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DESCRIPCIÓN

Proceso para la producción de lípidos a partir de biomasa

La presente invención se refiere a un proceso para la producción de lípidos a partir de biomasa que incluye al menos 
un polisacárido.

Más específicamente, la presente invención se refiere a un proceso para la producción de lípidos a partir de biomasa5
que incluye al menos un polisacárido, el cual comprende someter dicha biomasa que incluye al menos un
polisacárido a hidrólisis obteniendo una mezcla que comprende una primera fase sólida y una primera fase acuosa, 
preparar un inóculo que comprende al menos un microorganismo oleaginoso en un primer dispositivo de
fermentación obteniendo un primer caldo de fermentación, suministrar dicha primera fase acuosa y dicho primer 
caldo de fermentación a un segundo dispositivo de fermentación obteniendo un segundo caldo de fermentación,10
someter dicho segundo caldo de fermentación a separación obteniendo una suspensión acuosa de biomasa celular
oleaginosa que comprende lípidos y una segunda fase acuosa, someter dicha segunda fase acuosa a osmosis 
inversa obteniendo un permeado y un retenido, suministrar dicho retenido a dicho primer dispositivo de fermentación 
o a dicho segundo dispositivo de fermentación.

Los lípidos así obtenidos se pueden usar de manera ventajosa en la producción de biodiésel o diésel verde que se15
puede usar tal cual, o en una mezcla con otros combustibles automotrices.

En términos generales, una biomasa es cualquier sustancia con una matriz orgánica, vegetal o animal, la cual puede
estar destinada para fines energéticos, por ejemplo, como materia prima para la producción de biocombustibles, o 
de componentes que se pueden añadir a combustibles. Por lo tanto, la biomasa puede formar una fuente de energía 
renovable como alternativa a las materias prima tradicionales de un origen fósil, normalmente usadas en la20
producción de combustibles. Para este propósito, la biomasa lignocelulósica es particularmente útil.

La producción de azúcares a partir de biomasa, en particular a partir de biomasa lignocelulósica, es conocida en la 
técnica.

La biomasa lignocelulósica es una estructura compleja que comprende tres componentes principales: celulosa, 
hemicelulosa y lignina. Sus cantidades relativas varían según el tipo de biomasa lignocelulósica usada. En el caso25
de las plantas, por ejemplo, dichas cantidades varían según la especie y la edad de la planta.

La celulosa es el mayor constituyente de la biomasa lignocelulósica y generalmente está presente en cantidades que 
oscilan de 30 % en peso a 60 % en peso con respecto al peso total de la biomasa lignocelulósica. La celulosa 
consiste en moléculas de glucosa. (de aproximadamente 500 a 10.000 unidades) unidas unas a otras a través de un
enlace β-1,4 glucósido. El establecimiento de enlaces de hidrógeno entre las cadenas causa la formación de30
dominios cristalinos que dan resistencia y elasticidad a las fibras vegetales. En la naturaleza, solamente se puede
encontrar en su estado puro en plantas anuales tales como algodón y lino, mientras que en las plantas leñosas
siempre está acompañada por hemicelulosa y lignina.

La hemicelulosa que generalmente está presente en una cantidad que oscila de 10 % en peso a 40 % en peso con 
respecto al peso total de la biomasa lignocelulósica aparece como un polímero mezclado, relativamente corto (de 1035
a 200 moléculas) y ramificado, compuesto de tanto azúcares con seis átomos de carbono (glucosa, manosa,
galactosa) como también azúcares con cinco átomos de carbono (xilosa, arabinosa). Algunas propiedades 
importantes de las fibras vegetales son debidas a la presencia de hemicelulosa, de la cual la principal propiedad es 
la de favorecer la imbibición de dichas fibras vegetales, cuando el agua está presente, causando su hinchazón. La 
hemicelulosa también tiene propiedades adhesivas y, por lo tanto, tiende a endurecer o desarrollar una consistencia40
cornea, con la consecuencia de que dichas fibras vegetales llegan a ser rígidas y se embeben más lentamente.

La lignina generalmente está presente en una cantidad que oscila de 10 % en peso a 30 % en peso con respecto al 
peso total de la biomasa lignocelulósica. Su principal función consiste en unir y cementar las diversas fibras 
vegetales unas con otras dando la compactibilidad y resistencia vegetal y también proporciona protección frente a
insectos, agentes patógenos, lesiones y luz ultravioleta. Principalmente se usa como combustible pero también45
actualmente se usa mucho en la industria como agente dispersante, endurecedor, agente emulsionante, para
laminados plásticos, cartones y productos finales de goma. También se pueden tratar químicamente para producir 
compuestos aromáticos, del tipo vanillina, siringaldehído, p-hidroxibenzaldehído, los cuales se pueden usar en la
química farmacéutica, o en la industria cosmética y alimentaria.

Para optimizar la transformación de la biomasa lignocelulósica en productos para uso energético, se conoce el50
sometimiento de dicha biomasa lignocelulósica a un tratamiento preliminar para separar la lignina y para hidrolizar la
celulosa y hemicelulosa a azúcares sencillos, tales como, por ejemplo, glucosa y xilosa. Por lo tanto, dichos 
azúcares se pueden usar como fuentes de carbono en procesos de fermentación en presencia de microorganismos
para la producción de alcoholes y/o de lípidos.

La solicitud de patente internacional WO 2009/108773, por ejemplo, describe un método para el pretratamiento de55
una biomasa lignocelulósica que comprende: pretratar la biomasa lignocelulósica en un primer reactor presurizado,
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en donde la biomasa lignocelulósica se somete a hidrólisis; descargar la biomasa lignocelulósica de dicho primer
reactor presurizado y mandarla a un dispositivo de sellado presurizado que tiene un primer acoplamiento 
presurizado conectado a la salida de descarga de dicho primer reactor presurizado; mantener una fase de vapor en 
dicho primer reactor presurizado mediante la inyección de vapor en el mismo, en donde el vapor inyectado 
proporciona la biomasa lignocelulósica con energía térmica; lavar la biomasa lignocelulósica en una región aguas5
abajo de dicho primer reactor presurizado o de dicho dispositivo de sellado presurizado; descargar un líquido que
comprende hemicelulosa disuelta extraída de la biomasa lignocelulósica de dicho primer reactor presurizado o de
dicho dispositivo de sellado presurizado; descargar la biomasa lignocelulósica de dicho dispositivo de sellado
presurizado a través de un segundo acoplamiento presurizado dentro de un segundo reactor presurizado, en donde 
la biomasa lignocelulósica se mantiene a una presión mayor con respecto a la de dicho primer reactor presurizado; 10
infundir las células de la biomasa lignocelulósica con vapor o vapor de agua en dicho segundo reactor presurizado
mediante la inyección de vapor o vapor de agua en dicho segundo reactor presurizado; liberar rápidamente la
presión aplicada a la biomasa lignocelulósica infundida con agua para causar una expansión del vapor (explosión de 
vapor) en las células de la biomasa lignocelulósica y purificar la biomasa lignocelulósica. Dicho método permite
obtener azúcares, los cuales se pueden usar para la producción de alcoholes (por ejemplo, etanol).15

La solicitud de patente internacional WO 2012/042544 describe una composición de biomasa que comprende un
sólido, un líquido, una cantidad de azúcares C5 basada en la cantidad de arabinanos y xilanos, y monómeros,
dímeros, oligómeros y polímeros de arabinosa y xilosa contenida en el líquido y en el sólido de la composición, una 
cantidad de azúcares C6 basada en la cantidad de glucano que comprende monómeros, dímeros, oligómeros y 
polímeros del glucano contenido en el líquido y en el sólido de la composición y furfural, en donde la composición 20
también se caracteriza por que durante 24 horas tiene una accesibilidad de al menos 30 % a enzimas hidrolíticas.
Dicha composición se obtiene por medio de explosión de vapor. Los azúcares obtenidos después de la hidrolisis
enzimática se pueden usar para la producción de etanol. 

La solicitud de patente internacional WO 2009/063138 describe un método para la producción de lípidos o mezclas
de lípidos a partir de materia orgánica que comprende un polisacárido seleccionado del grupo que comprende 25
celulosa, hemicelulosa, almidón, todos estos o mezclas de los mismos, o productos que derivan de su degradación o
un polisacárido que no contiene almidón (polisacárido no almidón), caracterizado por que comprende: (a) tratar la
materia orgánica con una sustancia seleccionada del grupo que comprende (i) agua, (ii) ácido, y (iii) álcalis, y 
posteriormente separar el precipitado y el filtrado obtenido, y someter al precipitado obtenido a partir de dicho 
tratamiento a granulación mecánica o termomecánica, tal cual o en presencia de agua, ácidos o álcalis, y separar el 30
precipitado y el filtrado obtenido y, alternativamente, someter el precipitado de nuevo, una vez o varias veces, al
tratamiento indicado bajo los puntos (i), (ii) o (iii) y/o a granulación, y (b) poner un microorganismo, capaz de producir
lípidos, en contacto con el filtrado así obtenido o con los diversos filtrados obtenidos o con el precipitado, o con 
cualquiera de sus combinaciones y, opcionalmente, con la materia orgánica, en un medio de cultivo, por el cual las 
células del microorganismo comienzan a producir lípidos, y (c) recuperar los lípidos. Los lípidos obtenidos con dicho 35
proceso se pueden usar en la producción de biocombustibles.

La solicitud de patente internacional WO 2010/149859 describe un método para la producción de grasa,
caracterizado por que el método comprende las siguientes etapas: poner una fase líquida o una masa celular 
residual o una mezcla de las mismas, o una fracción(es) de las mismas, obtenida(s) por separación, antes o 
después de la recuperación de la grasa o durante la recuperación de la grasa, a partir de una masa celular40
microbiana (“masa de célula única”) obtenida a partir de un proceso de producción de aceite microbiano (“aceite de
célula única”), en contacto, en un medio de cultivo, con un microorganismo capaz de producir grasa, y dejar que el
microorganismo produzca grasa, y/o poner una suspensión microbiana (“suspensión de célula única”) o una masa 
celular obtenida a partir de un proceso de producción de aceite microbiano (“aceite de célula única”), o una fase 
líquida obtenida de dicho proceso, o una suspensión de células de microorganismos obtenida de otro modo, una 45
masa celular o una fase líquida obtenida en dicho otro modo, o mezclas de los mismos, o una fracción(es) así
obtenida(s), en contacto, en un medio de cultivo, con un microorganismo capaz de producir grasa, y dejar que el
microorganismo produzca grasa, y recuperar la grasa producida o mandar la masa de microorganismos a un 
proceso de producción de aceite microbiano (“aceite de célula única”). La grasa obtenida con dicho proceso se 
puede usar en la producción de biocombustibles.50

La solicitud de patente americana US 2008/0102176 describe un método para la extracción de grasas vegetales que 
comprende: pulverizar la materia prima que contiene celulosa para obtener partículas con un diámetro de 1 mm a 2
mm; sumergir las partículas en ácido sulfúrico a una concentración igual a 1 % a 2 % para acidificar dichas
partículas para incrementar la hidrólisis de la celulosa y para regular el pH a un valor de 4,5±0,5; separar las 
partículas acidificadas por el ácido sulfúrico y añadir, en secuencia, celulasa y una levadura oleaginosa a las 55
partículas acidificadas y someterlas a fermentación durante 8 a 9 días a una temperatura de 25 ºC a 30 ºC y a una 
humedad de 85 % a 90 %; añadir un hidrocarburo alifático como disolvente a los productos de fermentación para
extraer las grasas obteniendo una mezcla de extracción; separar las partículas acidificadas que quedan en la mezcla 
de extracción y separar las grasas del disolvente mediante destilación obteniendo aceite crudo. La celulasa es 
preferiblemente de Trichoderma viride y la levadura oleaginosa es Rhodotorula glutinis. Las grasas obtenidas se 60
pueden convertir en biodiesel después de la esterificación.

Dai et al. describen la producción de biodiésel a partir de levaduras oleaginosas en el artículo: “Biodiesel generation
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from oleaginous yeast Rhodotorula glutinis with xylose assimilating capacity”, publicado en “African Journal of
Biotecnology” (2007), Vol. 6 (18), páginas 2.130-2.134. En dicho artículo, la biomasa lignocelulósica se muele y se 
somete a hidrólisis ácida en presencia de ácido sulfúrico. Los azúcares así obtenidos se usan como fuentes de 
carbono en un proceso de fermentación en presencia de una cepa previamente seleccionada de Rhodotorula 
glutinis, capaz de usar también pentosas, en particular xilosa, con el propósito de obtener aceites que se extraen 5
posteriormente por extracción de Soxhlet y se someten a transesterificación para obtener biodiésel.

La solicitud de patente internacional WO 2010/046051 en nombre del solicitante, describe un proceso para la 
producción de lípidos a partir de biomasa que incluye al menos un polisacárido que comprende:

- someter dicha biomasa a hidrólisis ácida en presencia de una solución acuosa de al menos un ácido orgánico 
que tiene de C7 a C20 átomos de carbono; preferiblemente de C9 a C15 átomos de carbono, a una temperatura10
que oscila de 80 ºC a 160 ºC, preferiblemente que oscila de 100 ºC a 150 ºC, obteniendo una primera mezcla 
que comprende una primera fase sólida y una primera fase acuosa;

- someter dicha primera mezcla a hidrólisis enzimática obteniendo una segunda mezcla que comprende una
segunda fase sólida y una segunda fase acuosa;

- someter dicha segunda fase acuosa a fermentación en presencia de al menos una levadura oleaginosa 15
obteniendo una biomasa celular oleaginosa que comprende lípidos.

Los lípidos así obtenidos se pueden usar de manera ventajosa en la producción de biodiésel o diésel verde que se 
puede usar tal cual, o en una mezcla con otros combustibles automotrices.

La solicitud de patente internacional WO 2012/052368 en nombre del solicitante, describe un proceso para la
producción de lípidos a partir de biomasa que incluye al menos un polisacárido que comprende: 20

- someter dicha biomasa que incluye al menos un polisacárido a hidrólisis ácida obteniendo una primera 
mezcla que comprende una primera fase sólida y una primera fase acuosa;

- suministrar dicha primera fase acuosa a un dispositivo de fermentación en presencia de al menos una
levadura oleaginosa obteniendo un primer caldo de fermentación que comprende una primera biomasa
celular oleaginosa;25

- someter dicha primera fase sólida a hidrólisis ácida o hidrólisis enzimática obteniendo una segunda mezcla 
que comprende una segunda fase sólida y una segunda fase acuosa;

- suministrar dicha segunda fase acuosa a dicho dispositivo de fermentación en presencia de dicho primer
caldo de fermentación obteniendo un segundo caldo de fermentación que comprende una segunda biomasa
celular oleaginosa que incluye lípidos;30

- someter al menos parte de dicho segundo caldo de fermentación a microfiltración obteniendo un retenido y un 
permeado;

- suministrar dicho retenido a dicho dispositivo de fermentación.

Los lípidos así obtenidos se pueden usar de manera ventajosa en la producción de biodiésel o diésel verde que se
puede usar tal cual, o en una mezcla con otros combustibles automotrices.35

Sin embargo, los procesos anteriormente descritos pueden tener diversos inconvenientes.

La fase acuosa, por ejemplo, la cual queda al final de la fermentación (es decir, el agua de fermentación agotada), la
cual todavía contiene una cierta cantidad de azúcares y de otras sustancias orgánicas tales como, por ejemplo,
ácido acético, glicerol y otros metabolitos pequeños, y sustancias inorgánicas tales como, por ejemplo, fosfatos,
nitratos, antes de ser mandada al tratamiento de aguas residuales, se debe someter a pretratamientos para 40
disminuir las sustancias orgánicas e inorgánicas contenidas en la misma. Por consiguiente, esto conduce a un 
incremento en los costes del proceso debido a que tanto los anteriores pretratamientos de dicha fase acuosa como 
también debido al hecho de que los azúcares y otras sustancias orgánicas e inorgánicas presentes en la misma se
eliminan sin ser recuperadas y usadas. Esto puede ser de poca importancia en los campos en donde los productos
obtenidos a partir de la fermentación tienen un alto valor añadido tales como, por ejemplo, las industrias 45
farmacéuticas o cosméticas en donde los procesos de fermentación se usan con frecuencia, pero es de importancia 
significancia, por otro lado, en el caso de la producción de biocombustibles tales como, por ejemplo, biodiésel o 
diésel verde, ya que dichos biocombustibles compiten con combustibles de un origen fósil que tienen un coste
inferior.

Por lo tanto, el solicitante ha considerado el problema de encontrar un proceso para la producción de lípidos que se50
pueda usar en la producción de biodiésel o diésel verde que permita la recuperación de los azúcares contenidos en 
la fase acuosa que queda al final de la fermentación (es decir, en el agua de fermentación agotada) y su reciclado 
para la fermentación.
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El solicitante actualmente ha encontrado que la producción de lípidos a partir de biomasa que incluye al menos un
polisacárido se puede llevar a cabo de manera ventajosa por medio de un proceso que comprende someter dicha
biomasa que incluye al menos un polisacárido a hidrólisis obteniendo una mezcla que comprende una primera fase
sólida y una primera fase acuosa, preparar un inóculo que comprende al menos un microorganismo oleaginoso en 
un primer dispositivo de fermentación obteniendo un primer caldo de fermentación, suministrar dicha primera fase 5
acuosa y dicho primer caldo de fermentación a un segundo dispositivo de fermentación obteniendo un segundo 
caldo de fermentación, someter dicho segundo caldo de fermentación a separación obteniendo una suspensión 
acuosa de biomasa celular oleaginosa que comprende lípidos y una segunda fase acuosa, someter dicha segunda 
fase acuosa a osmosis inversa obteniendo un permeado y un retenido, suministrar dicho retenido a dicho primer
dispositivo de fermentación o a dicho segundo dispositivo de fermentación.10

Por medio de dicho proceso se obtienen numerosas ventajas. Dicho proceso, por ejemplo, permite que los azúcares 
contenidos en dicha segunda fase acuosa que queda al final de la fermentación se recuperen (es decir, en el agua 
de fermentación agotada) y se reciclen para la fermentación (es decir, al primer dispositivo de fermentación para 
preparar el inóculo o al segundo dispositivo de fermentación dejando un alto rendimiento de lípidos). Además, dicho
proceso permite que otras sustancias orgánicas e inorgánicas que se pueden usar en la fermentación (por ejemplo,15
nitratos, fosfatos) se recuperen y reciclen para la misma. Dicho proceso, además, permite que se obtengan los 
lípidos con un alto rendimiento [por ejemplo, un rendimiento de lípidos con respecto a la cantidad total de azúcares 
usados para la fermentación mayor que o igual a 25 %, siendo calculado dicho rendimiento para lípidos como
gramos de lípidos obtenidos por gramo de azúcar usada para la fermentación]. Dichos lípidos se pueden usar de
manera ventajosa en la producción de biodiésel o diésel verde que se pueden usar tal cual, o mezclados con otros20
combustibles automotrices.

Por lo tanto, un objetivo de la presente invención se refiere a un proceso para la producción de lípidos a partir de 
biomasa que incluye al menos un polisacárido que comprende:

- someter dicha biomasa que incluye al menos un polisacárido a hidrólisis obteniendo una mezcla que
comprende una primera fase sólida y una primera fase acuosa;25

- preparar un inóculo que comprende al menos un microorganismo oleaginoso en un primer dispositivo de 
fermentación obteniendo un primer caldo de fermentación;

- suministrar dicha primera fase acuosa y dicho primer caldo de fermentación a un segundo dispositivo de 
fermentación obteniendo un segundo caldo de fermentación;

- someter dicho segundo caldo de fermentación a separación obteniendo una suspensión acuosa de biomasa30
celular oleaginosa que comprende lípidos y una segunda fase acuosa;

- someter dicha segunda fase acuosa a osmosis inversa obteniendo un permeado y un retenido;

- suministrar dicho retenido a dicho primer dispositivo de fermentación o a dicho segundo dispositivo de 
fermentación.

Preferiblemente, dicho retenido se suministra a dicho primer dispositivo de fermentación.35

Para los propósitos de la presente descripción y de las siguientes reivindicaciones, la definición de los intervalos 
numéricos siempre incluye los extremos, a menos que se especifique lo contrario.

Para los propósitos de la presente descripción y de las siguientes reivindicaciones, el término “que comprende”
también incluye los términos “que básicamente consiste en” o “que consiste en”.

De acuerdo con una realización preferida de la presente invención, dicho polisacárido se puede seleccionar de40
celulosa, hemicelulosa o mezclas de las mismas. Celulosa, o mezclas de hemicelulosa y celulosa, son 
particularmente preferidas.

De acuerdo con una realización preferida adicional de la presente invención, dicha biomasa que incluye al menos un 
polisacárido es una biomasa lignocelulósica. Como se mencionó anteriormente, una biomasa lignocelulósica incluye
tres componentes: hemicelulosa, celulosa y lignina.45

Preferiblemente, dicha biomasa lignocelulósica se puede seleccionar, por ejemplo, de:

- productos de cosechas expresamente cultivadas para uso energético (por ejemplo, Miscanthus, moha, caña
común (“commun cane”), cardo), incluyendo los productos de desecho, residuos y restos de dichas cosechas
o de su procesamiento;

- productos y subproductos de cultivos agrícolas, de forestación y de silvicultura, que comprenden madera,50
plantas, residuos, restos de siega y productos de desecho de los procesamientos agrícolas, de forestación y 
de silvicultura;
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- desechos de productos agroalimentarios destinados a la nutrición humana o zootécnicas;

- residuos, no químicamente tratados, de la industria papelera;

- productos de desecho que provienen de la recogida diferenciada de desechos urbanos sólidos (por ejemplo, 
desechos urbanos de un origen vegetal, papel).

De acuerdo con una realización preferida de la presente invención, dicha biomasa que incluye al menos un 5
polisacárido se puede someter a un proceso de molienda preliminar antes de ser sometida a dicha hidrólisis. 
Preferiblemente, dicha biomasa que incluye al menos un polisacárido se puede moler hasta que se obtengan
partículas que tienen un diámetro que oscila de 0,1 mm a 10 mm, más preferiblemente que oscila de 0,5 mm a 4
mm. Las partículas que tienen un diámetro de menos de 1 mm son particularmente preferidas.

Para los propósitos de la presente invención, la hidrólisis de la biomasa que incluye al menos un polisacárido se10
puede llevar a cabo según cualquiera de los métodos conocidos en la técnica. Ejemplos no limitantes de estos 
métodos son:

- tratamiento térmico conocido como “explosión de vapor”, seguido de hidrólisis enzimática, como se describe,
por ejemplo, en la solicitud de patente internacional WO 2012/042544 anteriormente citada;

- tratamiento en presencia de ácidos diluidos, por ejemplo, ácido sulfúrico diluido, seguido de hidrólisis15
enzimática, como se describe, por ejemplo, por Humbrid D. et al., en “Technical Report” Nrel/Tp-5100-47764
(Mayo de 2011);

- tratamiento en presencia de ácidos orgánicos, por ejemplo, ácido 2-naftaleno-sulfónico, seguido de hidrólisis
enzimática, como se describe, por ejemplo, en la solicitud de patente internacional WO 2010/046051 en
nombre del solicitante anteriormente citado.20

Dicha hidrólisis enzimática se puede llevar a cabo según los métodos conocidos en la técnica como se describen, 
por ejemplo, en las patentes americanas US 5.628.830, US 5.916.780 y US 6.090.595, usando enzimas comerciales 
tales como, por ejemplo, Celluclast 1.5 l (Novozymes), Econase CE (Rohm Enzymes), Spezyme (Genecor),
Novozym 188 (Novozymes), individualmente usadas o mezcladas unas con otras.

A partir de dicha hidrólisis se obtiene una mezcla que comprende una fase sólida y una fase acuosa. Dicha mezcla25
se somete a filtración o centrifugación para obtener una primera fase sólida y una primera fase acuosa.

Dicha primera fase sólida comprende lignina y dicha primera fase acuosa comprende al menos un azúcar que tiene 
de 5 a 6 átomos de carbono, más preferiblemente xilosa y glucosa.

Las cantidades de azúcares obtenidas después de la hidrólisis se pueden determinar por medio de técnicas
conocidas en la técnica tales como, por ejemplo, cromatografía líquida de alta resolución (HPLC, del inglés “High 30
Performance Liquid Chromatography”), o cromatografía de intercambio iónico.

Según una realización preferida de la presente invención, dicha primera fase acuosa puede comprender:

- una cantidad de glucosa mayor que o igual a 100 g/l, preferiblemente mayor que o igual a 200 g/l, hasta el 
límite de solubilidad de la glucosa en dicha primera fase acuosa;

- de 0 g/l a 200 g/l, preferiblemente de 10 g/l a 100 g/l, de xilosa;35

- de 0 g/l a 20 g/l, preferiblemente de 5 g/l a 10 g/l, de arabinosa;

- de 0 g/l a 20 g/l, preferiblemente de 2 g/l a 10 g/l, de manosa;

- de 0 g/l a 10 g/l, preferiblemente de 2 g/l a 8 g/l, de galactosa;

- de 0 g/l a 8 g/l, preferiblemente de 0 g/l a 5 g/l, de ácido acético;

- de 0 g/l a 0,7 g/l, preferiblemente de 0 g/l a 0,5 g/l, de furfural;40

- de 0 g/l a 2,5 g/l, preferiblemente de 0 g/l a 2 g/l, de 5-hidroximetilfurfural.

Para obtener dicho inóculo, además de al menos un microorganismo oleaginoso, al menos una solución acuosa que 
comprende una cantidad de azúcares mayor que o igual a 40 g/l, preferiblemente que oscila de 45 g/l a 60 g/l, se 
debe suministrar a dicho primer dispositivo de fermentación.

Según el proceso objetivo de la presente invención, dicha solución acuosa que comprende una cantidad de45
azúcares mayor que o igual a 40 g/l, preferiblemente que oscila de 45 g/l a 60 g/l, es el retenido obtenido a partir de 
la osmosis inversa.
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Según una realización preferida de la presente invención, en dicho primer dispositivo de fermentación, la 
fermentación se puede llevar a cabo a una temperatura que oscila de 20 ºC a 40 ºC, preferiblemente que oscila de
25 ºC a 35 ºC.

Según una realización preferida de la presente invención, en dicho primer dispositivo de fermentación, la 
fermentación se puede llevar a cabo durante un tiempo que oscila de 10 horas a 36 horas, preferiblemente que 5
oscila de 12 horas a 26 horas.

Según una realización preferida de la presente invención, en dicho primer dispositivo de fermentación, la 
fermentación se puede llevar a cabo a un pH que oscila de 4,5 a 7, preferiblemente que oscila de 5 a 6,7. Para 
mantener el pH en los intervalos deseados, una solución acuosa de al menos una base inorgánica, tal como, por 
ejemplo, hidróxido de sodio, hidróxido de potasio, hidróxido de calcio, hidróxido de magnesio, preferiblemente10
hidróxido de sodio, o mezclas de los mismos, o de al menos un ácido orgánico tal como, por ejemplo, ácido
fosfórico, ácido sulfúrico, preferiblemente ácido fosfórico, o mezclas de los mismos, se pueden añadir al medio de
cultivo usado para la fermentación, en tal cantidad para obtener el pH deseado.

Sin embargo, se debería indicar que cuando el proceso objetivo de la presente invención se lleva a cabo por primera
vez, dicha solución acuosa que comprende una cantidad de azúcares mayor que o igual a 40 g/l, preferiblemente15
que oscila de 45 g/l a 60 g/l, se puede sustituir con una alícuota de la primera fase acuosa obtenida a partir de la
hidrólisis de la biomasa que incluye al menos un polisacárido, opcionalmente diluida para tener la cantidad deseada
de azúcares.

Cuando el microorganismo oleaginoso ha alcanzado una concentración mayor que o igual a 8 g/l, oscilando
preferiblemente de 10 g/l a 20 g/l, dicho primer caldo de fermentación, según el proceso objetivo de la presente20
invención, se suministra a un segundo dispositivo de fermentación.

Según una realización preferida de la presente invención, en dicho segundo dispositivo de fermentación, la
fermentación se puede llevar a cabo a una temperatura que oscila de 20 ºC a 40 ºC, preferiblemente que oscila de 
25 ºC a 35 ºC.

Según una realización preferida de la presente invención, en dicho segundo dispositivo de fermentación, la25
fermentación se puede llevar a cabo durante un tiempo que oscila de 2 días a 10 días, preferiblemente que oscila de
3 días a 8 días.

Según una realización preferida de la presente invención, en dicho segundo dispositivo de fermentación, la 
fermentación se puede llevar a cabo a un pH que oscila de 4,5 a 7, preferiblemente que oscila de 5 a 6,7. Para 
mantener el pH en los intervalos deseados, se puede añadir una solución acuosa de al menos una base inorgánica,30
tal como, por ejemplo, hidróxido de sodio, hidróxido de potasio, hidróxido de calcio, hidróxido de magnesio,
preferiblemente hidróxido de sodio, o mezclas de los mismos, o de al menos un ácido orgánico tal como, por
ejemplo, ácido fosfórico, ácido sulfúrico, preferiblemente ácido fosfórico, o mezclas de los mismos, al medio de 
cultivo usado para la fermentación, en tal cantidad para obtener el pH deseado.

Según una realización preferida de la presente invención, dicho microorganismo oleaginoso se puede seleccionar de35
levaduras tales como, por ejemplo: Rhodotorula glutinis, Rhodotorula gracilis, Rhodotorula graminis, Lypomyces
starkeyi, Lypomyces lipofer, Trigonopsis variabilis, Candida kefyr, Candida curvata, Candida lipolytica, Torulopsis
sp., Pichia stipitis, Trichosporon cacaoliposimilis, Rhodosporidium sp., Cryptococcus curvatus.

Según una realización preferida de la presente invención, la fermentación en dicho segundo dispositivo de 
fermentación se puede llevar a cabo en una o más etapas en lote (“fermentación por lotes alimentados”), modo40
semicontinuo o continuo. En el caso de fermentación con un cultivo semicontinuo o continuo, hay una adición
continua de nutrientes (primera fase acuosa) y un reciclado opcional de la biomasa celular oleaginosa después de la
eliminación del agua de fermentación agotada (segunda fase acuosa), por ejemplo, por medio de microfiltración.

La fermentación se lleva a cabo en dicho primer dispositivo de fermentación y en dicho segundo dispositivo de 
fermentación, dispositivos conocidos en la técnica, en presencia de medios de cultivo normalmente usados para el45
propósito que comprenden, además de azúcares, diversos nutrientes tales como, por ejemplo, nitrógeno, fosfato de
potasio, magnesio, sales, vitaminas, microelementos.

Para desactivar las enzimas lipolíticas (por ejemplo, lipasa), dicho segundo caldo de fermentación se puede 
someter, al final de la fermentación, a tratamiento térmico. Dicho tratamiento térmico se puede llevar a cabo a una 
temperatura que oscila de 70 ºC a 120 ºC, preferiblemente que oscila de 75 ºC a 110 ºC, durante un tiempo que50
oscila de 5 minutos a 3 horas, preferiblemente que oscila de 30 minutos a 2 horas.

La separación a la que dicho segundo caldo de fermentación se somete para recuperar dicha suspensión acuosa de
biomasa celular oleaginosa que comprende lípidos (dicha suspensión acuosa de biomasa celular oleaginosa que
tiene una mayor concentración de biomasa celular oleaginosa con respecto a la concentración de biomasa celular 
oleaginosa en dicho segundo caldo de fermentación) y dicha segunda fase acuosa (dicha segunda fase acuosa que55
opcionalmente contiene sólidos suspendidos, por ejemplo, células del microorganismo oleaginoso usado en la
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fermentación, o partículas que derivan de un deterioro en el equipo usado en el proceso, o de la precipitación de
sales), se puede llevar a cabo usando métodos conocidos en la técnica tales como, por ejemplo, filtración, filtro
prensa, microfiltración o ultrafiltración, centrifugación.

Para mantener el volumen de dicho segundo caldo de fermentación constante en dicho segundo dispositivo de
fermentación e incrementar la concentración de la biomasa celular oleaginosa en dicho segundo caldo de5
fermentación, al menos una parte de dicho segundo caldo de fermentación, antes de que se someta a separación,
se puede someter a microfiltración obteniendo una fase acuosa (permeado) que se junta con dicha segunda fase 
acuosa y se manda a osmosis inversa y una biomasa celular oleaginosa (retenido) que se manda a dicho segundo 
dispositivo de fermentación.

Según una realización preferida de la presente invención, se puede llevar a cabo dicha osmosis inversa en 10
presencia de al menos una membrana polimérica que se puede seleccionar, por ejemplo, a partir de membranas
poliméricas generalmente usadas para desalinación (normalmente conocidas como “membranas de agua de mar” o
“membranas de agua salobre”) tales como, por ejemplo: membranas que comprenden poliamidas, poliimidas,
polisulfonas, polietersulfonas. Dicha membrana polimérica se selecciona preferiblemente de membranas poliméricas 
que comprenden poliamidas.15

Según una realización preferida de la presente invención, dicha membrana polimérica puede tener una temperatura
de funcionamiento máxima que oscila de 15 ºC a 90 ºC, preferiblemente que oscila de 20 ºC a 80 ºC.

Según una realización preferida de la presente invención, dicha membrana polimérica puede tener una presión de
funcionamiento máxima que oscila de 0,5 MPa a 8 MPa (5 bar a 80 bar), preferiblemente que oscila de 1 MPa a 7
MPa (10 bar a 70 bar).20

Según una realización preferida de la presente invención, dicha membrana polimérica puede tener un corte de peso 
molecular nominal (MWCO, del inglés “Molecular Weight Cut-off”) que oscila de 30 daltons a 200 daltons,
preferiblemente que oscila de 40 daltons a 100 daltons.

Según una realización preferida de la presente invención, dicha membrana polimérica puede tener un pH de
funcionamiento máximo que oscila de 1 a 13, preferiblemente que oscila de 2 a 11.25

Ejemplos de membranas poliméricas que se pueden usar para los propósitos de la presente invención y que están 
comercialmente disponibles son los siguientes productos: Dow™ Filmtec™ de la serie SW30, o de la serie BW30, o
de la serie BW30LE, de Dow Chemical, o los productos Desal™ de la serie AG, de General Electric, o los productos
TFC®-HR de Koch Membrane Systems.

La anterior membrana polimérica puede estar en forma de discos planos, membranas tubulares, membranas módulo 30
espiral, membranas compuestas de película fina (TFC, del inglés “Thin Film Composite”), o en otras formas útiles.

Según una realización preferida de la presente invención, dicha osmosis inversa se puede llevar a cabo a una
temperatura que oscila de 5 ºC a 90 ºC, más preferiblemente que oscila de 15 ºC a 60 ºC.

Según una realización preferida de la presente invención, dicha osmosis inversa se puede llevar a cabo aplicando
una presión en el lado de alimentación (lado retenido) que oscila de 0,5 MPa a 8 MPa (5 bar a 80 bar), más 35
preferiblemente que oscila de 1 MPa a 4 MPa (10 bar a 40 bar).

Según una realización preferida de la presente invención, dicha osmosis inversa se puede llevar a cabo operando a
un caudal específico (kg de permeado por metro cuadrado de superficie de la membrana de osmosis inversa por
hora) que oscila de 5 kg/(m2 x h) a 80 kg/(m2 x h), más preferiblemente que oscila de 10 kg/(m2 x h) a 40 kg/(m2 x h).

Se debería indicar que dicha segunda fase acuosa que generalmente tiene un pH que oscila de 4,5 a 7, se puede 40
someter a osmosis inversa sin tener que ajustar el pH.

Para los propósitos de la presente invención y de las siguientes reivindicaciones, el término “retenido” se refiere a la
corriente acuosa concentrada en azúcares que deriva de dicha segunda fase acuosa. Dicha corriente acuosa
concentrada en azúcares preferiblemente contiene una cantidad de azúcares que oscila de 20 g/l a 70 g/l, más 
preferiblemente que oscila de 30 g/l a 60 g/l.45

Para los propósitos de la presente invención y de las siguientes reivindicaciones, el término “permeado” se refiere a
la corriente acuosa que deriva de dicha segunda fase acuosa. Dicha corriente acuosa tiene un contenido de
producto orgánico, expresado como COT (“carbono orgánico total”), determinado como se describe más adelante en
la presente memoria, menor que o igual a 300 ppm, más preferiblemente que oscila de 30 ppm a 150 ppm.

Dicho carbono orgánico total (COT) se determinó mediante combustión usando un analizador de COT capaz de 50
determinar el contenido de carbono total (CT) y el contenido del carbono inorgánico (CI) a partir del cual se calcula el
contenido de carbono orgánico total (COT), por diferencia.

Dicho permeado se puede someter a tratamientos adicionales para permitir que se elimine, o se puede recuperar y
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usar como agua de proceso dentro del proceso objetivo de la presente invención (por ejemplo, como agua de lavado
o dilución).

Para eliminar los sólidos suspendidos opcionales presentes en dicha segunda fase acuosa (por ejemplo, células del
microorganismo oleaginoso usado en la fermentación, o partículas que derivan de un deterioro en el equipo usado
en el proceso, o de la precipitación de sales), y proteger el sistema de osmosis inversa, antes de ser sometida a5
osmosis inversa, dicha segunda fase acuosa se puede someter a microfiltración o ultrafiltración.

Según una realización preferida de la presente invención, antes de ser sometida a osmosis inversa, dicha segunda 
fase acuosa se puede someter a microfiltración o ultrafiltración, más preferiblemente microfiltración.

Dicha microfiltración se puede llevar a cabo con sistemas conocidos en la técnica, por ejemplo, por medio de filtros
de cartucho que generalmente tienen un tamaño (es decir, no permiten la permeación de partículas con dimensiones10
mayores) de 10 µm, 5 µm o 1 µm.

Dicha ultrafiltración se puede llevar a cabo con sistemas conocidos en la técnica, por ejemplo, por medio de
membranas de ultrafiltración con un diámetro de poro nominal dentro del intervalo de 0,03 µm a 0,1 µm.

Para incrementar el rendimiento de lípidos, se puede añadir licor de maíz macerado o sólido de maíz macerado a
dicho segundo dispositivo de fermentación.15

Según una realización preferida de la presente invención, dicho proceso comprende además añadir licor de maíz 
macerado o sólido de maíz macerado a dicho segundo dispositivo de fermentación en una cantidad preferiblemente 
que oscila de 2 g/l a 20 g/l, más preferiblemente que oscila de 4 g/l a 18 g/l.

Para concentrar más la suspensión acuosa de biomasa celular oleaginosa que comprende lípidos obtenida después
de la separación, dicha suspensión acuosa de biomasa celular oleaginosa, antes de ser sometida a recuperación de20
los lípidos (es decir, lisis celular, extracción por disolvente y evaporación del disolvente), se puede someter a 
centrifugación. Dicha centrifugación se puede llevar a cabo durante un tiempo que oscila de 5 minutos a 30 minutos, 
preferiblemente que oscila de 15 minutos a 25 minutos, a una tasa de rotación que oscila de 3.000 rpm a 9.000 rpm,
preferiblemente que oscila de 4.000 rpm a 8.000 rpm.

Para recuperar los lípidos, dicha suspensión acuosa de biomasa celular oleaginosa que comprende lípidos se puede25
someter a lisis celular que se puede llevar a cabo por medio de diversos métodos. Ejemplos no limitantes de dichos
métodos son:

- tratamiento térmico, el cual se puede llevar a cabo usando autoclaves presurizados (por ejemplo, un
autoclave Brignole Mod. AU-2, o un reactor con agitación Parr Mod. PA 4575), a una presión que oscila de
0,2 MPa a 0,65 MPa (2 bar a 6,5 bar), preferiblemente que oscila de 0,3 MPa a 0,55 MPa (3 bar a 5,5 bar), a30
una temperatura que oscila de 100 ºC a 160 ºC, preferiblemente que oscila de 110 ºC a 150 ºC, durante un
tiempo que oscila de 1 hora a 8 horas, preferiblemente que oscila de 1,5 horas a 4 horas, bajo agitación, que
oscila de 100 rpm a 800 rpm, preferiblemente que oscila de 400 rpm a 600 rpm, como se describe, por 
ejemplo, en la solicitud de patente internacional WO 2012/052368 en nombre del solicitante anteriormente
citado;35

- tratamiento mecánico, el cual se puede llevar a cabo usando homogeneizadores de alta presión (por ejemplo,
un homogeneizador Mod. NS3006L de Gea NiroSoavi), a una presión que oscila de 80 MPa a 200 MPa (800
bar a 2.000 bar), preferiblemente que oscila de 100 MPa a 160 MPa (1.000 bar a 1.600 bar), a una 
temperatura que oscila de 10 ºC a 100 ºC, preferiblemente que oscila de 20 ºC a 80 ºC, a un caudal de la 
suspensión acuosa de biomasa celular oleaginosa que oscila de 5 l/h a 50 l/h, preferiblemente que oscila de 740
l/h a 40 l/h.

- tratamiento por microondas, el cual se puede llevar a cabo usando equipo de microondas (por ejemplo, un
aparato microondas Mod. MycroSYNTH de Milestone), a una temperatura que oscila de 45 ºC a 150 ºC,
preferiblemente que oscila de 50 ºC a 100 ºC, durante un tiempo que oscila de 10 minutos a 2 horas, 
preferiblemente que oscila de 15 minutos a 1 hora.45

Al final de dicha lisis celular, los lípidos se pueden recuperar de la suspensión acuosa agotada de biomasa celular
oleaginosa que comprende lípidos obtenida, por medio de extracción usando, por ejemplo, un extractor de reflujo.

Dicha extracción se puede llevar a cabo en presencia de al menos un disolvente orgánico que se puede seleccionar 
de disolventes orgánicos apolares tales como, por ejemplo, iso-octano, n-octano, o mezclas de los mismos; mezclas 
de hidrocarburos tales como, por ejemplo, cortes de diésel o nafta que opcionalmente también pueden derivar de la50
producción de diésel verde; disolventes orgánicos polares tales como, por ejemplo, metanol, etanol, iso-propanol,
acetona, acetato de etilo, hexano, metil-terc-butil centona, etil-terc-butil éter, o mezclas de los mismos; o mezclas de
los mismos.

Dicha extracción se puede llevar a cabo a una temperatura que oscila de 20 ºC a 200 ºC, preferiblemente al punto 
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de ebullición del disolvente usado.

Dicha extracción se puede llevar a cabo en presencia de una cantidad de disolvente que oscila de 1 a 6 veces,
preferiblemente que oscila de 1,5 veces a 5 veces, el volumen de la fase acuosa de la suspensión acuosa de
biomasa celular oleaginosa agotada que comprende lípidos obtenida a partir de la lisis celular.

La suspensión acuosa de biomasa celular oleaginosa agotada que comprende lípidos obtenida después de dicha 5
lisis celular se puede someter a extracción una o varias veces. Dicha suspensión acuosa de biomasa celular
oleaginosa agotada que comprende lípidos preferiblemente se somete a extracción de 1 a 5 veces, más
preferiblemente de 1 a 3 veces.

Al final de la anterior extracción, se obtienen las siguientes dos fases:

(i) una fase orgánica que comprende lípidos disueltos en disolvente;10

(ii) una fase acuosa que comprende restos celulares y trazas de lípidos no separados.

Para recuperar los lípidos, dicha fase orgánica (i) se somete a evaporación, obteniendo, como residuo, un aceite de
alta ebullición (ia) que comprende lípidos y una fase líquida que contiene el disolvente que se puede reciclar para la
anterior extracción.

El proceso objetivo de la presente invención permite que los lípidos se recuperen con un rendimiento de extracción 15
que oscila de 40 % a 99,9 %, preferiblemente que oscila de 45 % a 99 %, siendo calculado dicho rendimiento de 
extracción con respecto a la cantidad total de lípidos presentes en la biomasa celular oleaginosa (seca) obtenida
después de la fermentación.

Los lípidos incluidos en dicha fase orgánica (i) son preferiblemente triglicéridos, más preferiblemente ésteres de
glicerol con ácidos grasos que tienen de 14 a 24 átomos de carbono tales como, por ejemplo, ácido palmítico, ácido 20
esteárico, ácido oleico, ácido -linoleico, en una cantidad mayor que o igual a 80 % en peso, preferiblemente mayor 
que o igual a 90 % en peso, con respecto al peso total de lípidos. Otros lípidos que pueden estar presentes en dicha
fase orgánica (i) son: fosfolípidos, monoglicéridos, diglicéridos, ácidos grasos libres, o mezclas de los mismos.

La cantidad total de lípidos presentes en la suspensión acuosa de biomasa celular oleaginosa obtenida después de
la fermentación en dicho segundo dispositivo de fermentación, como también la cantidad total de lípidos contenida25
en dicho aceite de alta ebullición (ia), se pueden determinar por medio de métodos conocidos en la técnica tales 
como, por ejemplo, el método colorimétrico el cual se basa en la reacción de lípidos con ácido fosfórico y fosfo-
vanillina usando, por ejemplo, el kit “sulfo-fosfo vanillina para lípidos totales” comercializado por Spinreact
S.a/S.A.U., Ctra Santa Coloma, 7 E-17176 Sant Esteve de Bas (GI), España. Se pueden encontrar detalles
adicionales relacionados con este método, por ejemplo, en el siguiente artículo: “Chemical Basis of the Sulpho-30
phospho-vanillin Reaction for Estimating Total Serum Lipids”, J.A. Knight et al., publicado en “Clinical Chemistry”
(1972), Vol. 18, N.º 3, páginas 199-202.

Dicha fase acuosa (ii) que comprende restos celulares, en particular proteínas y polisacáridos contenidos en la
membrana celular del microorganismo oleaginoso usado, se puede deshumidificar y mejorar como combustible,
opcionalmente asociado con la lignina que deriva de la hidrólisis de la biomasa.35

Alternativamente, dicha fase acuosa (ii) se puede someter a digestión anaerobia para la producción de biogás, el 
cual se puede usar para la producción de energía eléctrica, que se puede usar para satisfacer el requerimiento
energético del proceso objetivo de la presente invención.

Alternativamente, dicha fase acuosa (ii) se puede someter a licuación para la producción de bioaceite como se
describe, por ejemplo, en las solicitudes de patente internacional WO 2010/069583 o WO 2010/069516, en nombre 40
del solicitante.

Los lípidos obtenidos según el proceso objetivo de la presente invención, se pueden someter a esterificación en
presencia de al menos un alcohol que tiene de 1 a 4 átomos de carbono, preferiblemente metanol, etanol y de al
menos un catalizador ácido o base, para producir glicerol y alquil ésteres, en particular metil ésteres o etil ésteres
(biodiésel).45

Alternativamente, dichos lípidos se pueden someter a hidrogenación/desoxigenación en presencia de hidrógeno y de 
al menos un catalizador para producir diésel verde. Los procesos de hidrogenación/desoxigenación son conocidos
en la técnica y se describen, por ejemplo, en la solicitud de patente europea EP 1.728.844.

A continuación, la presente invención se ilustrará a mayor detalle por medio de una realización con referencia a la
Figura 1 proporcionada más adelante en la presente memoria.50

La Figura 1 esquematiza una realización del proceso objetivo de la presente invención. Para este propósito, la 
biomasa que incluye al menos un polisacárido (por ejemplo, la biomasa lignocelulósica previamente molida) se
somete a hidrólisis (que opera según uno de los métodos conocidos en la técnica anteriormente indicados)
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obteniendo una mezcla que comprende una primera fase acuosa y una primera fase sólida que incluye lignina.

Dicha mezcla se somete a filtración o centrifugación (no representada en la Figura 1) obteniendo una primera fase 
sólida y una primera fase acuosa.

Mientras tanto, se prepara un inóculo en un primer dispositivo de fermentación usando un microorganismo
oleaginoso (por ejemplo, Rhodotorula graminis, Trichosporon cacaoliposimilis) obteniendo un primer caldo de5
fermentación: se debería indicar que, como se mencionó anteriormente, la primera vez que se lleva a cabo el
proceso objetivo de la presente invención, la solución acuosa que comprende una cantidad de azúcares mayor que 
o igual a 40 g/l, preferiblemente que oscila de 45 g/l a 60 g/l, es decir, el retenido, se sustituirá por una alícuota de la
primera fase acuosa obtenida a partir de la hidrólisis de la biomasa que incluye al menos un polisacárido, 
opcionalmente diluida para tener la cantidad deseada de azúcares (indicado en la Figura 1 con la línea discontinua).10

Dicha primera fase acuosa y dicho primer caldo de fermentación se suministran a un segundo dispositivo de 
fermentación en presencia de un microorganismo oleaginoso (por ejemplo, Rhodotorula graminis, Trichosporon 
cacaoliposimilis) obteniendo un segundo caldo de fermentación. 

Dicho segundo caldo de fermentación se somete a la separación (por ejemplo, por medio de centrifugación)
obteniendo una suspensión acuosa de biomasa celular oleaginosa y una segunda fase acuosa.15

Según una realización de la presente invención, al menos una parte de dicho segundo caldo de fermentación se
puede someter a microfiltración obteniendo una fase acuosa (permeado-P) que se junta con dicha segunda fase 
acuosa y se manda a osmosis inversa y una suspensión acuosa de biomasa celular oleaginosa (retenido-R) que se 
manda a dicho segundo dispositivo de fermentación (indicado en la Figura 1 con la línea discontinua).

Dicha suspensión acuosa de biomasa celular oleaginosa se somete a lisis celular (que opera según uno de los20
métodos anteriormente descritos), extracción en presencia de un disolvente y posterior evaporación del disolvente
obteniendo lípidos.

Dicha segunda fase acuosa se somete a osmosis inversa (por ejemplo, usando una membrana polimérica que 
comprende poliamida) obteniendo un retenido (es decir, solución acuosa que comprende una cantidad de azúcares
mayor que o igual a 40 g/l) que se suministra a dicho primer dispositivo de fermentación y un permeado (es decir,25
agua que tiene un COT menor que o igual a 300 mg/l).

Alternativamente, dicho retenido se puede suministrar a dicho segundo dispositivo de fermentación (indicado en la 
Figura 1 con la línea discontinua).

Más adelante en la presente memoria se proporcionan algunos ejemplos ilustrativos y no limitantes para un mejor
entendimiento de la presente invención y para su realización práctica.30

Ejemplo 1

Composición del hidrolizado lignocelulósico

El hidrolizado lignocelulósico (es decir, “la primera fase acuosa”) usado en los siguientes ejemplos tenía la siguiente 
composición: glucosa (126 g/l), xilosa (87,1 g/l), arabinosa (7,5 g/l), manosa (2,9 g/l), galactosa (6,5 g/l), ácido
acético (4,9 g/l), furfural (0,46 g/l), 5-hidroximetilfurfural (1,85 g/l), para un contenido de azúcar total igual a 230 g/l.35

El contenido de furfural y de 5-hidroximetilfurfural se determinó por medio de cromatografía líquida de alta resolución
(HPLC) usando una columna con tapa final LichroCART Purospher RP-18 (240 mm x 4 mm; 5 µm) de Merck, 
equipada con un detector de UV de fotodiodo, con un flujo de 0,8 ml/min, temperatura 40 ºC, y con fase móvil de 
ácido fosfórico a 0,05 % en agua (eluyente A) y acetonitrilo + ácido fosfórico al 0,05 % en agua, en una relación de
90/10 v/v (eluyente B), usando el gradiente de elución indicado en la Tabla 1.40

Tabla 1

Tiempo

(min)

Eluyente A

(%)

Eluyente B

(%)

0 100 0

4 94 6

30 85 15

El contenido de azúcar se determinó por medio de cromatografía de intercambio iónico (HPAE-PAD), usando un
cromatógrafo Dionex, equipado con una columna Carbopac PA100, con un gradiente de hidróxido de sodio y acetato
de sodio como contraión.45
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La determinación cuantitativa de los ácidos orgánicos, es decir, el ácido acético, se llevó a cabo por medio de un 
cromatógrafo iónico DIONEX BIOLC 4000 acoplado con un detector electroquímico pulsado (PED, del inglés “Pulsed
Electrochemical Detector”), una columna cromatográfica Ice-AS1 (diámetro: 9 mm; longitud: 250 mm), un AMMS-ICE
(de sus siglas en inglés)(supresor de micromembrana aniónica), volumen de inyección 50 µl, elución en modo
isocrático con ácido heptafluorobutírico 0,4 mM como eluyente.5

Ejemplo 2

Preparación de inóculo con hidrolizado (Rhodotorula graminis)

Puesto que el retenido obtenido a partir de la osmosis inversa según el proceso, objetivo de la presente invención, 
no estaba aún disponible, el inóculo (es decir, el primer caldo de fermentación) se preparó usando parte del
hidrolizado lignocelulósico (es decir, la primera fase acuosa) descrito en el Ejemplo 1.10

Para este propósito, se introdujeron 19,4 ml de dicho hidrolizado lignocelulósico (es decir, la primera fase acuosa)
adecuadamente diluido con agua (80,6 ml) para tener una concentración final de azúcares igual a 44,5 g/l, en un
matraz de 500 ml, equipado con un agitador magnético, al cual se añadieron posteriormente 10 g/l de extracto de 
levadura y 10 g/l de peptona: el pH de la mezcla obtenida se llevó a 6 mediante la adición de unas pocas gotas de
hidróxido de potasio (KOH) 2,5 M. La mezcla obtenida se esterilizó en un autoclave a 80 ºC, durante 45 minutos.15

Al final de la esterilización, la mezcla obtenida se llevó a temperatura ambiente (25 ºC) y se inoculó con células de
Rhodotorula graminis DBVPG 4620 que se dejaron crecer, durante 24 horas, a 30 ºC, bajo agitación (200 rpm), 
hasta que se obtuvo un primer caldo de fermentación, que tenía una concentración de biomasa celular oleaginosa
igual a 13,32 g/l (peso seco).

Ejemplo 320

Fermentación de Rhodotorula graminis (modelo por lotes alimentados)

El ensayo de fermentación con células de Rhodotorula graminis DBVPG 4620 se llevó a cabo en modo por lotes
alimentados en un fermentador de 20 litros, que operaba bajo las siguientes condiciones:

- 2,6 l de hidrolizado lignocelulósico (es decir, la primera fase acuosa) descrito en el Ejemplo 1,
adecuadamente diluido con agua para tener una concentración inicial de azúcar igual a 100 g/l;25

- 1,0 g/l de extracto de levadura;

- 2,5 g/l de sólido de maíz macerado;

- 2,5 g/l de (NH4)2SO4;

- 1 g/l de KH2PO;

- 0,05 g/l de MgSO4·7 H2O;30

- 0,01 g/l de NaCl;

- 0,01 g/l de CaCl2·2 H2O;

- aire suministrado: flujo igual a 1 l/min;

- pH de funcionamiento igual a 6, mantenido mediante la adición, cuando es necesario, de unas pocas gotas
de una solución de hidróxido de potasio (KOH) 5 M y ácido fosfórico (H3PO4) al 10 % (v/v);35

- agitación igual a 600 rpm a 900 rpm, modulada con el flujo de aire para mantener la concentración de
oxígeno disuelto (OD) por encima del 30 %;

- volumen inicial: 6 litros;

- inóculo de Rhodotorula graminis DBVPG 4620 (es decir, el primer caldo de fermentación) obtenido como se
describe en el Ejemplo 2, diluido al 10 % (v/v) con el medio de cultivo usado para la fermentación, para40
comenzar la fermentación con una concentración de biomasa celular oleaginosa igual a 1,3 g/l (peso seco).

La fermentación se llevó a cabo por lotes durante las primeras 36 horas obteniendo un caldo de fermentación que 
tenía una concentración de biomasa celular oleaginosa igual a 29,03 g/l (peso seco) y una concentración residual de 
azúcares igual a 38,5 g/l.

Posteriormente se realizaron adiciones al caldo de fermentación, operando en modo por lotes alimentados del45
hidrolizado lignocelulósico (es decir, la primera fase acuosa) descrito en el Ejemplo 1, adecuadamente diluido con
agua para tener una concentración total de azúcares igual a 199,71 g/l: en particular, se realizaron tres adiciones, 
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dos de 1 litro cada una, después de 36 horas y después de 54 horas de fermentación respectivamente, y una de 2 
litros después de 44 horas de fermentación.

Al final de la fermentación, después de 122 horas, se obtuvo un segundo caldo de fermentación, que tenía una
concentración de biomasa celular oleaginosa igual a 62,62 g/l (peso seco) y un contenido de lípidos totales igual a
60 % en peso con respecto al peso seco de dicha biomasa celular oleaginosa.5

Dicho segundo caldo de fermentación se sometió a separación por medio de centrifugación a 7.000 rpm, durante 20 
minutos obteniendo 2,1 kg de biomasa celular oleaginosa [626 g (peso seco) – concentración igual a 30 % en peso
con respecto a la cantidad total de biomasa celular oleaginosa obtenida] que tenían un contenido de lípidos totales
igual a 60 % en peso con respecto al peso seco de dicha biomasa celular oleaginosa y 7,9 l de agua de
fermentación agotada (es decir, la segunda fase acuosa) que tenían un contenido de azúcares no metabolizados 10
igual a 15,15 g/l.

El contenido de lípido total se determinó usando el kit “sulfo-fosfo vanillina para lípidos totales”, que opera como se 
describió anteriormente. El contenido de azúcar se determinó operando como se describe en el Ejemplo 1.

Se alcanzó un rendimiento de biomasa celular oleaginosa con respecto al sustrato consumido (Yx/s = g de biomasa
obtenida por g de sustrato consumido) igual a 0,41 g/g, y un rendimiento de lípidos con respecto al sustrato15
consumido (YL/S = g de lípidos obtenidos por g de sustrato consumido) igual a 0,25 g/g.

Ejemplo 4

Preparación de inóculo con hidrolizado lignocelulósico (Trichosporon cacaoliposimilis)

Puesto que el retenido obtenido a partir de la osmosis inversa según el proceso objetivo de la presente invención, no 
estaba aún disponible, el inóculo se preparó usando parte del hidrolizado lignocelulósico (es decir, la primera fase 20
acuosa) descrito en el Ejemplo 1.

Para este propósito, se introdujeron 19,4 ml de dicho hidrolizado lignocelulósico (es decir, la primera fase acuosa)
adecuadamente diluido con agua (80,6 ml) para tener una concentración final de azúcares igual a 44,5 g/l, en un
matraz de 500 ml, equipado con un agitador magnético, al cual se añadieron posteriormente 10 g/l de extracto de 
levadura y 10 g/l de peptona: el pH de la mezcla obtenida se llevó a 6 mediante la adición de unas pocas gotas de 25
hidróxido de potasio (KOH) 2,5 M. La mezcla obtenida se esterilizó en un autoclave a 80 ºC, durante 45 minutos.

Al final de la esterilización, la mezcla obtenida se llevó a temperatura ambiente (25 ºC) y se inoculó con células de
Trichosporon cacaoliposimilis ATCC 20509 que se dejaron crecer, durante 24 horas, a 30 ºC, bajo agitación (200
rpm), hasta que se obtuvo un primer caldo de fermentación, que tenía una concentración de biomasa celular 
oleaginosa igual a 15,7 g/l (peso seco).30

Ejemplo 5

Fermentación de Trichosporon cacaoliposimilis (modo por lotes alimentados)

El ensayo de fermentación con células de Trichosporon cacaoliposimilis ATCC 20509 se llevó a cabo en modo por
lotes alimentados en un fementador de 20 litros, que operaba bajo las siguientes condiciones: 

- 2,6 l de hidrolizado lignocelulósico descrito en el Ejemplo 1, adecuadamente diluido con agua para tener una35
concentración inicial de azúcar igual a 100 g/l;

- 1,0 g/l de extracto de levadura;

- 2,5 g/l de sólido de maíz macerado;

- 2,5 g/l de (NH4)2SO4;

- 1 g/l de KH2PO;40

- 0,05 g/l de MgSO4·7 H2O;

- 0,01 g/l de NaCl;

- 0,01 g/l de CaCl2·2 H2O;

- aire suministrado: flujo igual a 1 l/min;

- pH de funcionamiento igual a 6, mantenido mediante la adición, cuando es necesario, de unas pocas gotas45
de una solución de hidróxido de potasio (KOH) 5 M y ácido fosfórico (H3PO4) al 10 % (v/v);

- agitación igual a 600 rpm a 900 rpm, modulada con el flujo de aire para mantener la concentración de
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oxígeno disuelto (OD) por encima del 30 %;

- volumen inicial: 6 litros;

- inóculo de Trichosporon cacaoliposimilis ATCC 20509 (es decir, el primer caldo de fermentación) obtenido
como se describe en el Ejemplo 4, diluido al 10 % (v/v) con el medio de cultivo usado para la fermentación,
para comenzar la fermentación con una concentración de biomasa celular oleaginosa igual a 1,6 g/l (peso5
seco).

La fermentación se llevó a acabo por lotes durante las primeras 30 horas obteniendo un caldo de fermentación que
tenía una concentración de biomasa celular oleaginosa igual a 24,1 g/l (peso seco) y una concentración residual de 
azúcares igual a 38,5 g/l.

Posteriormente se realizaron adiciones al caldo de fermentación, operando en modo por lotes alimentados del10
hidrolizado lignocelulósico (es decir, la primera fase acuosa) obtenido como se describe en el Ejemplo 4,
adecuadamente diluido con agua para tener una concentración de azúcares igual a 199,71 g/l: en particular, se 
realizaron cuatro adiciones, tres de 2 litros cada una, después de 30 horas, después de 40 horas y después de 53 
horas de fermentación respectivamente, y una de 3 litros después de 47 horas de fermentación.

Al final de la fermentación, después de 60 horas, se obtuvo un segundo caldo de fermentación, que tenía una15
concentración de biomasa celular oleaginosa igual a 77,12 g/l (peso seco) y un contenido de lípidos totales igual a
54 % en peso con respecto al peso seco de dicha biomasa celular oleaginosa.

Dicho segundo caldo de fermentación se sometió a separación por medio de centrifugación a 7.000 rpm, durante 20 
minutos obteniendo 3,9 kg de biomasa celular oleaginosa [1.157 g (peso seco) – concentración igual a 30 % en peso 
con respecto a la cantidad total de biomasa celular oleaginosa obtenida] que tenían un contenido de lípidos totales 20
igual a 54 % en peso con respecto al peso seco de dicha biomasa celular oleaginosa y 11 l de agua de fermentación
agotada (es decir, la segunda fase acuosa) que tenían un contenido de azúcares no metalizados igual a 2,8 g/l.

El contenido de lípido total se determinó usando el kit “sulfo-fosfo vanillina para lípidos totales”, que opera como se
describió anteriormente. El contenido de azúcar se determinó operando como se describe en el Ejemplo 1.

Se alcanzó un rendimiento de biomasa celular oleaginosa con respecto al sustrato consumido (Yx/s = g de biomasa25
obtenida por g de sustrato consumido) igual a 0,42 g/g, y un rendimiento de lípidos con respecto al sustrato
consumido (YL/S = g de lípidos obtenidos por g de sustrato consumido) igual a 0,21 g/g.

Ejemplo 6

Concentración de agua de fermentación por medio de osmosis inversa

El ensayo se llevó a cabo usando un aparato para ensayos con membranas planas, que consistía en un recipiente30
de acero cilíndrico, sobre cuya base se montó la membrana polimérica sobre un septo poroso de filtración, formando
el soporte para la membrana. El recipiente, equipado con agitación, se puede presurizar con aire o gas inerte hasta
una presión de 3,5 MPa (35 bar). El permeado se filtró a través de la membrana y se recogió en un recipiente por
debajo, mientras que el retenido se quedaba dentro del recipiente.

Se usó la membrana BW30 de Dow Chemical para la concentración del agua de fermentación, la cual es una 35
membrana compuesta de película fina (TFC) basada en poliamida, que tenía las siguientes características:

- corte de peso molecular nominal (MWCO) = 50 Daltons;

- pH de funcionamiento = 2 a 11;

- temperatura de funcionamiento máxima = 70 ºC;

- presión de funcionamiento máxima = 6,8 MPa (68 bar).40

Para este propósito, al final de la fermentación, el segundo caldo de fermentación, obtenido como se describe en el
Ejemplo 3, se sometió, como se indicó anteriormente, a centrifugación a 7.000 rpm, durante 20 minutos obteniendo
2,1 kg de biomasa celular oleaginosa y 7,9 l de agua de fermentación agotada (es decir, la segunda fase acuosa).

450 ml de dicha agua de fermentación agotada (es decir, la segunda fase acuosa) se sometieron a filtración sobre 
un filtro Millipore GF/C hecho de fibra de vidrio, que tenía una porosidad de 0,22 µm, y se cargaron en el aparato 45
para la osmosis inversa anteriormente descrita, bajo agitación a 500 rpm, a una presión inicial de 1,5 MPa (15 bar),
progresivamente incrementada hasta 3,5 MPa (35 bar): el ensayo se llevó a cabo a una temperatura ambiente (25 ºC).

El agua de fermentación agotada (es decir, la segunda fase acuosa) tenía la siguiente composición:

- azúcares totales: 15,15 g/l;
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- furfural: 458 ppm;

- 5-hidroximetilfurfural: 711 ppm;

- conductividad: 10,5 mS/cm;

- COT: 14.300 ppm;

- pH: 5,92.5

Al final de la osmosis inversa, se recuperaron 120 ml de retenido, que tenían la siguiente composición: 

- azúcares totales: 47,2 g/l;

- furfural: 873 ppm;

- 5-hidroximetilfurfural: 1.915 ppm;

- conductividad: 19 mS/cm;10

- COT: 52.000 ppm;

- pH: 5,85.

Durante la osmosis inversa, también se recuperó un permeado. Después de recoger 225 ml de permeado, igual a
una recuperación del 50 % (225 ml de permeado con respecto a 450 ml de alimentación inicial), unos 103,5 ml 
adicionales de permeado, se recogieron, llevando la recuperación total a 73 %. El permeado relacionado con la15
fracción de recuperación entre 50 % y 73 %, tenía las siguiente composición:

- azúcares totales: 0,1063 g/l;

- furfural: 376 ppm;

- 5-hidroximetilfurfural: 343 ppm;

- conductividad: 0,30 mS/cm;20

- COT: 140 ppm;

- pH: 5,5.

A partir de los anteriores datos, se puede deducir que la osmosis inversa permite que se obtenga un factor de
concentración igual a 3,1 para los azúcares, 1,9 para el furfural y 2,7 para el 5-hidroximetilfurfural, con índice de 
rechazo de 0,996 para los azúcares, 0,395 para el furfural y 0,670 para el 5-hidroximetilfurfural, respectivamente. 25
Dichos datos claramente indican que los azúcares son completamente retenidos por la membrana y se concentran,
mientras que el furfural y el 5-hidroximetilfurfural se retienen menos y se distribuyen particularmente en el permeado.
Además, el permeado tiene un COT igual a 140 ppm, el cual corresponde a 560 ppm de DQO (DQO = COTx4): el
valor ligeramente supera el límite de descarga de aguas residuales sin tratamiento (es decir, DQO igual a 500 ppm)
y por consiguiente se obtiene una reducción significativa en los costes del tratamiento y costes de la eliminación del 30
agua, se debería eliminar. Alternativamente, como se especificó anteriormente, dicho agua se puede usar como 
agua de proceso dentro del proceso objetivo de la presente invención (por ejemplo, como agua de lavado o dilución).

Se determinó el contenido de azúcares, furfural y 5-hidroximetilfurfural, operando como se describe en el Ejemplo 1.
El COT se determinó operando como se describió anteriormente.

Ejemplo 735

Preparación de inóculo con retenido (Rhodotorula graminis)

El retenido obtenido como se describe en el Ejemplo 6 se usó para la preparación de un inóculo (es decir, el primer
caldo de fermentación).

Para este propósito, se introdujeron 100 ml de retenido en un matraz de 500 ml, equipado con agitación, al cual
posteriormente se añadieron 10 g/l de extracto de levadura y 10 g/l de peptona: el pH de la mezcla obtenida se 40
mantuvo a 5,85 mediante la adición de una pocas gotas de hidróxido de potasio (KOH) 2,5 M. La mezcla obtenida se 
esterilizó mediante filtración sobre filtros de 0,2 µm Millipore Stericap® Plus.

La mezcla esterilizada se inoculó con células de Rhodotorula graminis DBVPG 4620 que se dejaron crecer, durante
24 horas, a 30 ºC, bajo agitación (200 rpm), obteniendo un primer caldo de fermentación que tenía una
concentración de biomasa celular oleaginosa igual a 8,21 g/l (peso seco).45
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Ejemplo 8

Fermentación de Rhodotorula graminis (modo por lotes alimentados) usando el inóculo preparado con el retenido

El ensayo de fermentación con células de Rhodotorula graminis DBVPG 4620 se llevó a cabo en modo por lotes
alimentados en un fermentador de 20 litros, que operaba bajo las siguientes condiciones:

- 2,6 l de hidrolizado lignocelulósico (es decir, la primera fase acuosa) descrito en el Ejemplo 1,5
adecuadamente diluido con agua para tener una concentración inicial de azúcar igual a 100 g/l;

- 1,0 g/l de extracto de levadura;

- 2,5 g/l de sólido de maíz macerado;

- 2,5 g/l de (NH4)2SO4;

- 1 g/l de KH2PO;10

- 0,05 g/l de MgSO4·7 H2O;

- 0,01 g/l de NaCl;

- 0,01 g/l de CaCl2·2 H2O;

- aire suministrado: flujo igual a 1 l/min;

- pH de funcionamiento igual a 6, mantenido mediante la adición, cuando es necesario, de unas pocas gotas15
de una solución de hidróxido de potasio (KOH) 5 M y ácido fosfórico (H3PO4) al 10 % (v/v);

- agitación igual a 600 rpm a 900 rpm, modulada con el flujo de aire para mantener la concentración de
oxígeno disuelto (OD) por encima del 30 %;

- volumen inicial: 6 litros;

- inóculo de Rhodotorula graminis DBVPG 4620 (es decir, el primer caldo de fermentación) obtenido como se20
describe en el Ejemplo 6, diluido al 10 % (v/v) con el medio de cultivo usado para la fermentación, para
comenzar la fermentación con una concentración de biomasa celular oleaginosa igual a 1,4 g/l (peso seco).

La fermentación se llevó a cabo por lotes durante las primeras 24 horas obteniendo un caldo de fermentación que
tenía una concentración de biomasa celular oleaginosa igual a 12,07 g/l (peso seco) y una concentración residual de 
azúcares igual a 23,5 g/l.25

Posteriormente se realizaron adiciones al caldo de fermentación, operando en modo por lotes alimentados del
hidrolizado obtenido como se describe en el Ejemplo 1, adecuadamente diluido con agua para tener una 
concentración total de azúcares igual a 199,71 g/l: en particular, se realizaron tres adiciones, dos de 1 litro cada una
después de 24 horas y después de 34 horas de fermentación respectivamente, y una de 4 litros después de 44
horas de fermentación.30

Al final de la fermentación, después de 144 horas, se obtuvo un segundo caldo de fermentación, que tenía una
concentración de biomasa celular oleaginosa igual a 57,14 g/l (peso seco) y un contenido de lípidos totales igual a
54 % en peso con respecto al peso seco de dicha biomasa celular oleaginosa.

Dicho segundo caldo de fermentación se sometió a separación por medio de centrifugación a 7.000 rpm, durante 20 
minutos obteniendo 2,3 kg de biomasa celular oleaginosa [686 g (peso seco) – concentración igual a 30 % en peso 35
con respecto a la cantidad total de biomasa celular oleaginosa obtenida] que tenían un contenido de lípidos totales 
igual a 54 % en peso con respecto al peso seco de dicha biomasa celular oleaginosa y 9,7 l de agua de
fermentación agotada (es decir, la segunda fase acuosa) que tenían un contenido de azúcares no metalizados igual
a 15,15 g/l.

El contenido de lípido total se determinó usando el kit “sulfo-fosfo vanillina para lípidos totales”, que opera como se40
describió anteriormente. El contenido de azúcar se determinó operando como se describe en el Ejemplo 1.

Se alcanzó un rendimiento de biomasa celular oleaginosa con respecto al sustrato consumido (Yx/s = g de biomasa
obtenida por g de sustrato consumido) igual a 0,48 g/g, y un rendimiento de lípidos con respecto al sustrato
consumido (YL/S = g de lípidos obtenidos por g de sustrato consumido) igual a 0,26 g/g.

Si no se usaba el retenido obtenido como se describe en el Ejemplo 6, los rendimientos de fermentación reales,45
considerando los azúcares totales, serían Yx/s 0,43 g/g y YL/S 0,23 g/g.
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Ejemplo 9

Recuperación de lípidos por medio de lisis celular (tratamiento térmico)

Para este propósito, al final de la fermentación, 1.180 ml del segundo caldo de fermentación obtenido como se
describe en el Ejemplo 8, que tenían una concentración de biomasa celular oleaginosa igual a 57,14 g/l (peso seco),
se sometieron a centrifugación a 7.000 rpm, durante 20 minutos, obteniendo 200 ml de una suspensión acuosa de 5
biomasa celular oleaginosa que tenía una concentración de biomasa celular oleaginosa igual a 336 g/l (peso seco) y
980 ml de agua de fermentación agotada (es decir, la segunda fase acuosa).

Los 200 ml de dicha suspensión acuosa se introdujeron en un autoclave de 0,5 l (reactor con agitación Parr modelo
PA 4575 A) que se llevó a una temperatura de 140 ºC, una presión autógena de 0,49 MPa (4,9 bar), con una
agitación de 450 rpm, y se mantuvieron bajo estas condiciones durante 2 horas. Después de este periodo, la 10
biomasa celular oleaginosa agotada se descargó y se mandó al proceso de extracción (Ejemplo 12).

Ejemplo 10

Recuperación de lípidos por medio de lisis celular (tratamiento mecánico)

Para este propósito, al final de la fermentación, 6 l del segundo caldo de fermentación obtenido como se describe en
el Ejemplo 8, que tenían una concentración de biomasa celular oleaginosa igual a 57,14 g/l (peso seco), se 15
sometieron a centrifugación a 7.000 rpm, durante 20 minutos, obteniendo 1 l de una suspensión acuosa de biomasa 
celular oleaginosa que tenía una concentración de biomasa celular oleaginosa igual a 336 g/l (peso seco) y 5 l de 
agua de fermentación agotada (es decir, la segunda fase acuosa).

El 1 l de dicha suspensión acuosa se bombardeó dentro de un homogeneizador (Mod. NS3006L de Gea NiroSoavi)
a una presión de homogenización de 150 MPa (1.500 bar), a temperatura ambiente y a un caudal de 20
aproximadamente 15 l/h.

Al final del tratamiento, la biomasa celular oleaginosa agotada se descargó y se mandó al proceso de extracción 
(Ejemplo 12).

Ejemplo 11

Recuperación de lípidos por medio de lisis celular (tratamiento por microondas)25

Para este propósito, al final de la fermentación, 1.180 ml del segundo caldo de fermentación obtenido como se
describe en el Ejemplo 8, que tenían una concentración de biomasa celular oleaginosa igual a 57,14 g/l (peso seco),
se sometieron a centrifugación a 7.000 rpm, durante 20 minutos, obteniendo 200 ml de una suspensión acuosa de
biomasa celular oleaginosa que tenía una concentración de biomasa celular oleaginosa igual a 336 g/l (peso seco) y 
980 ml de agua de fermentación agotada (es decir, la segunda fase acuosa).30

Los 200 ml de dicha suspensión acuosa se introdujeron en un matraz de vidrio de 300 ml equipado con un enfriador
y un ancla magnética y se llevaron a una temperatura de 100 ºC por medio de un dispositivo microondas (Mod.
“MicroSYNTH” de Milestone). La temperatura se mantuvo constante durante 20 minutos a presión atmosférica.

Al final del tratamiento, la biomasa celular oleaginosa agotada se descargó y se mandó al proceso de extracción 
(Ejemplo 12).35

Ejemplo 12

Extracción por disolvente

Para recuperar los lípidos contenidos en la biomasa celular oleaginosa obtenida después de los tratamientos 
descritos en los Ejemplos 9, 10 y 11, se llevaron a cabo diversos ensayos de extracción, usando diferentes tipos de
disolventes o mezclas de los mismos.40

Para este propósito, 200 ml de la suspensión acuosa de biomasa celular oleaginosa agotada, obtenida como se
describe en el Ejemplo 9, Ejemplo 10 o Ejemplo 11, se usaron en los diversos ensayos.

Dicha suspensión acuosa se sometió a dos ciclos de extracción, de 2 horas cada uno, al punto de ebullición del 
disolvente o de la mezcla de disolventes usada, en un extractor de reflujo, en presencia de un volumen de disolvente 
o de mezcla de disolventes igual a dos veces el volumen de dicha suspensión acuosa.45

Los lípidos se obtuvieron después de separar la fase orgánica que contenía el disolvente y los lípidos de dicha
suspensión acuosa que contenía la biomasa celular oleaginosa agotada, y de someter dicha fase orgánica a
destilación del disolvente, que se recicla para la extracción.

Los disolventes y las mezclas de disolventes usados, los tratamientos a los que se sometió la biomasa celular 
oleaginosa (Ejemplos 9 a 11 – lisis celular), las temperaturas de extracción y los rendimientos de extracción, se 50
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indican en la Tabla 2.

Tabla 2

Tratamiento Condiciones de tratamiento Disolvente de extracción Temperatura de 
extracción

Rendimiento de 
extracción* (%)

Térmico autoclave 140 ºC, 2 horas hexano/iso-propanol (3:2; 
v/v)

60 ºC 98 %

Térmico autoclave 140 ºC, 2 horas acetato de etilo 72 ºC 95 %

Térmico autoclave 140 ºC, 2 horas iso-octano 82 ºC 74 %

Térmico autoclave 140 ºC, 2 horas xileno 93 ºC 87 %

Térmico autoclave 140 ºC, 2 horas etil terc-butil éter 68 ºC 83 %

Térmico autoclave 140 ºC, 2 horas metil iso-butil cetona 90 ºC 97 %

Térmico autoclave 140 ºC, 2 horas iso-octano + 10 % de 
etanol

70 ºC 82 %

Mecánico homogeneizador, 150 MPa 
(1.500 bar), 15 l/h

acetato de etilo 72 ºC 71 %

Microondas reactor por microondas, 100 
ºC, 20 min

acetato de etilo 72 ºC 80 %

* se indica el rendimiento de extracción (%), de lípidos obtenidos a partir de la extracción, con respecto a la cantidad 
total de lípidos presentes en la biomasa celular oleaginosa (seca) obtenida después de la fermentación determinada
usando el kit “sulfo-fosfo vanillina para lípidos totales”, que opera como se describió anteriormente.5
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para la producción de lípidos a partir de biomasa que incluye al menos un polisacárido, que 
comprende:

- someter dicha biomasa que incluye al menos un polisacárido a hidrólisis obteniendo una mezcla que
comprende una primera fase sólida y una primera fase acuosa;5

- preparar un inóculo que comprende al menos un microorganismo oleaginoso en un primer dispositivo de 
fermentación obteniendo un primer caldo de fermentación;

- suministrar dicha primera fase acuosa y dicho primer caldo de fermentación a un segundo dispositivo de 
fermentación obteniendo un segundo caldo de fermentación;

- someter dicho segundo caldo de fermentación a separación obteniendo una suspensión acuosa de biomasa10
celular oleaginosa que comprende lípidos y una segunda fase acuosa;

- someter dicha segunda fase acuosa a osmosis inversa obteniendo un permeado y un retenido;

- suministrar dicho retenido a dicho primer dispositivo de fermentación o a dicho segundo dispositivo de 
fermentación.

2. El proceso según la reivindicación 1, en donde dicho polisacárido se selecciona de celulosa, hemicelulosa o15
mezclas de las mismas.

3. El proceso según la reivindicación 1 o 2, en donde dicha biomasa que incluye al menos un polisacárido es una 
biomasa lignocelulósica.

4. El proceso según cualquiera de las anteriores reivindicaciones, en donde dicha biomasa que incluye al menos un 
polisacárido se somete a un proceso de molienda preliminar antes de ser sometida a dicha hidrólisis.20

5. El proceso según cualquiera de las anteriores reivindicaciones, en donde dicha primera fase acuosa comprende:

- una cantidad de glucosa mayor que o igual a 100 g/l hasta el límite de solubilidad de la glucosa en dicha 
primera fase acuosa;

- de 0 g/l a 200 g/l de xilosa;

- de 0 g/l a 20 g/l de arabinosa;25

- de 0 g/l a 20 g/l de manosa;

- de 0 g/l a 10 g/l de galactosa;

- de 0 g/l a 8 g/l de ácido acético;

- de 0 g/l a 0,7 g/l de furfural;

- de 0 g/l a 2,5 g/l de 5-hidroximetilfurfural.30

6. El proceso según cualquiera de las anteriores reivindicaciones, en donde dicho retenido es una solución acuosa
que comprende una cantidad de azúcares mayor que o igual a 40 g/l.

7. El proceso según cualquiera de las anteriores reivindicaciones, en donde, en dicho primer dispositivo de 
fermentación, la fermentación se lleva a cabo a una temperatura que oscila de 20 ºC a 40 ºC, durante un tiempo que 
oscila de 10 horas a 36 horas, a un pH que oscila de 4,5 a 7.35

8. El proceso según cualquiera de las anteriores reivindicaciones, en donde, en dicho segundo dispositivo de
fermentación, la fermentación se lleva a cabo a una temperatura que oscila de 20 ºC a 40 ºC, durante un tiempo que
oscila de 2 días a 10 días, a un pH que oscila de 4,5 a 7.

9. El proceso según cualquiera de las anteriores reivindicaciones, en donde dicho microorganismo oleaginoso se 
selecciona de: Rhodotorula glutinis, Rhodotorula gracilis, Rhodotorula graminis, Lypomyces starkeyi, Lypomyces40
lipofer, Trigonopsis variabilis, Candida kefyr, Candida curvata, Candida lipolytica, Torulopsis sp., Pichia stipitis, 
Trichosporon cacaoliposimilis, Rhodosporidium sp., Cryptococcus curvatus.

10. El proceso según cualquiera de las anteriores reivindicaciones, en donde la fermentación en dicho segundo 
dispositivo de fermentación se lleva a cabo en una o más etapas en lote, es decir, como una “fermentación por lotes
alimentados”, en modo semicontinuo o en modo continuo.45
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11. El proceso según cualquiera de las anteriores reivindicaciones, en donde dicha osmosis inversa se lleva a cabo
en presencia de al menos una membrana polimérica seleccionada de membranas que comprenden poliamidas,
poliimidas, polisulfonas, polietersulfonas.

12. El proceso según la reivindicación 11, en donde dicha membrana polimérica tiene una temperatura de 
funcionamiento máxima que oscila de 15 ºC a 90 ºC, una presión de funcionamiento máxima que oscila de 0,5 MPa5
a 8 MPa (5 bar a 80 bar), un corte de peso molecular nominal (MWCO) que oscila de 30 daltons a 200 daltons, un 
pH de funcionamiento máximo que oscila de 1 a 13.

13. El proceso según cualquiera de las anteriores reivindicaciones, en donde dicha osmosis inversa se lleva a cabo
a una temperatura que oscila de 5 ºC a 90 ºC.

14. El proceso según cualquiera de las anteriores reivindicaciones, en donde dicha osmosis inversa se lleva a cabo 10
aplicando una presión en el lado de alimentación, es decir, lado retenido, que oscila de 0,5 MPa a 8 MPa (5 bar a 80 bar).

15. El proceso según cualquiera de las anteriores reivindicaciones, en donde dicha osmosis inversa se lleva a cabo 
operando a un caudal específico (kg de permeado por metro cuadrado de superficie de la membrana de osmosis
inversa por hora) que oscila de 5 kg/(m2 x h) a 80 kg/(m2 x h).

16. El proceso según cualquiera de las anteriores reivindicaciones, en donde, antes de ser sometida a osmosis 15
inversa, dicha segunda fase acuosa, se somete a microfiltración o ultrafiltración.

17. El proceso según cualquiera de las anteriores reivindicaciones, en donde dicho proceso comprende añadir licor 
de maíz macerado o sólido de maíz macerado a dicho segundo dispositivo de fermentación en una cantidad que
oscila de 2 g/l a 20 g/l.

20
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