el que crecen las algas (en
concreto, si se cultivan en estanques abiertos), fuerza i6nica de la fase acuosa, pero, sobre todo, el estado
vegetativo (vitalidad) del alga. De hecho, el estado vegetativo del alga varia significativamente durante el dia por
diferentes razones, tales como, por ejemplo: como consecuencia de la variacion de la luz solar, con la induccion de
los fenédmenos de fotoaclimatacion y la fotoinhibicion; con respecto al método de cultivo, por lote, por semilote o en
continuo; con respecto a las diferentes fases de crecimiento de las algas, a saber, la fase de crecimiento
exponencial, la fase de maduracion, la fase de ayuno. Las numerosas variables que influyen en el proceso de
floculacién hacen en consecuencia que sea imposible predecir las condiciones operativas que tienen una eficacia
confirmada y hacen indispensable la realizacion de diferentes pruebas experimentales que, en cualquier caso,
cuando se llevan a una escala industrial, podria resultar que no siempre seran eficaces.

Por lo tanto, el solicitante ha considerado que el problema de hallar un procedimiento para la extraccion de lipidos y
azucares a partir de biomasa de algas, en el que el procedimiento de floculacion es capaz de solventar los aspectos
criticos de mas arriba, es reproducible, y se puede aplicar a una escala industrial.

El solicitante ha hallado en la actualidad un procedimiento para la extraccion de lipidos y azlcares a partir de
biomasa de algas en el que la floculacion de dicha biomasa de algas se puede llevar a cabo ventajosamente por
medio de un cambio de pH de la suspension acuosa que contiene la biomasa de algas, obtenida del cultivo de las
algas, a un valor basico (a saber, a un valor mayor o igual que 10) y la posterior adicion de al menos un floculante.
Dicho procedimiento permite una buena recogida de biomasa de algas, por lo que se obtiene una biomasa de algas
concentrada que se puede someter a la extraccion de los lipidos, con lo que se obtienen las fases siguientes: (i) una
fase organica que comprende los lipidos que se recuperan, y (ii) una fase semisdlida que comprende un residuo de
la biomasa de algas que se ha somete a hidrdlisis, con lo que se obtienen azucares. Ademas, al hacerlo operar de
acuerdo con el procedimiento de mas arriba, se obtiene una separacion nitida de la biomasa de algas por floculacion,
con lo que se obtiene una fase acuosa transparente similar al agua utilizada para el cultivo de las algas que se
puede volver a utilizar para dicho cultivo sin que haya que someterla a mas tratamientos. Ademas, dicho
procedimiento es particularmente Util en el caso de un procedimiento de cultivo de algas en continuo, mas
especificamente de algas que crecen en agua salada. Dicho procedimiento también se puede reproducir con
facilidad y se puede aplicar a una escala industrial.

Por lo tanto, un objeto de la presente invencion hace referencia a un procedimiento para la extraccion de lipidos y
azucares a partir de biomasa de algas, que comprende:

- producir una suspension acuosa de biomasa de algas;

- llevar el pH de dicha suspension de biomasa de algas a un valor mayor o igual que 10, que preferiblemente oscila
de 10,2 a 12, y obtener una suspension acuosa de biomasa de algas a pH basico;

- afiadir al menos un floculante aniénico a dicha suspensién acuosa de biomasa de algas a pH basico, y obtener una
biomasa de algas concentrada;

- recuperar dicha biomasa de algas concentrada;

- someter dicha biomasa de algas concentrada a la extraccién de los lipidos, con lo que se obtiene:
(i) una fase organica que comprende lipidos;
(i) una fase semisolida que comprende un residuo de dicha biomasa de algas;

- someter dicha fase semisolida (ii) a hidrolisis, con lo que se obtienen azucares.

Para el objetivo de la presente descripcion y de las reivindicaciones que le siguen, las definiciones de los margenes
numeéricos siempre comprenden los extremos, a menos que se especifique de otra manera.

Para el objetivo de la presente descripcion y de las reivindicaciones que le siguen, el término «que comprende»
incluye los términos «que esencialmente consiste en» 0 «que consiste en».

De acuerdo con una realizacion preferida de la presente invencion, dicho procedimiento se puede llevar a cabo por
lotes, por semilotes o en continuo, preferiblemente en continuo.

De acuerdo con una realizacion preferida de la presente invencion, dicha suspension acuosa de biomasa de algas
procede del cultivo de algas, preferiblemente del cultivo de microalgas.

Dichas microalgas pueden crecer solas o en un consorcio con otros microorganismos, tanto en agua dulce como en
agua que tiene una salinidad elevada, por ejemplo, en agua salobre con una concentracion de sales que también es
mayor que 5 g/l. En los ecosistemas naturales, las microalgas a menudo coexisten con otros microorganismos (por
ejemplo, otras algas y bacterias) con las que pueden desarrollar interacciones que incrementan la estabilidad y la
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supervivencia del consorcio.

Para el objetivo de la presente descripcion y de las reivindicaciones que le siguen, el término «microalgas» hace
referencia, incluso aunque no se especifique, a microorganismos vegetales y a procariotas fototrofos y heterétrofos,
0 a consorcios de microorganismos cultivados especificamente que contienen las mismas microalgas. Se debe
observar que para el objetivo de la presente invencion, si se utilizan los consorcios de mas arriba, en dichos
consorcios deben predominar las microalgas.

Para el objetivo de la presente invencion, dicha suspension acuosa de biomasa de algas se obtiene preferiblemente
a partir del cultivo de algas en estanques abiertos de tipo «estanque de rodadura con rueda de paletas» [en la figura
2 se muestra el esquema de un estanque abierto del tipo «estanque de rodadura con rueda de paletas» (Estanque
P-1)] cuya profundidad es mayor que 0,15 m y que oscila preferiblemente de 0,2 m a 0,3 m, y la superficie activa
expuesta a la radiacién solar o por medio de lamparas especiales, en el orden de unos pocos metros cuadrados
para cada estanque abierto hasta 1000 m? a 2000 m? para cada estanque abierto en el caso de los estanques
abiertos del tipo industrial, o a partir del cultivo de algas en contenedores, en concreto, en fotobiorreactores que
tienen la superficie activa expuesta a la radiaciéon solar o por medio de lamparas especiales, en el orden de unos
pocos metros cuadrados para cada fotobiorreactor hasta 100 m? a 400 m? para cada fotobiorreactor en el caso de
los fotobiorreactores de tipo industrial.

Ejemplos especificos de microalgas que se pueden utilizar ventajosamente para el objetivo de la presente invencion
son: Nannochloropsys, Tetraselmis, Scenedesmus, Phaeodactylum, Chlorella, Amphipleura, Amphora, Chaetoceros,
Cyclotella, Cymbella, Fragilaria, Navicula, Nitzschia, Achnantes, Dulaniella, Oscillatoria, Oocystis, Porphiridium o
combinaciones de las mismas.

De acuerdo con una realizacion preferida de la presente invencion, dicho cultivo de algas se puede llevar a cabo en
presencia de agua dulce o de agua salada que tienen un origen natural o artificial, tales como, por ejemplo,
procesamientos industriales, preferiblemente agua salada.

Preferiblemente, dicha agua salada puede ser agua del mar o de tipo salobre, natural o artificial, también con una
concentracion de sales elevada que oscila, por ejemplo, de 5 g/l a 90 g/l.

Un ejemplo de agua salobre que se puede utilizar ventajosamente para el objetivo de la presente invencion es agua
que viene de los campos de produccién de aceite, en particular, de los campos de produccién de aceite en el area
de Africa del Norte que estan situados en un contexto de alta radiacién solar, en zonas desérticas que no se pueden
utilizar para el cultivo de alimento y que tienen una coproduccion alta de agua que suele tener un volumen varias
veces mayor que la correspondiente produccion de aceite.

Si fuera necesario, el crecimiento de la biomasa de algas se puede favorecer mediante la alimentacion con
nutrientes que contengan nitrégeno, fésforo, oligoelementos, cuando ya no estan presentes en el agua. Se suelen
alimentar con soluciones de las sales organicas e inorganicas hidrosolubles, tales como, por ejemplo, sales de
amonio y fosfatos de metales alcalinos o metales alcalinotérreos (por ejemplo, fosfatos de sodio, potasio, calcio,
magnesio) o fosfatos de amonio. Es mas, junto con el agua, ademas de los nutrientes de mas arriba, también se
alimenta con un chorro de dioxido de carbono (CO,), como fuente de carbono, a través de distribuidores especiales
depositados en el fondo de los estanques abiertos o insertados iddneamente en los tanques de crecimiento (p. €;j.,
fotobiorreactores). El diéxido de carbono contenido en los gases de combustion industrial (refinerias, plantas
termoeléctricas, plantas de generacion de hidrégeno, etc.) también se puede utilizar como diéxido de carbono (COs).

De acuerdo con una realizacién preferida de la presente invencion, el pH de dicha suspensiéon acuosa se puede
llevar a un valor mayor o igual que 10, por la adicion de al menos un hidroxido de un metal alcalino, tal como, por
ejemplo, hidroxido de sodio (NaOH), hidroxido de potasio (KOH) o mezclas de los mismos; o de un metal
alcalinotérreo, tal como, por ejemplo, hidroxido de calcio [Ca(OH);], hidroxido de magnesio [Mg(OH),] o mezclas de
los mismos; o mezclas de los mismos. Dicho hidréxido de un metal alcalino o alcalinotérreo se puede utilizar tal cual
o en solucién acuosa, preferiblemente en solucién acuosa.

Para el objetivo de la presente invencion, dicho hidroxido de un metal alcalino o alcalinotérreo se afiade en la
cantidad necesaria para alcanzar el valor de pH deseado.

De acuerdo con una realizacion preferida adicional de la presente invencion, el pH de dicha suspension acuosa se
puede llevar a un valor mayor o igual que 10, mediante el consumo completo del diéxido de carbono (CO,) durante
el crecimiento de la biomasa de algas.

De acuerdo con una realizacion preferida de la presente invencion, dicho floculante aniénico se puede seleccionar
de polimeros aniénicos de alta masa molecular, tales como, por ejemplo, poliacrilamidas, poliacrilatos,
polimetacrilatos, policarboxilatos, preferiblemente poliacrilamidas.

Dichos polimeros aniénicos tienen preferiblemente una masa molecular que oscila de 1 MDa a 20 MDa, mas que
preferiblemente oscila de 2 MDa a 10 MDa.
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Ejemplos de polimeros anidnicos que se pueden utilizar ventajosamente para el objetivo de la presente invencion y
que estan disponibles en el mercado son los productos aniénicos Dryfloc® de SNF Acque ltalia.

De acuerdo con una realizacion preferida de la presente invencién, dicho floculante aniénico puede estar presente
en dicha suspension acuosa de biomasa de algas a pH basico en una cantidad que oscila de 1 ppm a 20 ppm, que
preferiblemente oscila de 2 ppm a 10 ppm.

Después de afiadir dicho floculante aniénico, se recupera la biomasa de algas concentrada, obtenida por separacion
gravitatoria, que se suele llevar a cabo en los decantadores que se utilizan tipicamente en las estaciones
depuradoras de aguas (por ejemplo, decantadores laminares de placas).

La recuperacion de dicha biomasa de algas concentrada se puede llevar a cabo de acuerdo con diferentes
procedimientos conocidos en la técnica, tales como, por ejemplo, filtracion al vacio, centrifugacion, prensas
filtradoras o prensas de correa, preferiblemente prensas filtradoras o prensas de correa. Dichos procedimientos
permiten que la biomasa de algas se concentre mas hasta obtener una biomasa de algas concentrada, que tiene
una concentracion de biomasa de algas (peso seco) que oscila del 5% en peso al 30% en peso, mas que
preferiblemente oscila del 10% en peso al 25% en peso, con respecto al peso total de la biomasa de algas
concentrada que se obtiene.

Para el objetivo de la presente descripcion y de las siguientes reivindicaciones, el término «concentracion de
biomasa de algas (peso seco)» hace referencia a la cantidad de biomasa de algas seca presente en la biomasa de
algas concentrada.

Se puede recuperar la mayor parte del agua liberada de la recuperacion de la biomasa de algas concentrada y se
puede reutilizarse en el procedimiento de mas arriba, en la fase de produccién de biomasa de algas (cultivo de algas)
como aguas residuales industriales; o dicha agua se puede enviar a una estacion depuradora de aguas residuales
(EDAR) para que se pueda someter a los tratamientos de purificacion de acabado antes de ser vertidas en
cumplimiento de las especificaciones legales.

Por otra parte, la biomasa de algas concentrada que se obtiene se somete a la extraccion de lipidos.

De acuerdo con una realizaciéon de la presente invencion, dicho procedimiento puede comprender el someter dicha
biomasa de algas concentrada a la deshidratacion, antes de extraer los lipidos, mediante la adicion de al menos un
solvente organico polar seleccionado de, por ejemplo, acetona, metanol, etanol, acetato de etilo, cetona metiletilica
(MEK) o mezclas de los mismos, preferiblemente acetona, con lo que se obtiene una fase acuosa que comprende
dicho solvente organico polar y agua, y una fase organica que comprende dicha biomasa de algas aun mas
concentrada.

Dicha deshidratacion se lleva a cabo preferiblemente mediante el uso de una razon entre el volumen de agua en la
suspension acuosa de la biomasa de algas concentrada y el volumen del solvente organico polar, que oscila de 1:
0,5 a 1:4, preferiblemente de 1:1 a 1:2,5, a temperatura ambiente (25 °C), durante un tiempo que oscila de 1 s a 10
min, que preferiblemente oscila de 2 s a 5 min.

Dicha deshidratacion se puede llevar a cabo bien con equipamientos del tipo «decantador mezclador» (por ejemplo,
Vortex) o con extractores de liquido y solido a contracorriente. Al final de la deshidratacién, la fase acuosa que
comprende dicho solvente organico polar y agua, y la fase organica que comprende dicha biomasa de algas adn
mas concentrada se pueden separar por medio de diferentes técnicas, tales como, por ejemplo, filtracion con filtros
de tambor, prensas de correa, prensas filtradoras, centrifugadoras (por ejemplo, centrifugadoras del tipo decantador).
Dicha deshidratacion ofrece una ventaja confirmada desde un punto de vista tecnoldgico, ya que la retirada de la
mezcla de solvente organico/agua y la posterior recuperacion del solvente organico (por ejemplo, por medio de
evaporacion) representa un ahorro de energia considerable con respecto a la retirada por evaporacién del agua sola
contenida en la biomasa de algas concentrada de partida (el calor latente de los solventes es, de hecho, igual a
aproximadamente un cuarto del que tiene el agua). Ademas, la concentracion adicional de la biomasa de algas
permite una mejor extraccion de los lipidos, gracias la presencia de una menor cantidad de agua. Dicha
deshidratacién, ademas, también permite retirar una parte del agua intracelular, lo que posibilita el uso de solventes
apolares para la extraccion de los lipidos, como es el caso habitual en la industria de los aceites vegetales. Una vez
que se ha retirado el solvente, por ejemplo por evaporacion, se puede retirar la mayor parte de la fase acuosa
residual y se puede reutilizar en el procedimiento de mas arriba, en la fase de produccion de biomasa de algas
(cultivo de algas) como aguas residuales industriales; o dicha agua se puede enviar a una estacion depuradora de
aguas residuales (EDAR) para que se pueda someter a los tratamientos de purificacion de acabado antes de ser
vertidas en cumplimiento de las especificaciones legales.

De acuerdo con otra realizacion de la presente invencioén, dicho procedimiento puede comprender el someter dicha
biomasa de algas concentrada a lisis celular, antes de la extraccion de los lipidos o después de la deshidratacion.

Dicha lisis celular se lleva a cabo preferiblemente en un homogeneizador, a una presién que oscila de 250 bar a
2000 bar, que preferiblemente oscila de 800 bar a 1600 bar, a temperatura ambiente (25 °C). Se debe sefalar que,
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si se utiliza un homogeneizador, dicha lisis celular tiene lugar en el orden de unos pocos milisegundos (a saber, el
tiempo que tarda en atravesar el agujero de dicho homogeneizador).

De acuerdo con una realizacién mas de la presente invencién, dicho procedimiento puede comprender el someter
dicha biomasa de algas concentrada, antes o después de la deshidratacién, a la lisis celular y la extraccion de los
lipidos al mismo tiempo (lisis y extraccion simultanea: LES), preferiblemente en un homogeneizador, en presencia de
al menos un solvente organico polar, tal como, por ejemplo, acetona, metanol, etanol, acetato de etilo, cetona
metiletilica (MEK) o mezclas de los mismos, preferiblemente acetona, con lo que se obtiene una mezcla que
comprende dicha biomasa de algas concentrada, dicho solvente organico polar y agua.

De acuerdo con una realizacién mas de la presente invencién, dicho procedimiento puede comprender el someter
dicha biomasa de algas concentrada, antes o después de la deshidratacién, a la lisis celular y la extraccion de
lipidos al mismo tiempo (lisis y extraccion simultanea: LES), preferiblemente en un homogeneizador, en presencia de
al menos un solvente organico apolar seleccionado de, por ejemplo, hexano, n-octano, iso-octano, nonano, decano,
isdbmeros de xileno, tolueno, benceno, clorobenceno, diclorometano, o mezclas de los mismos, cortes de refineria
que comprenden mezclas que incluyen hidrocarburos alifaticos y aromaticos, mezclas de dichos hidrocarburos
alifaticos y aromaticos, en concreto las mezclas conocidas como «lubricantes ligeros» (LCO), gasoleos, gasolinas
alquiladas o mezclas de los mismos, y se obtiene una mezcla que comprende dicha biomasa de algas concentrada,
dicho solvente organico apolar y agua.

La mezcla de mas arriba, que comprende dicha biomasa de algas concentrada, dicho solvente organico polar o
apolar y agua, se envia directamente a la separacion que se puede llevar a cabo por medio de diferentes técnicas,
tales como, por ejemplo, filtracion con filtros de tambor, prensas de correa, prensas filtradoras, centrifugadoras (por
ejemplo, centrifugadoras del tipo decantador), con lo que se obtienen las fases anteriores (i) y (ii).

Dicha lisis celular y extraccion de lipidos al mismo tiempo (lisis y extraccion simultanea: LES) se puede llevar a cabo
preferiblemente con una razén entre el volumen de la suspension acuosa de la biomasa de algas concentrada y el
volumen del solvente organico polar o apolar que oscila de 1:1 a 1:2, preferiblemente 1:2, a una presion que oscila
de 250 bar a 2000 bar, que preferiblemente oscila de 800 bar a 1600 bar, a temperatura ambiente (25 °C). Se debe
sefialar que, si se utiliza el homogeneizador, dicha lisis celular y la extraccion de lipidos al mismo tiempo (lisis y
extraccion simultanea: LES) tiene lugar en el orden de unos pocos milisegundos (a saber, el tiempo que tarda en
atravesar el agujero de dicho homogeneizador).

Dicha extraccién de lipidos, cuando se realiza después de la lisis celular o de la deshidratacién, se puede llevar a
cabo mediante la adicién de al menos un solvente organico apolar seleccionado de, por ejemplo, hexano, n-octano,
iso-octano, nonano, decano, isémeros de xileno, tolueno, benceno, clorobenceno, diclorometano, o mezclas de los
mismos, cortes de refineria que comprenden mezclas que incluyen hidrocarburos alifaticos y aromaticos, mezclas de
dichos hidrocarburos alifaticos y aromaticos, en particular, mezclas conocidas como «lubricantes ligeros», gasoleos,
gasolinas alquiladas o mezclas de los mismos.

Como alternativa, dicha extraccion de lipidos, cuando se lleva a cabo después de la lisis celular o de la
deshidratacién, se puede realizar mediante la adicion de al menos un solvente organico polar seleccionado de, por
ejemplo, acetona, metanol, etanol, acetato de etilo, cetona metiletilica (MEK) o mezclas de los mismos,
preferiblemente acetona.

Dicha extraccion de lipidos, cuando se lleva a cabo después de la lisis celular o de la deshidratacion, puede
realizarse preferiblemente con una razén entre el volumen de la suspension acuosa de la biomasa de algas
concentrada y el volumen del solvente organico apolar o polar que oscila de 1:1 a 1:2, preferiblemente 1:1, a una
temperatura que oscila de 20 °C a 100 °C, que preferiblemente oscila de 50 °C a 80 °C, durante un tiempo que
oscila de 30 min a 4 h, que preferiblemente oscila de 1 ha 3 h.

Al final de la fase de extraccion de lipidos, se obtienen las fases (i) y (ii) de mas arriba, que se pueden separar por
gravedad sin que se necesiten tratamientos de separacion particulares, o se pueden separar por medio de
procedimientos conocidos en la técnica, tales como, por ejemplo, filtracion, centrifugacion. Dichas fases (i) y (ii) se
recuperan posteriormente y se someten a tratamientos conocidos en la técnica para obtener los compuestos de
interés.

La fraccion lipidica presente en la biomasa de algas procedente del cultivo de microalgas suele comprender
diferentes clases de moléculas lipidicas, tales como, por ejemplo: glicéridos, por ejemplo, mono-, di-, triacilglicéridos
(compuestos por acidos grasos y glicerol); ceras (compuestas por acidos grasos mas alcoholes y acidos grasos mas
esteroles); hidrocarburos; acidos grasos libres; esteroles; fosfolipidos, tales como, por ejemplo, diacilfosfoglicéridos,
alquilacilfosfolipidos, alquenilacilfosfoglicéridos (compuestos por acidos grasos mas un grupo fosférico),
esfingofosfolipidos (compuestos por acidos grasos mas un grupo fosférico y una base nitrogenada); glucolipidos
(compuestos por acidos grasos mas glicidos y una base nitrogenada); aminolipidos (compuestos por acidos grasos
y una base nitrogenada). Ademas de dichas moléculas lipidicas, se suelen presentar en dicha biomasa de algas
otros compuestos organicos hidrofobos, tales como, por ejemplo, fitol y otros alcoholes hidréfobos de cadena larga,
clorofilas, carotenoides, terpenos, tocoferoles.
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La fase organica (i) comprende preferiblemente, ademas de los lipidos, compuestos organicos hidréfobos diferentes
de los lipidos, tales como, por ejemplo, fitol y otros alcoholes.

La fase organica (i) que comprende lipidos y el solvente organico se somete preferiblemente a la evaporacion para
recuperar el solvente organico que se puede reutilizar en el procedimiento de mas arriba y los lipidos extraidos.
Después de la evaporacion del solvente organico, los lipidos extraidos se pueden someter a la esterificacion en
presencia de un alcohol que tiene de 1 a 4 atomos de carbono, preferiblemente metanol, etanol y un catalizador,
preferiblemente un catalizador acido, para producir glicerol y ésteres de alquilo, en concreto ésteres de metilo o
ésteres de etilo (biodiésel).

Como alternativa, después de la evaporacion del solvente organico, los lipidos extraidos se pueden someter a la
hidrogenacion o desoxigenacion en presencia de hidrogeno y de un catalizador con el objetivo de producir
biocombustible. Los procedimientos de hidrogenacion o desoxigenacion se conocen en la técnica y se describen, por
ejemplo, en la solicitud de patente europea EP 1.728.844.

Como alternativa, dicha fase organica (i) que comprende lipidos y el solvente organico se puede someter
directamente a la esterificacion o a la hidrogenacién o desoxigenacion. En este caso, se evita, asi pues, la etapa de
evaporacion del solvente organico.

El biodiésel o biocombustible que se producen tal y como esta descrito mas arriba se pueden utilizar tal cual o en
una mezcla con otros combustibles para automdviles.

La fase semisodlida (ii) que comprende un residuo de la biomasa de algas, a saber, biomasa de algas residual
empapada en el solvente organico (desecho), contiene preferiblemente casi todos los glucidos y proteinas presentes
desde el inicio en la biomasa de algas.

Dicha fase semisolida (ii) se puede someter a la hidrélisis de los polisacaridos para producir azicares simples
fermentables.

Dicha hidrdlisis se puede llevar a cabo en presencia de al menos un acido diluido, tal como, por ejemplo, acido
sulfarico, acido fosférico, acido clorhidrico, presente en una cantidad que oscila del 1% en peso al 5% en peso con
respecto al peso total de dicha fase semisdlida (ii) que se hace operar, por ejemplo, a una temperatura que oscila de
110 °C a 160 °C, durante un tiempo que oscila de 1 h a 6 h: al operar en dichas condiciones y a concentraciones
elevadas de la biomasa de algas en dicha fase semisolida (ii), por ejemplo, a una concentracién de biomasa de
algas que oscila del 20% en peso al 30% en peso con respecto al peso total de dicha fase semisdlida (i), la
concentracion de los azucares en el producto hidrolizado obtenido se puede mantener relativamente alta (p. €j.,
concentracion >50 g/l), una caracteristica fundamental para optimizar el rendimiento de las fermentaciones en
presencia de microorganismos, a las cuales se enviaran posteriormente. Por otra parte, cuando se hace operar en el
punto de ebullicion del agua, se puede obtener una hidrolisis completa al cabo de unas pocas horas de tratamiento:
al operar en dichas condiciones, se reduce al minimo (<50 ppm) la concentracion de inhibidores (furfurales) que
proceden de la degradacion térmica de los azucares, lo que permite la acumulacion de los azucares fermentables
que contienen una cantidad de inhibidores del crecimiento de los microorganismos utilizados posteriormente en la
fermentaciéon que no interfiere con su crecimiento.

Como alternativa, se puede obtener una hidrdlisis de los polisacaridos presentes en dicha fase semisdlida (ii)
mediante el tratamiento de la misma con vapor de agua a una temperatura y presion altas, optativamente
acompafnadas de una etapa para la liberacion subita de la presion (conocido en la técnica como el método de
«explosién de vapor»). Dicho tratamiento se puede llevar a cabo sin acidos exdgenos, porque ya estan presentes,
en el medio de reaccion, tales como, por ejemplo, acido acético, acido sulfdrico, que proceden de los componentes
celulares y de los azucares acetilados o sulfonados presentes en la biomasa de algas contenida en dicha fase
semisolida (ii). Optativamente, para mejorar ain mas el rendimiento de las hidrdlisis, es posible en cualquier caso
afadir al menos un acido, tal como, por ejemplo, acido sulfdrico, a una concentracion baja, preferiblemente a una
concentracion <1% en peso con respecto al peso total de dicha fase semisélida (ii), para mejorar adicionalmente el
rendimiento de las hidrdlisis.

Tras la reaccion de hidrdlisis, la solucion de los azucares simples obtenida se separa del residuo (por ejemplo, por
medio de filtracion, centrifugacion, evaporacion) para obtener una solucién que contiene la concentracion mas alta
posible de azucares (por ejemplo, >150 g/l). Para incrementar la concentracion de azucares, dicha solucion de
azucares simples se puede tratar por medio de membranas selectivas que, ademas de concentrar dichos azlcares
simples, se pueden utilizar también para reducir el contenido de sales o acidos disueltos en la misma: la solucién
concentrada de azlcares asi obtenida se puede utilizar a continuacién para las fermentaciones, mientras que el
residuo sélido obtenido tras la hidrdlisis, rico en material proteico, se puede tratar por separado.

La solucién de azicares simples (monoméricos y/u oligoméricos) se puede utilizar para la fermentacion de los
microorganismos, tales como, por ejemplo, levaduras, bacterias. Dicha solucion de azlcares comprende
principalmente glucosa, manosa y xilosa, otros azucares, tales como, por ejemplo, manitol, acido glucurénico, y es
particularmente rica en azlcares que tienen seis atomos de carbono (C6) que se fermentan con facilidad o se
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pueden utilizar como fuente de energia para los microorganismos. En concreto, si se ha de incrementar la
produccion de los lipidos, se utilizan levaduras oleaginosas, que son capaces de crecer en la soluciéon de azlucares
procedentes de la hidrdlisis de dicha fase semisolida (ii). En una situacion de estrés metabdlico (por ejemplo, cuando
falta nitrégeno), dichos azucares se pueden utilizar como fuente de energia para acumular lipidos (principalmente
triglicéridos) como fuente de energia complementaria: la concentracion de lipidos puede superar el 50% en peso de
la biomasa oleaginosa. Después de romper la pared celular de las levaduras por medio de los procedimientos
conocidos en la técnica (por ejemplo, centrifugacién y tratamiento térmico optativo), dichos lipidos se pueden
recuperar cuantitativamente por medio de tratamientos de extraccidon con solvente (que se suele reciclar), o por
medio de tratamientos que simultaneamente lisan las células de la biomasa oleaginosa y extraen los lipidos. Dichos
lipidos se pueden agrupar con los obtenidos mediante la extraccion directa de la biomasa de algas, lo que
incrementa significativamente el rendimiento global de todo el procedimiento.

La combinacion de lipidos obtenida de la biomasa de algas y de la biomasa oleaginosa (aceite) se puede someter a
la esterificacion en presencia de un alcohol que tiene de 1 a 4 atomos de carbono, preferiblemente metanol, etanol, y
de un catalizador, preferiblemente un catalizador acido, para producir glicerol y ésteres de alquilo, en concreto
ésteres de metilo o ésteres de etilo (biodiésel). Como alternativa, dichos lipidos se pueden someter a la
hidrogenacion o desoxigenacion en presencia de hidrogeno y de un catalizador para producir biocombustible. Los
procedimientos de hidrogenacién o desoxigenacion se conocen en la técnica y estan descritos, por ejemplo, en la
solicitud de patente europea EP 1.728.844. El biodiésel o biocombustible que se produce tal y como esta descrito
mas arriba se puede utilizar tal cual o en mezcla con otros combustibles para automoviles.

Como alternativa, la solucién de azucares obtenida de la hidrdlisis de dicha fase semisélida (ii) se puede utilizar para
la fermentacion de levaduras o de bacterias productoras de alcohol (por ejemplo, etanol, butanol), de manera
analoga al caso de la produccion de alcoholes a partir de los azicares procedentes de la biomasa lignoceluldsica.

La solucion de azucares obtenida por la hidrolisis de dicha fase semisdlida (ii) se puede utilizar también para la
fermentacion de microorganismos, seleccionados idoneamente o modificados genéticamente, para la produccion de
intermedios, tales como, por ejemplo, intermedios para la sintesis de compuestos quimicos, monémeros para la
sintesis de polimeros (por ejemplo, hidroxialcanoatos), gomas o materiales plasticos (por ejemplo, dioles).

El residuo solido obtenido de la hidrdlisis de dicha fase semisdlida (ii), caracterizada por una concentracion alta de
proteinas (>50%), se puede utilizar de diferentes maneras, entre ellas, por ejemplo, como aditivo proteico para la
nutricion animal (piensos para animales) o como fuente de nitrégeno y fuente de otros nutrientes esenciales, tales
como, por ejemplo, fésforo, y/o sales y/o metales para el crecimiento y/o la fermentacion de microorganismos
productores de biocombustibles.

Como alternativa, dicho residuo se puede utilizar para producir metano tal y como se describe, por ejemplo, en
Briand X et al., en Journal of Applied Phycology (1997), vol 9 (6), pags. 511-524, o de hidrégeno tal y como
describen, por ejemplo, Yang et al. en Journal of Chemical Tecnhology and Biotechnology (2011), vol 86, nimero 3,
pags. 454-460, por medio de la digestion anaerobia.

Como alternativa, dicho resto solido se puede someter a pirdlisis para obtener aceite pirolitico y gas de sintesis
(«sintegas»). Como alternativa, antes de someterse a la pirdlisis, dicho residuo se puede someter a la retirada del
solvente organico, que se puede llevar a cabo tal y como se describe a continuacion. En particular, dicho resto,
después de someterse a la retirada del solvente, se puede someter a la pirdlisis a temperatura elevada, por ejemplo,
a una temperatura que oscila de 500 °C a 600 °C, para obtener predominantemente una fase oleosa y una fase
gaseosa («sintegas») y un residuo solido (cenizas) para desechar.

Como alternativa, dicho resto sélido se puede hace que lo digieran anaerdbicamente los microorganismos en
ausencia de oxigeno para obtener biogas.

Se debe sefalar que, en el caso de la produccion de biogas, dicho resto se debe someter a la retirada del solvente
organico, que se puede llevar a cabo por medio de técnicas conocidas en la técnica, tales como, por ejemplo, el
lavado con el solvente recién preparado y el posterior secado en un horno regulado con termostato o en secadores
industriales, filtracion o evaporacion. Después de la retirada del solvente organico, el residuo de la biomasa de algas
que se obtiene se puede resuspender en agua para obtener una suspensidon acuosa de biomasa de algas para
someterla a la digestion anaerobia. El solvente organico recuperado se puede reutilizar en dicho procedimiento.

La presente invencion se ilustrara a continuacién con mas detalle por medio de la figura 1 dada a conocer mas
adelante, que indica diferentes realizaciones de la presente invencion.

La suspension acuosa de biomasa de algas (Microalgas), obtenida del cultivo de las algas, preferiblemente
microalgas, que se puede llevar a cabo de manera cémoda en estanques abiertos (por ejemplo, del tipo «estanque
de rodadura con ruedas de paletas»), en agua salada, se envia a la fase de recogida (Separacién/desecacion)
llevada a cabo mediante la adicién de al menos un hidréxido de un metal alcalino o metal alcalinotérreo para obtener
una biomasa de algas a pH basico (no esta representado en la figura 1), la adicién de al menos un floculante
anionico (Floculantes), la recuperacion de la biomasa de algas concentrada (por ejemplo, por medio de una prensa
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filtradora) (Biomasa de algas humeda).

El agua separada (Agua) se recupera y se reutiliza en el procedimiento de mas arriba (no esta representado en la
figura 1), o se envia a una estacion depuradora de aguas residuales (EDAR) (no esta representada en la figura 1),
mientras que la biomasa de algas concentrada que se obtiene (Biomasa de algas humeda) se puede someter a
varias clases de tratamiento.

De acuerdo con lo que se representa en 1, dicha biomasa de algas concentrada (Biomasa de algas humeda) se
somete a la lisis celular y la extraccion de los lipidos al mismo tiempo («lisis y extraccion simultanea»: LES)
(Lisis/extraccion) (por ejemplo, en un homogeneizador) en presencia de al menos un solvente organico polar (por
ejemplo, acetona), con lo que se obtiene una mezcla que comprende la biomasa de algas concentrada, el solvente
organico polar y agua, que se envia a la separacion (S1) (por ejemplo, mediante una centrifugadora), con lo que se
obtiene la fase (i) [Extracto (fase organica)] y la fase (ii) (Desecho) de mas arriba. Dicha fase (i) [Extracto (fase
organica)] se somete a otra separacion (S2) (por ejemplo, mediante evaporacion), y se obtiene el solvente organico
polar que se reutiliza en el procedimiento de mas arriba y se utilizara bien en la fase de extraccion de los lipidos
(Extraccion de lipidos) o en la fase de la lisis celular y la extraccion de los lipidos (Extracto de lipidos) al mismo
tiempo («Lisis y extraccion simultanea»: LES) (Lisis/extraccion), que se someten a los tratamientos descritos mas
arriba para obtener biodiésel o biocombustible (no indicado en la figura 1). Se debe sefalar que, si determinadas
mezclas conocidas (ya indicadas mas arriba) tales como «lubricantes ligeros» (LCO), gasoleos, gasolinas alquiladas
0 mezclas de las mismas, se utilizan como solvente de extraccion de los lipidos, dichos lipidos (Extracto de lipidos)
se pueden enviar directamente a los procedimientos de refineria para producir biodiésel o biocombustible sin que
haya que someterlos a ninguna separacion mas (S2).

Dicha fase (ii) (Desecho) se somete a la hidrdlisis (Rotura de los polisacaridos) (por ejemplo, en presencia de acidos
diluidos), con lo que se obtiene una solucion de azucares y un residuo sélido que se envian a la separacion (S5) (por
ejemplo, por medio de filtracién o centrifugacion), con lo que se obtiene un residuo que comprende
predominantemente proteinas (Residuo proteico) que se puede utilizar en la zootecnia (Pienso para animales) o que
se puede enviar a los tratamientos para la produccion de energia (Enriquecimiento energético), tal como, por
ejemplo, la pirdlisis a temperatura elevada, para obtener gas de sintesis (Sintegas) y aceite pirolitico (Aceite), y una
solucién de azlcares (AzUcares simples) que se envia a la fermentacion (Fermentacion A) en presencia, por ejemplo,
de levaduras oleaginosas (Levaduras), con lo que se obtienen lipidos, que se afiaden a la biomasa de algas
concentrada que se obtiene de la fase de separacion/desecacion [Reciclaje de (lipidos)], o a la fermentacion
(Fermentacion B) en presencia de microorganismos capaces de producir etanol (Etanol).

De acuerdo con lo que se representa en 2, dicha biomasa de algas concentrada (Biomasa de algas humeda) se
somete a la lisis celular (Lisis) (por ejemplo, por medio de la homogeneizacién a presion elevada) y la posterior
extraccion de los lipidos que se lleva a cabo tal y como esta descrito mas arriba (Extraccion de lipidos), con lo que
se obtiene la fase (i) (Extracto de lipidos) y la fase (ii) (Desecho) de mas arriba, que se tratan tal y como esta
descrito mas arriba.

De acuerdo con lo que se representa en 3, dicha biomasa de algas concentrada (Biomasa de algas humeda) se
somete a la deshidratacion (Deshidratacion), por ejemplo, mediante la adicién de un solvente polar (Solvente polar) y
se obtiene una fase acuosa que comprende dicho solvente organico polar y agua, y una biomasa de algas mas
concentrada. Dicha biomasa de algas mas concentrada se envia a la separacion (S3) (por ejemplo, por medio de
una prensa filtradora), con lo que se obtiene una fase acuosa que comprende el solvente organico polar y agua.
Dicha fase acuosa se envia a la separacion (S4) (por ejemplo, por medio de la evaporacion), con lo que se obtiene
agua que se envia a otro tratamiento (Tratamiento de aguas) y el solvente organico polar (Solvente polar) que se
reutiliza en la fase de deshidratacion, y una fase organica que comprende la biomasa de algas concentrada que se
envia a la extraccion de los lipidos llevada a cabo tal y como esta descrito mas arriba (Extraccion de lipidos), con lo
que se obtiene la fase (i) (Extracto de lipidos) y la fase (ii) (Desecho) de mas arriba, que se tratan tal y como esta
descrito mas arriba.

Se dan a conocer algunos ejemplos ilustrativos y no limitantes para un mejor conocimiento de la presente invencion
y para su realizacion.

Ejemplos
Ejemplo 1
Preparacion de la biomasa de algas

En los ejemplos que vienen a continuacion se utilizé la cepa de alga Nannochloropsis sp., de recogida interna, que
normalmente crece en agua de mar. El procedimiento de cultivo adoptado se describe a continuacion.

El in6culo a introducir en el estanque abierto donde se hace crecer tal y como se indica a continuacion, se prepard
de la siguiente manera:
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- una muestra de monocultivo de algas anteriormente conservado a -85 °C en una solucion de glicerina al 10% se
descongel6 dejandola a temperatura ambiente, y a continuaciéon se sometié a centrifugacion para retirar el
sobrenadante, con lo que se obtuvo una pasta de células;

- la pasta de células asi obtenida se inocul6 en tres matraces de 250 ml que contenian 50 ml de la soluciéon que
comprende los nutrientes, con lo que se obtiene un cultivo de algas;

- dicho cultivo de algas se hizo crecer en una camara iluminada y climatizada a una temperatura constante de 30 °C,
en presencia de dioxido de carbono (CO3) al 0,5% en el aire;

- después de aproximadamente una semana, el matraz alcanz6 una concentracion de 0,3 g/l, este cultivo se utilizé
como inéculo para tres matraces de 1 litro que contienen 500 ml de la solucidon que comprende nutrientes y se
coloco en la camara climatizada;

- al cabo de 2 dias, el cultivo tenia una concentracion de 0,5 g/l y este cultivo se utilizd, tal y como esta mencionado
mas arriba, como inéculo para un crecimiento en el estanque abierto de laboratorio que tiene un volumen de 35 litros.

El inéculo, preparado tal y como esta descrito mas arriba, se hizo crecer en el medio de cultivo F/2, descrito en la
bibliografia para el cultivo de microalgas. Las condiciones de crecimiento utilizadas fueron las siguientes:

Agua: agua de mar artificial (salinidad: 33 g/l);
NaNOs: 75 mg/l;

NaH2PO, « H,0: 5 mg/l;

NaSiO3 * 9H,0: 30 mgl/l;

NaEDTA: 4,36 mgl/l;

COCl;+ 6H,0: 0,01 mgl/l;

CuSO0Os * 5H,0: 0,01 mg/l;

FeCls » 6H20: 3,15 mgl/l;

MnCl; « 4H,0: 0,18 mg/l;

NazMoO, « 2H,0: 0,006 mg/l;

ZnS04 ¢ 7H,0: 0,022 mg/l;

Hicrocloruro de tiamina: 0,1 mg/I;

Biotina: 0,0005 mg/l;

B12: 0,0005 mg/l;

pH operativo: 7,8.

Inéculo a hacer crecer en el estanque abierto: 10% en volumen del cultivo de mas arriba en el medio F/2.

El estanque abierto para crecimiento se iluminé desde el exterior con 17.500 Lux con lamparas de tungsteno y se
mantuvo a 28 °C por medio de la circulacion de agua regulada con termostato. Dicho estanque abierto también se
alimentd con una mezcla de aire y didxido de carbono (CO,) al 10% en el aire, a una velocidad de flujo de 200
litros/hora con control de pH (el pH se ajusté a 7,0).

El cultivo asi preparado tenia una concentracion de algas igual a 0,5 g/l y se utilizd para inocular estanques abiertos
del tipo «estanque de rodadura con ruedas de paletas», colocados en el exterior, que tienen una superficie igual a
2,5 m?, una profundidad igual a 0,15 cm y un volumen igual a 375 |. Los estanques abiertos de tipo «estanque de
rodadura con ruedas de paletas» estaban equipados con una hélice circular para mantener el cultivo de microalgas
en constante agitacion (velocidad de 30 cm/s) y tenian una division longitudinal para crear, mediante la agitacion de
la hélice, un flujo circular continuo. Dichos estanques abiertos estaban equipados con sensores para monitorizar la
temperatura, el pH y la concentracion del oxigeno disuelto.

La fuente de carbono consistia en didxido de carbono (CO2) gaseoso, que se introdujo directamente en los reactores
y se reguld en funcién del pH medido. Tal y como ya se indicod mas arriba, la figura 2 muestra el esquema de un
estanque abierto del tipo «estanque de rodadura con ruedas de paletas».
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Una vez que los cultivos que han crecido en los estanques abiertos habian alcanzado también una concentracion
igual a 0,4 g/1-0,5 g/l, dichos cultivos se transfirieron a estanques abiertos de tipo «estanque de rodadura con ruedas
de paletas», colocados en el exterior, que tienen una superficie igual a 50 m?, una profundidad igual a 20 cm y un
volumen igual a 10 m?3, y se puso en produccion.

Dicha produccion consistia en la recogida diaria del 40% del cultivo, que se someti6 a la fase de recogida
(separacién/desecacion), mientras que a los estanques abiertos se les renovd el medio de cultivo con uno recién
preparado consistia en el medio F/2, descrito mas arriba, en agua de mar. La fuente de diéxido de carbono (CO,)
para estos estanques abiertos se tomé de la descarga de gases emitida desde una planta de oxidacion parcial de
metano para la produccion de hidrégeno para los procedimientos de refineria de aceite.

La produccion de los estanques abiertos se determiné al multiplicar el valor de la concentraciéon de la biomasa de
algas (peso seco) por el volumen del cultivo recogido, mientras que la concentracion diaria de la biomasa de algas
expresada en gramos por litro se determiné por medio de mediciones del peso seco que se llevaron a cabo de la
siguiente manera:

- un volumen conocido de cultivo (p. €j., un litro) se filtré por un filtro Whatman con una porosidad de 0,42 ym para
que la biomasa de algas y los sélidos inertes en la suspension permanecieran adheridos al filtro;

- el filtro se secd a 105 °C, durante 3 horas para retirar el agua embebida;

- el peso del filtro secado a 105 °C dio a conocer la cantidad de biomasa de algas y de sélidos inertes que estaban
presentes en el cultivo;

- a continuacion, el filtro se calcind a 550 °C para eliminar la parte de la biomasa de algas y para determinar los
solidos inertes presentes en el cultivo de algas;

- la diferencia de peso entre el filtro secado a 105 °C y el mismo filtro calcinado a 550 °C dio a conocer la cantidad
de biomasa de algas contenida en un litro de cultivo, y el valor obtenido se indicé como una concentracion del cultivo
(debido solo al peso de la masa organica que procede de las microalgas) y es el valor de referencia para calcular la
productividad por superficie y para calcular el contenido de lipidos, proteinas y azucares del cultivo.

Los valores tipicos medidos del contenido organico (sélidos volatiles) y del contenido de los sélidos inertes son los
siguientes:

- solidos volatiles del 55% al 70% del peso total de la biomasa de algas mas los sélidos inertes;
- solidos inertes del 30% al 45% del peso total de la biomasa de algas mas los solidos inertes.
También se calcul6 la productividad con la siguiente operacion:

- la productividad, expresada en gramos (peso seco), de la biomasa de algas recogida a diario se obtuvo al
multiplicar el valor de la concentracion del cultivo (determinado como esta descrito mas arriba) por los litros retirados
cada dia de cada estanque abierto;

- la productividad por superficie confirmada es la productividad calculada tal y como esta descrito mas arriba, con
respecto a la unidad de superficie eficaz de cada estanque abierto, y este dato se obtuvo al dividir el valor de dicha
productividad por los metros cuadrados de superficie eficaz de cada estanque abierto, que en este caso eran iguales
a 50 m?;

- por lo tanto, la productividad diaria por superficie se expresa en gramos producidos (peso seco) por metro
cuadrado al dia.

En la figura 4 se muestra un grafico con la productividad diaria por superficie durante la produccion de las algas con
respecto a un estanque abierto (en el eje de ordenadas se describen los g/(m%dia), en el eje de abscisas se
describen los dias).

La suspension acuosa de la biomasa de algas que procede de los estanques abiertos se mezcld con una solucion
acuosa de hidroxido de calcio [Ca(OH);] al 5%, por medio de un mezclador estatico, con lo que se llevo el pH de 7,5
a 10,5. La suspension acuosa de la biomasa de algas a pH 10,5 se mezclé después, por medio de un segundo
mezclador estatico, con una solucién acuosa de floculante anidnico (Dryfloc® 976), preparada con anterioridad a una
concentracion de 1 g/l, con lo que se obtiene asi una concentracion de floculante en la suspension acuosa de
biomasa de algas igual a 4 ppm.

La suspension acuosa de biomasa de algas asi tratada se introdujo en un decantador laminar de placas (Accadueo
Impianti srl) que tiene una capacidad igual a 15 m3 Al cabo de 30 minutos, la biomasa de algas concentrada
obtenida se retird del fondo del decantador: dicha biomasa de algas concentrada tenia una concentracion de
biomasa de algas (peso seco) igual a aproximadamente 40 g/I.
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Diferentes muestras de dicha biomasa de algas concentrada se hicieron pasar, por medio de una bomba, a través
de los filtros de una prensa filtradora, que funciona a una presion que oscila de 2 atm a 4 atm. La biomasa de algas
que quedo en los filtros se retird posteriormente, con lo que se obtuvo una biomasa de algas concentrada que tenia
una concentracion de biomasa de algas (peso seco) que oscilaba del 10% en peso al 20% en peso, con respecto al
peso total de dicha biomasa de algas concentrada, segun la presion de funcionamiento. El agua clarificada, por otra
parte, que se hizo pasar a través de la prensa filtradora, se reciclé para los estanques abiertos.

La biomasa de algas concentrada asi obtenida se caracterizd por la determinaciéon de la cantidad porcentual de
lipidos, proteinas y glicidos: la tabla 1 que viene a continuacion indica los valores porcentuales medios que se
obtuvieron y los métodos analiticos utilizados para su determinacion.

Tabla 1
Sustancia | Método analitico Cantidad (% p/p seco)
Proteinas | Bradford, Bio-rad Protein Assay Analytical Biochemistry (1976) vol. 72,|56 + 3

paginas 248

Lipidos |Bligh y Dyer, Journal of Biochemistry and Physiology (1959), vol. 37, pags.| 15+ 2
911-917

Glucidos | Trevelyan y Harrison, Archives of Biochemistry and Biophysic (1952), vol.|29 + 2
39(2), pags. 419-439

Ejemplo 2
Lisis con un homogeneizador y posterior extraccion de los lipidos

Una muestra de biomasa de algas concentrada y humeda (800 g) producida tal y como esta descrito en el ejemplo 1,
que tiene una concentracion de biomasa de algas (peso seco) igual al 12% en peso con respecto al peso total de
dicha biomasa de algas concentrada y humeda, de la cual el 44% son los sdlidos inertes y el 56% son solidos
volatiles (parte organica), y que tiene un contenido de lipidos del 29% en peso con respecto al peso total de sdlidos
volatiles, determinado con el método indicado en la tabla 1, se sometié a la homogeneizacion (homogeneizador GEA
3006L de Niro Soavi), que se hizo funcionar a 1500 bar a temperatura ambiente (25 °C).

En un matraz de dos litros se incubaron 500 ml de la biomasa de algas obtenida después de la homogeneizacion,
durante 2 horas a 63 °C, con 1 | de acetona. Después de la centrifugacion suave, se recupero el sobrenadante (1370
ml) que comprende agua, acetona y lipidos.

El residuo solido que comprende la biomasa de algas se lavo dos veces con 200 ml de acetona: se recuperaron los
lavados y se afadieron al sobrenadante (volumen total de sobrenadante: 1770 ml) y el residuo sélido restante se
seco al aire, con lo que se obtuvo un resto de biomasa de algas seca.

Se anadié diclorometano al sobrenadante a una razén de 3:1 con el sobrenadante, con lo que se obtuvo una mezcla.
Dicha mezcla se agité para que los lipidos se disolvieran completamente en el diclorometano de las dos fases
inmiscibles que se obtuvieron. Dichas fases inmiscibles, que consistian de la mezcla agua/acetona y
diclorometano/lipidos, se separaron por medio de un embudo de separacién. Se retir6 por evaporacion el
diclorometano desde la fase diclorometano/lipidos, y a continuacién se determind, pesandolos, la cantidad de lipidos
restantes.

Se obtuvieron 19 g de lipidos, que eran el 26,8% en peso con respecto a los solidos volatiles presentes en la
biomasa de algas concentrada y humeda de partida. Este valor indica que, con el procedimiento objeto de la
presente invencion, que se puede adaptar a una escala industrial, se consigue extraer el 92,4% de los lipidos totales
contenidos en la biomasa de algas concentrada y himeda de partida, lo que se determiné de acuerdo con el método
analitico indicado en la tabla 1.

Ejemplo 3
Deshidratacion con un solvente polar y posterior extraccion de los lipidos

Se afadieron 485 g de acetona a una muestra de biomasa de algas concentrada y humeda (310 g) que se produjo
tal y como esta descrito en el ejemplo 1, que tiene una concentracion de biomasa de algas (peso seco) igual al
21,67% en peso con respecto al peso total de dicha biomasa de algas concentrada y hiumeda, de la cual el 34,5%
son solidos inertes y el 65,5% son solidos volatiles (parte organica) y que tiene un contenido de lipidos del 29% en
peso con respecto al peso total de los sélidos volatiles, determinado con el método que se indica en la tabla 1, para
una razon de agua:acetona igual a 1:2.
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Después de mezclar en un Vortex durante 4 s, la mezcla obtenida se centrifugd a 2500 rpm durante 4 s. Se le
afadieron 120 g de acetona al residuo obtenido, para una razoén inicial de agua:acetona igual a 1:0,5, y la mezcla
completa se mezclé de nuevo en un Vortex durante 4 s, con centrifugacion a 2500 rpm durante 4 s.

La biomasa de algas humeda (267 g) recuperada resulté tener la composicion siguiente: 21,86% en peso con
respecto al peso total de dicha biomasa de algas concentrada y humeda (peso seco), de la cual el 33,28% son
solidos inertes y el 66,72% son sdlidos volatiles (parte organica), y que tiene un contenido de lipidos del 29% en
peso con respecto al peso total de los solidos volatiles, determinado con el método indicado en la tabla 1. La fase
liquida, que corresponde al 78,14% de dicha biomasa de algas humeda, consistia en el 80% de acetona y solo el
20% de agua.

Una muestra (6,8 g) de la biomasa de algas humeda de mas arriba se someti6 a la extracciéon de los lipidos con
acetona como solvente polar: para este objetivo, la biomasa de algas hiumeda se incubd durante dos horas en un
matraz de 100 ml con dos cuellos a una temperatura de 65 °C a 70 °C, con 20 ml de acetona (razén de biomasa de
algas humeda:acetona igual a 1:3), con lo que se obtiene un sobrenadante (26 ml) que consiste en
agua/acetonal/lipidos y una biomasa de algas residual (desecho) que se separaron por filtracion.

El residuo sdlido que comprende la biomasa de algas residual (desecho) se lavé dos veces con 200 ml de acetona:
se recuperaron los lavados y se afiadieron al sobrenadante (volumen total de sobrenadante de 205 ml) y el residuo
solido restante se sec6 al aire, con lo que se obtuvo un residuo de biomasa de algas seca.

La determinacion de los lipidos se llevé a cabo tal y como esta descrito en el ejemplo 2.

Se obtuvieron 281 g de lipidos, iguales al 27,94% en peso con respecto a los sdlidos volatiles presentes en la
biomasa de algas concentrada y humeda de partida. Este valor indica que, con el procedimiento objeto de la
presente invencion, que se puede adaptar a una escala industrial, se puede extraer el 96,3% de los lipidos totales
contenidos en la biomasa de algas concentrada y himeda de partida, lo que se determiné de acuerdo con el método
analitico indicado en la tabla 1.

Ejemplo 4
Lisis y extraccion con solvente al mismo tiempo («Lisis y extraccion simultanea»: LES)

Se afadieron 160 g de acetona a una muestra de biomasa de algas concentrada (100 g) que se produjo tal como
esta descrito en el ejemplo 1, que tiene una concentracion de biomasa de algas (peso seco) igual al 20% en peso
con respecto al peso total de dicha biomasa de algas concentrada y hiumeda, de la cual el 35% son sélidos inertes y
el 65% son sdlidos volatiles (parte organica), y que tiene un contenido de lipidos del 14,16% en peso con respecto al
peso total de los sdlidos volatiles, que se determiné con el método indicado en la tabla 1, para una razén de
agua:acetona de 1:2, y la mezcla completa se sometié a la homogeneizacion (homogeneizador GEA 3006L de Niro
Soavi), que se hizo funcionar a 1500 bar a temperatura ambiente (25 °C).

La biomasa de algas humeda obtenida después de la homogeneizacion se centrifugd a 2500 rpm y se recupero el
sobrenadante (165 ml) que comprende agua, acetona y lipidos.

El residuo sdlido que comprende la biomasa de algas seca se lavd dos veces con 200 ml de acetona: se
recuperaron los lavados y se afadieron al sobrenadante (volumen total de sobrenadante: 565 ml) y el residuo soélido
restante se seco al aire, con lo que se obtuvo un residuo de biomasa de algas seca.

La determinacion de los lipidos se llevé a cabo tal y como esta descrito en el ejemplo 2.

Se obtuvieron 2,45 g de lipidos iguales al 12,27% en peso con respecto a los sélidos volatiles presentes en la
biomasa de algas concentrada y humeda de partida. Este valor indica que, con el procedimiento objeto de la
presente invencion, que se puede adaptar a una escala industrial, se puede extraer el 86,65% de los lipidos totales
contenidos en la biomasa de algas concentrada y himeda de partida, lo que se determiné de acuerdo con el método
analitico indicado en la tabla 1.

Ejemplo 5
Hidrdlisis y extraccion de azucares

Una muestra (10 g) que consiste en un residuo de biomasa de algas seca (desecho) obtenida después de la
extraccion de los lipidos descrita en el ejemplo 2, se sometié a la hidrolisis acida para hacer que los azucares
complejos presentes en la biomasa de algas seca de partida (desecho) se conviertan en azlcares simples
(mondémeros).

Con este propésito, se afiadieron 20 ml de agua a dicha muestra junto con la cantidad de acido sulfdrico necesario
para obtener un pH de la solucidn igual a 1, con lo que se obtiene una suspension de biomasa de algas.
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La suspension asi obtenida se sometid a agitacion durante 5 minutos, se llevo posteriormente, siempre en agitacion,
a 141 °C por medio de un lote termostatico y se dej6 a esta temperatura durante 5 horas.

Los azucares simples que se obtienen después de la hidrdlisis se disolvieron en la fase acuosa de la suspensién. La
fase acuosa, rica en azlcares simples, se separé a continuacién del «desecho» de células por medio de la
centrifugacion a 2500 rpm.

Para determinar los azlcares presentes en la fase acuosa aislada, se adapté el método citado en la publicacion de
Trevelyan y Harrison, Archives of Biochemistry and Biophysic (1952), vol. 39 (2), pags. 419-439.

La cantidad de azlcares simples obtenidos resultd ser igual a aproximadamente el 50% de los azucares totales, lo
que resulté ser igual al 12% en la biomasa de algas de partida (desecho), lo cual se determiné con el mismo método
indicado mas arriba y también especificado en la tabla 1.
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para la extraccion de lipidos y azucares a partir de biomasa de algas, que comprende:
- producir una suspension acuosa de biomasa de algas;

- llevar el pH de dicha biomasa de algas a un valor mayor o igual que 10, que preferiblemente oscila de 10,2 a 12,
con lo que se obtiene una suspension acuosa de biomasa de algas a pH basico;

- afadir al menos un floculante aniénico a dicha suspension acuosa de biomasa de algas a pH basico, con lo que se
obtiene una biomasa de algas concentrada;

- recuperar dicha biomasa de algas concentrada;

- someter dicha biomasa de algas concentrada a la extraccion de lipidos, con lo que se obtiene:
(i) una fase organica que comprende lipidos;
(i) una fase semisolida que comprende un residuo de dicha biomasa de algas;

- someter dicha fase semisodlida (ii) a hidrolisis, con lo que se obtienen azucares.

2. El procedimiento para la extraccion de lipidos y azucares a partir de biomasa de algas de acuerdo con la
reivindicacién 1, en donde dicho procedimiento se lleva a cabo en lotes, en semilotes o en continuo, preferiblemente
en continuo.

3. El procedimiento para la extraccion de lipidos y azucares a partir de biomasa de algas de acuerdo con la
reivindicacion 1 o 2, en donde dicha suspensién acuosa de biomasa de algas procede del cultivo de algas,
preferiblemente del cultivo de microalgas.

4. El procedimiento para la extraccién de lipidos y azlcares a partir de biomasa de algas de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho cultivo de algas se lleva a cabo en presencia de agua
dulce o de agua salada que viene de fuentes naturales o artificiales, tal como los procesamientos industriales,
preferiblemente agua salada.

5. El procedimiento para la extraccion de lipidos y azlcares a partir de biomasa de algas de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el pH de dicha suspension acuosa se lleva a un valor mayor
o igual que 10, mediante la adicion de al menos un hidréxido de un metal alcalino, tal como hidroxido de sodio
(NaOH), hidroxido de potasio (KOH) o mezclas de los mismos; o de un metal alcalinotérreo, tal como hidréxido de
calcio [Ca(OH)], hidroxido de magnesio [Mg(OH).] o mezclas de los mismos; o mezclas de los mismos.

6. El procedimiento para la extraccién de lipidos y azlcares a partir de biomasa de algas de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones anteriores de 1 a 4, en donde el pH de dicha suspensiéon acuosa se lleva a un
valor mayor o igual que 10, mediante el consumo completo del diéxido de carbono (COz) durante el crecimiento de la
biomasa de algas.

7. El procedimiento para la extraccion de lipidos y azlcares a partir de biomasa de algas de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho floculante aniénico se selecciona de polimeros
aniénicos de alta masa molecular, tales como poliacrilamidas, poliacrilatos, polimetacrilatos, policarboxilatos,
preferiblemente poliacrilamidas.

8. El procedimiento para la extraccion de lipidos y azucares a partir de biomasa de algas de acuerdo con la
reivindicacion 7, en donde dichos polimeros aniénicos tienen una masa molecular que oscila de 1 MDa a 20 MDa,
que mas preferiblemente oscila de 2 MDa a 10 MDa.

9. El procedimiento para la extraccién de lipidos y azlcares a partir de biomasa de algas de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho floculante aniénico esta presente en dicha suspension
acuosa de biomasa de algas a pH basico en una cantidad que oscila de 1 ppm a 20 ppm, que preferiblemente oscila
de 2 ppm a 10 ppm.

10. El procedimiento para la extraccién de lipidos y azlcares a partir de biomasa de algas de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho procedimiento comprende someter dicha biomasa de
algas concentrada a la deshidratacion, antes de la extraccion de los lipidos, por la adicion de al menos un solvente
organico polar seleccionado de acetona, metanol, etanol, acetato de etilo, cetona metiletilica (MEK) o mezclas de los
mismos, preferiblemente acetona, con lo que se obtiene una fase acuosa que comprende dicho solvente organico
polar y agua, y una fase organica que comprende dicha biomasa de algas, mas concentrada.
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11. El procedimiento para la extraccién de lipidos y azlcares a partir de biomasa de algas de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho procedimiento comprende someter dicha biomasa de
algas concentrada a la lisis celular, antes de la extraccion de los lipidos, o después de la deshidratacion, en donde
dicha lisis celular se lleva a cabo preferiblemente en un homogeneizador a una presion que oscila de 250 bar a 2000
bar, preferiblemente de 800 bar a 1600 bar, a temperatura ambiente (25 °C).

12. El procedimiento para la extraccién de lipidos y azlcares a partir de biomasa de algas de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde dicho procedimiento comprende someter dicha biomasa de algas
concentrada, antes o después de la deshidratacion, a la lisis celular y la extraccion de lipidos al mismo tiempo (Lisis
y extraccion simultanea: LSE), preferiblemente en un homogeneizador, en presencia de al menos un solvente
organico polar, tal como, por ejemplo, acetona, metanol, etanol, acetato de etilo, cetona metiletilica (MEK) o mezclas
de los mismos, preferiblemente acetona, con lo que se obtiene una mezcla que comprende dicha biomasa de algas
concentrada, dicho solvente organico polar y agua.

13. El procedimiento para la extraccién de lipidos y azlcares a partir de biomasa de algas de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde dicho procedimiento comprende someter dicha biomasa de algas
concentrada, antes o después de la deshidratacion, a la lisis celular y la extraccion de lipidos al mismo tiempo (Lisis
y extraccion simultanea: LSE), preferiblemente en un homogeneizador, en presencia de al menos un solvente
organico apolar seleccionado de hexano, n-octano, iso-octano, nonano, decano, isomeros de xileno, tolueno,
benceno, clorobenceno, diclorometano o mezclas de los mismos, cortes de refineria que comprenden mezclas que
incluyen hidrocarburos alifaticos y aromaticos, mezclas de dichos hidrocarburos alifaticos y aromaticos, en concreto
mezclas conocidas como «lubricantes ligeros» (LCO), gasoéleos, gasolinas alquiladas o mezclas de los mismos, con
lo que se obtiene una mezcla que comprende dicha biomasa de algas concentrada, dicho solvente organico apolar y
agua.

14. El procedimiento para la extraccion de lipidos y azucares a partir de biomasa de algas de acuerdo con la
reivindicacion 12 o 13, en donde dicha lisis celular y extraccion de lipidos al mismo tiempo (Lisis y extraccion
simultanea: LSE) se lleva a cabo con una razoén entre el volumen de la suspension acuosa de la biomasa de algas
concentrada y el volumen del solvente organico polar o apolar que oscila de 1:1 a 1:2, preferiblemente 1:2, a una
presién que oscila de 250 bar a 2000 bar, preferiblemente de 800 bar a 1600 bar, a temperatura ambiente (25 °C).

15. El procedimiento para la extraccién de lipidos y azucares a partir de biomasa de algas de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde dicha extraccion de lipidos, cuando se realiza después de la lisis
celular o de la deshidratacion, se lleva a cabo mediante la adicion de al menos un solvente organico apolar
seleccionado de hexano, n-octano, iso-octano, nonano, decano, isémeros de xileno, tolueno, benceno, clorobenceno,
diclorometano o mezclas de los mismos, cortes de refineria que comprenden mezclas que incluyen hidrocarburos
alifaticos y aromaticos, mezclas de dichos hidrocarburos alifaticos y aromaticos, en concreto mezclas conocidas
como «lubricantes ligeros» (LCO), gasoleos, gasolinas alquiladas, o mezclas de los mismos.

16. El procedimiento para la extraccion de lipidos y azlcares a partir de biomasa de algas de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde dicha extraccion de lipidos, cuando se realiza después de la lisis
celular o de la deshidratacion, se lleva a cabo mediante la adicion de al menos un solvente organico polar
seleccionado de acetona, metanol, etanol, acetato de etilo, cetona metiletilica (MEK) o mezclas de los mismos,
preferiblemente acetona.

17. El procedimiento para la extraccion de lipidos y azucares a partir de biomasa de algas de acuerdo con la
reivindicacion 15 o 16, en donde dicha extraccion de lipidos, cuando se lleva a cabo después de la lisis celular o de
la deshidratacion, se lleva a cabo con una razén entre el volumen de la suspension acuosa de la biomasa de algas
concentrada y el volumen del solvente organico apolar o polar que oscila de 1:1 a 1:2, preferiblemente 1:1, a una
temperatura que oscila de 20 °C a 100 °C, que preferiblemente oscila de 50 °C a 80 °C, durante un tiempo que
oscila de 30 minutos a 4 horas, que preferiblemente oscila de 1 a 3 horas.

18. El procedimiento para la extraccién de lipidos y azucares a partir de biomasa de algas de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicha hidrélisis se puede llevar a cabo:

- en presencia de acidos diluidos, tales como acido sulfarico, acido fosférico, acido clorhidrico, presentes en una
cantidad que oscila del 1% en peso al 5% en peso con respecto al peso total de dicha fase semisdlida (ii), y esta
operando a una temperatura que oscila de 110 °C a 160 °C, durante un tiempo que oscila de 1 hora a 6 horas; o que
esta operando al punto de ebullicién del agua;

- mediante el tratamiento de la fase semisodlida (ii) con vapor de agua a una temperatura y presion altas,
optativamente acompafiado por una etapa para la liberacion repentina de la presién (conocida en la técnica como el
método de «explosidon de vapor»), optativamente en presencia de un acido, tal como acido sulfdrico, a concentracion
baja, preferiblemente a una concentracion <1% en peso con respecto al peso total de dicha fase semisolida (ii).
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