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Introduccion

EL CARBONO Y SU CICLO BIOGEOQUIMICO

Las moléculas componentes de los seres vivos estdn basadas en el carbono,
elemento sélido no metdlico formado en el nucleo de las estrellas hace millones de
afos (Castelvecchi, 2009). A pesar de formar parte de una inmensa variedad de
compuestos, el carbono es un elemento mas bien escaso en la corteza terrestre,
estimandose que representa tan solo el 0,1% de la misma, encontrandose en su mayor
parte en forma de carbonato calcico (creta, caliza y marmol) y magnésico (dolomitas)
(Losada et al., 1998).

El C puede formar parte de diferentes reservorios o componentes, entre los
gue fluye, constituyendo el llamado ciclo del C (Figura 1), de caracter complejo y con
gran importancia dentro del sistema Tierra. Entre los reservorios existen dos tipos de
movimientos, uno de caracter lento, con un tiempo de residencia alto (ciclo
geoquimico) y otro con un tiempo de residencia menor (ciclo bioldgico)
(http://earthobservatory.nasa.gov/). La permanencia en cada reservorio oscila de dias
a milenios.

El ciclo geoquimico tiene tres componentes principales: litosfera, hidrosfera y
atmdsfera. Se estima que mas de 7,5-10’Pg de C (1Pg=10""g) se encuentran dentro de
alguno de estos reservorios, mientras que en el ciclo biolégico (biosfera) se encuentran
implicados sélo unos 2-3-10°Pg de C (Dhillon y Wuehlisch, 2013).

En la atmodsfera se encuentra aproximadamente 750-800Pg de C. Casi la
totalidad corresponde a CO,, existiendo pequefias trazas de CO, CH; y otros
compuestos hidrocarbonados distintos del metano (Siegenthaler et al., 2005). La
cantidad total de C en los océanos es de aproximadamente 3,8-104Pg, esto es, unas 50
veces mayor que en la atmadsfera (Houghton, 2007). El océano puede actuar asi mismo
como sumidero de C. En la superficie oceanica, el CO, atmosférico se disuelve en agua
acidificandola (Sarmiento et al., 2010). Por otro lado, en la atmdsfera, el CO, reacciona
con el vapor de H,0 formando un acido débil, el acido carbdnico, que vehiculizado por
la lluvia, disuelve las rocas, liberando Ca, Mg, Ky Na. Los rios y torrentes se encargan
de transportar estos iones a los océanos. El Ca?* reacciona con el bicarbonato
formando sales, CaCOs;, esenciales para organismos como corales, cocolitoforos, o para
la formacién de conchas y caparazones (Castanier et al., 1999). Una vez muerto el
organismo, las estructuras carbonatadas pasan a formar parte del sedimento marino,
cimentandose y transformandose en rocas, tipo arcillas. Aproximadamente el 80% de
las rocas que contienen carbono se forman asi, mientras que en el 20% restante el C se
embebe en capas de barro y limo, formando esquistos (Craig et al., 2013). Las rocas
carbonatadas sedimentarias constituyen el mayor reservorio de C, estimandose que
pueden existir mas de 6:10’Pg de C asi almacenados (Dhillon y Wuehlisch, 2013). En
algunos casos especiales, bajo las condiciones idéneas de presion y temperatura, el
carbono orgdnico puede convertirse en carbdn, petrdleo o gas natural (Gao, 2013). Se

21



Rafael Garcia Cubero

estima que la cantidad de C contenido en combustibles fésiles oscila entre 4-10* y
5-10°Pg (Falkowski et al., 2000). Ademds, a esta cantidad hay que sumarle la del C
sedimentario contenido en querdgenos (pizarras bituminosas), unos 1,5-10’Pg (Dhillon
y Wuehlisch, 2013). El C vuelve a la atmdsfera a través de las erupciones volcanicas
que arrojan a la atmdsfera entre 0,13 y 0,38Pg de CO, al afio, una centésima parte de
las emitidas por las actividades antropogénicas (http://science.energy.gov/ber/).

El C entra en el ciclo biolégico a través de la fotosintesis realizada por
organismos fotoautétrofos. La mayor parte del C se encuentra en los ecosistemas
terrestres, formando parte de materia orgdnica no viva como restos lefiosos, turba o
detritos (unos 1580Pg de C). Los vegetales contienen 610Pg de C, mientras que el C
que forma parte de heterdtrofos puede considerarse insignificante. El C es devuelto a
la atmdsfera mediante la respiracidn. La biota marina, aunque contiene poca cantidad
de carbono (3Pg de C), juega un papel fundamental en el ciclo, ya que actia como
bomba bioldgica recirculando el CO, de la superficie oceanica (Dhillon y Wuehlisch,
2013).

Este equilibrio entre hidrosfera, litosfera, biosfera y atmdsfera se ha mantenido
durante millones de afios, haciendo que no todo el C se encuentre almacenado
exclusivamente en la atmédsfera (como el caso de Venus) o en la litosfera
(http://earthobservatory.nasa.gov).

COz

Atmosphere Carbon Cycle

Figura 1. Ciclo biogeoquimico del C (http://www.esrl.noaa.gov/)
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Introduccion

EL EFECTO INVERNADERO

A las capas altas de la atmodsfera terrestre llegan constantemente unos 1350
kW m™ de radiaciones energéticas provenientes del Sol. Gran parte de esta energia no
alcanza la superficie terrestre, sino que es devuelta al espacio exterior o absorbida
selectivamente por gases como el ozono (UV), vapor de agua o CO, (infrarrojo) en su
transito vertical por la atmdsfera. De la energia que alcanza la superficie, el 42% se
consume en la evaporacion del agua, el 9% en el calentamiento de la atmdsfera y el
resto, un 49%, se pierde por irradiacion caldrica (De la Rosa et al., 1990).

Parte de la irradiancia que llega a la superficie de la Tierra y que se reemite
durante la noche, queda retenida por el vapor de H,O y el CO, de la atmdsfera,
evitandose asi un enfriamiento rdpido y excesivo de la superficie, permitiendo
mantener la temperatura media de la tierra a 152C en vez de a -182C, como ocurriria si
no se diese este fenémeno (Dow y Dowing, 2006), generando las condiciones que han
permitido la vida en la Tierra (Figura 2).

S6lo 1 kW m™ de toda la radiacion solar incide sobre la superficie terrestre.

Reflected radiation

by atmosphers
Infrared
radiation
reemitted
back to earth

W= c:ﬂ:ﬁ':.'i:l"l"aai..'-ltm_
s by garth surface 5 &

Infrarc:d-"_;
radiation™"
emitted by

earth = arees -
¥ : TN ﬂﬁﬂm;&um

Figura 2. El efecto invernadero. Parte de la radiacion que llega a la superficie terrestre es reflejada al
espacio exterior por las capas altas de la atmésfera, el albedo de nubes y glaciares. Parte de la
energia solar que llega a la superficie de la Tierra y se emite en forma de calor, se retiene por la
atmosfera debido a los GEI, devolviéndose de nuevo a la superficie terrestre (www.ucar.edu).

EL ANTROPOCENO: CALENTAMIENTO GLOBAL Y CAMBIO CLIMATICO

Algunos autores se han referido como “antropoceno” a la reciente época
geoldgica en la que el hombre tiene una accidn directa sobre los ciclos biogeoquimicos
del planeta (Ellis et al., 2013). Desde que, hace aproximadamente 250 afios, se iniciara
la revolucidn industrial, la actividad humana ha provocado una ingente liberacion de
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gases de efecto invernadero (GEl), que ha contribuido al incremento en la
concentracion de estos gases en la atmésfera (Dow y Dowing, 2006) (Figura 3), siendo
para el caso del CO, de 280 ppm a 380 ppm, e incrementandose la temperatura global
del planeta en 0,6+0,22C (IPCC, 2007) durante el ultimo siglo. Algunos autores han
propuesto valores superiores para este incremento térmico, de 0,742C (Pandey et al.,
2011) o 0,99C (Nema et al., 2012). En concreto la quema de combustibles fésiles para
transporte, la produccion de energia y la actividad industrial, el uso de
clorofluorocarbonos, hidrofluorocarbonos, perfluorocarbonos (en general, CFCs) y
fluoruros de azufre (SFx), el metano proveniente de ganaderia intensiva, los cambios
de uso de la tierra y la deforestacién, asi como la aviacién son algunas de las
actividades humanas que tienen relacién directa con la emisién de GEl (Nema et al.,
2012). Los principales GEl antropogénicos son: CO,, CO, CH4, NO,, SO,, CFCs, SF, y el Os
troposférico (IPCC, 2007). El tiempo de residencia de cada uno de ellos depende de sus
caracteristicas quimicas. Asi, el CO, tiene un tiempo de residencia de entre 5 y 200
afos, el NO, de hasta 114 afos, CH, de 12 afios, y CFCs hasta 85 afios (Dow y Dowing,
2006).

Como se observa en la Figura 3, el CO, es el GEI que mas contribuye al
calentamiento de la atmdsfera y el que mas ha incrementado su proporcidn. La tasa de
incremento se estima en 1,7 ppm afio’. De ahi el interés y necesidad de desarrollar
estrategias para su mitigacion (Lal, 2008).

Figura 3. Incremento de la concentracion de
los principales GEl en la atmdsfera durante
los ultimos 1000 afios. “Radiative forcing”
(forzamiento radiativo) hace referencia al
balance neto entre la radiacidn solar recibida
y la radiacion terrestre reemitida al espacio
exterior. Cuanto mayor sea su valor, mayor
serd el incremento de energia (temperatura)
del sistema (IPCC 2007).
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Figura 4. Evolucion de las emisiones de CO, (Gt aﬁo‘l) segun sectores en los ultimos 35afios. Yla
deforestacion incluye la quema de madera. 2 se incluye la industria cementera, el uso no
energético de combustibles y la produccidon de lubricantes y aceites industriales. ¥ Incluida
aviacion v transporte maritimo (IPCC 2007)

Durante los ultimos 35 afios, las emisiones de didxido de carbono a la
atmasfera se han visto incrementadas debido a diferentes actividades humanas (Figura
4). Entre éstas, las mas contaminantes proceden de la generacion de energia,
industrias (especialmente la cementera) y el transporte (DOE, 1999; Barker et al.,
2009; Volkart et al., 2013). En el afio 2011 se alcanzé el record de emisiones, con 36,1
Gt de CO, afio?, siendo China, USA, UE e India los principales emisores
(http://edgar.jrc.ec.europa.eu/, 2013; www.iea.org, 2013).

El Panel Intergubernamental para el Cambio Climatico (IPCC) (IPCC, 2007)
pronostica que, con el actual ritmo de emisiones de GEl, el escenario global se vera
seriamente afectado durante el siglo XXI. Los prondsticos se engloban en diferentes
escenarios, denominados SRES (Special Report Emissions Scenarios) dependientes del
ritmo de emisiones antropogénicas, que también recogen los nuevos desarrollos
tecnolégicos y de fuentes de energia no emisoras de GEl, crecimiento demografico de
la poblacion, otros aspectos socio-econdmicos asociados al desarrollo humano vy
politicas climaticas. Cada SRES se agrupa en cuatro familias: A1, A2, B1y B2 (Figura 5).

e Al asume un crecimiento econdmico rapido, con un pico de crecimiento
demografico a mitad de siglo XXI, acompaifiado con un desarrollo de nuevas
tecnologias mas eficientes. A su vez, esta familia se subdivide en:

0 Un escenario con un uso intensivo de combustibles fdsiles A1FI
0 Uso de fuentes energéticas no fdsiles A1T
0 Un equilibrio entre los escenarios anteriores, A1B

e B1 describe un mundo convergente con una poblacién global similar a Al pero
con unas estructuras econdémicas basadas en el sector servicios y la
informacién.
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Figura 5. Prediccion de emisiones globales de GEI (CO,, CH;, NO,, compuestos fluorados)
segun los diferentes escenarios futuros planteados por el IPCC asi como posteriores estudios
(post-SRES) (IPCC 2007).

e B2 representa un mundo con un crecimiento demografico y econdmico
intermedio, enfatizando soluciones locales hacia una sostenibilidad econdmica,
social y medioambiental.

e A2 describe un escenario con un mundo heterogéneo, con un crecimiento
demografico muy alto, bajo desarrollo econdmico y tecnolégico.

Efectos y consecuencias del cambio climatico

Aunque aun existe cierto escepticismo en la sociedad acerca del cambio
climatico y sus consecuencias, si hay un consenso casi generalizado dentro de la
comunidad cientifica (Oreskes, 2004). Para evaluar el impacto del CO, generado por la
actividad humana se ha introducido el término “huella de carbono”. Este concepto
define la superficie terrestre necesaria para asimilar todo el CO, de origen
antropogénico producido durante una generacién. Se puede considerar por tanto
como indicador del potencial de cambio climatico que tienen las actividades humanas.
Esta definicién ha sido ampliada en los ultimos afios a todos los GEI (Pandey et al.,
2011).

Independientemente del SRES al que se concurra, se prevé un aumento de la
temperatura media global desde 0,39C (B1) hasta 6,42C (A1Fl) durante el siglo XXI
(IPCC, 2007). Este incremento de la temperatura se asociara a un cambio drastico en el
régimen climatico. Se vaticina grandes impactos ecoldgicos, como el incremento del
nivel del mar debido al deshielo de glaciares y zonas articas y antarticas (Stroeve et al.,
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2007; Hasan et al.,, 2013), que conllevaria la modificacién de las lineas costeras,
desaparicion de islas y el desplazamiento forzado de comunidades humanas a zonas
mas altas (Barbi y da Costa Ferreira, 2013; Detraz y Windsor, 2013). Estos eventos
migratorios acarrearian pérdidas econdémicas y sociales (Duarte, 2009). El ciclo del
agua se veria afectado, cambiando el régimen de precipitaciones. Serian muy comunes
episodios de sequias y lluvias torrenciales, asi como una erosion drastica de grandes
zonas del planeta (Shen et al.,, 2008; Bangash et al., 2013). Se producirian eventos
extremos como huracanes y tornados. Debido a la modificacion de los regimenes
pluviométricos, la disponibilidad de agua potable se mermaria, afectando de manera
importante a la agricultura y a la alimentaciéon humana (Dono et al., 2013; Smith y
Gregory, 2013). Asi mismo, se prevén olas de calor (Dunne et al., 2013) y la aparicion
de nuevas enfermedades o el desplazamiento de enfermedades subtropicales a zonas
templadas (Sorci et al.,, 2013). Los ciclos biogeoquimicos sufririan alteraciones,
especialmente los del N y el P (Erisman et al., 2013; Ozaki y Tajika, 2013; Voss et al.,
2013). Por ultimo el cambio climatico acarrearia una acidificaciéon de los océanos,
implicando una pérdida de biodiversidad marina (Orr et al., 2005), y en ecosistemas
terrestres (Ponce-Reyes et al., 2013).

Estrategias frente al cambio climdtico

Ante la alarma generada frente a la amenaza del cambio climatico, la ONU,
mediante el Programa de Convencién para el Cambio Climatico
(http://unfccc.int/2860.php) ha venido desarrollando conferencias y cumbres con el
objetivo de alcanzar acuerdos y medidas para paliar sus efectos. De las cumbres que
desde finales del siglo XX se han desarrollado, cabe destacar la cumbre de Rio de
Janeiro (1992), Kyoto (1997), Bali (2007), Copenhague (2009), Durban (2011) y Bonn
(2013). El protocolo de Kyoto, ratificado por la gran mayoria de paises desarrollados
exceptuando USA y China, se comprometia a “potenciar la investigacién, promover,
desarrollar y aumentar el uso de formas nuevas y renovables de energia, tecnologias
de secuestro de CO, y tecnologias ecoldgicamente racionales”. Sin embargo, un
acuerdo tan ambicioso no se ha visto cumplido por los paises firmantes (Anthoff y
Hahn, 2010; Wang y Chen, 2013). En las cumbres posteriores se han intentado alcanzar
acuerdos de minimos, poniendo en boga el concepto de Gobernanza del Cambio
Climatico (Dirix et al., 2013) y creando mercados de emisiones de carbono (Bihrs,
2010; Koop y Tole, 2013) como mecanismos de control de las mismas. Se trata de un
tema complejo, que abarca medidas politicas, econdmicas, sociales vy
medioambientales, encaminadas todas a una sociedad basada en un desarrollo
sostenible (Kuhlman y Farrington, 2010; Dylan, 2012). Algunas organizaciones abogan
por un control de la poblacién como medida de mitigacion del calentamiento global
(Nema et al., 2012).
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En el protocolo de Kyoto se establecido el compromiso de reducir la emision
global de GEI al 5% con respecto al nivel de emisiones de 1990 entre los afios 2008 y
2012 (Singh y Ahluwalia, 2012), aunque recientemente, en la cumbre de Doha (2012),
se ha extendido este periodo hasta el 2020 (Pérez de las Heras, 2013) . Sin embargo,
las emisiones han continuado aumentado, llegando a valores historicos de 400ppm de
CO, en 2013 (http://www.nature.com/news/global-carbon-dioxide-levels-near-
worrisome-milestone-1.12900). Ante esta perspectiva, se hace necesario mitigar las
emisiones de GEI, mediante las tres estrategias planteadas inicialmente (Lal, 2008):

e La disminucion del consumo energético global

e Eldesarrollo de combustibles sin o con bajas emisiones de C

e La descarbonizacion de gases de escape y secuestro de CO, desde las fuentes
emisoras o de la atmésfera

MITIGACION DEL CO:

El secuestro de CO, viene determinado por la implantacidon de procesos para la
captura, transporte y almacenaje del mismo, CCS (del inglés “Carbon Capture &
Storage”)

Técnicas para la captura de CO;

Previo al almacenaje y virtual aprovechamiento del CO, (valorizacién), debe
existir un proceso que capture las emisiones desde la fuente directa de produccién
(centrales térmicas, cementeras...). Se trata tanto de tecnologias fisico-quimicas como
bioldgicas encaminadas a la captacién y concentracién de CO, generado por una
fuente de combustible primario (carbdn, petrdleo, gas natural) o por biomasa. Cabe
destacar que este proceso de captura no es viable en fuentes difusas de emisién, como
puede ser el trafico rodado o aéreo. Las tecnologias bioldgicas se explicaran en
apartados sucesivos, tratandose en este apartado las tecnologias fisico-quimicas. Las
técnicas se dividen en tres grandes grupos (Figura 6) (Volkart et al., 2013):

¢ Precombustion: El combustible primario se transforma primero en gas
mediante su calentamiento con vapor y aire u oxigeno produciendo una mezcla
gue contiene, principalmente, monodxido de carbono e hidrégeno. El mondxido
de carbono reacciona con el vapor, en un segundo reactor, produciendo CO; e
hidrogeno adicional que pueden separarse, mediante técnicas de absorcion
fisica o quimica, en un flujo de CO, y un flujo de hidrogeno, que puede
utilizarse para generar energia eléctrica y/o calor.

e Postcombustion: Se separa el CO, de los demas gases tras la quema del
combustible primario en presencia de aire, mediante el empleo de sorbentes
solidos, separacion por membranas, criogenia, liquidos idnicos o absorcidn
guimica procurando una solucién acuosa de aminas primarias, secundarias o
terciarias.
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e Oxicombustion: Se realiza la combustidon de los combustibles fésiles en una
atmoésfera rica en oxigeno. De esta manera, la corriente de salida es
practicamente pura en CO,, sin la aparicion de compuestos nitrogenados al no
usar una corriente de aire en la combustion. No obstante, la separacion previa
del oxigeno requiere un gran coste energético.

Figura 6. Sistemas de captura de CO, (Fuente: IPCC Special Report 2005)

Algunos proyectos y plantas para la captura de CO, ya estan en pleno
funcionamiento como Elcogas (Vega, 2010), Vattenfall, FutureGen, ZeroGen, E-oN
(Stigson et al., 2012).

Técnicas para el transporte de CO;

El CO, capturado debe ser transportado al lugar donde se realice su almacenaje
o reutilizacién. Hasta la fecha, los sistemas ensayados son tres: camiones/vagones
cisterna, buques petroleros y gaseoductos (Aursand et al., 2013). Los primeros,
utilizados para el transporte de pequefias cantidades de CO,, a una temperatura de -
20°C y 20 atmdsferas de presidon, son econdmicamente poco viables. Los buques
petroleros no requieren del desarrollo de nuevas tecnologias ya que el CO; licuado
posee las mismas propiedades que los gases licuados de petrdleo. Para el uso de
gaseoductos se operaria de igual manera que con los oleoductos, comprimiendo el CO,
a altas presiones (78atm) hasta alcanzar el estado supercritico (Vega, 2010; Knoope et
al., 2013). Los CO,-ductos pueden discurrir a través de la superficie terrestre o por
fondos oceanicos. Su uso se justificaria para distancias menores de 1500km; para
distancias mayores, seria mas rentable el uso de buques (IPCC, 2005).
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Secuestro y almacenamiento de carbono

El objetivo de los procesos de secuestro y almacenamiento de carbono es
reequilibrar el balance global de las emisiones, desarrollando una estrategia
econémica basada en emisiones neutras de carbono. Este tipo de estrategias deberian
secuestrar la mayor parte de las emisiones antropogénicas de una manera segura,
estable y medioambientalmente aceptables. Existen diversas opciones tecnoldgicas
para el secuestro de carbono. La eleccidn de una o una combinacién de algunas de
ellas es un factor importante para proponer politicas energéticas para un futuro
crecimiento econdmico. Estas tecnologias pueden agruparse en dos amplias
categorias: métodos abidticos y biodticos (Lal, 2008).

Métodos abidticos

El secuestro abidtico se basa en reacciones fisico-quimicas y en técnicas
geoldgicas sin la intervencion de organismos vivos. Ha recibido gran atencion debido a
que las estructuras geoldgicas y oceanicas poseen mayor capacidad de secuestro que
cualquier método biético utilizado. Sin embargo, los aspectos técnicos y econdmicos
de este tipo de operacidn requieren una investigacién mas profunda (Houghton, 2007).
Auln son tecnologias especulativas, sin estudios detallados de sus consecuencias
medioambientales (Singh y Ahluwalia, 2012).

¢ Inyeccion oceanica: El CO, licuado se inyectaria a gran profundidad para
minimizar posibles fugas. La inyeccion a mas de 1000m de profundidad se
realizaria usando buques o CO,-ductos, o bien a través de plataformas
maritimas que lo harian a mas de 3000m. Se formaria un lago de didxido de
carbono mas denso que el resto de la columna de agua, inmiscible, y por
tanto mas estable. Se estima que la capacidad de este depdsito
sobrepasaria las reservas actuales de combustibles fésiles. No obstante, aun
no es seguro su viabilidad econdmica ni medioambiental ya que aun no
existen estudios que demuestren su estabilidad a largo plazo, ni cémo
afectaria a la acidez del agua, a la biota marina y al ciclo global de C
(Israelsson et al., 2010; Singh y Ahluwalia, 2012).

* Inyeccion geoldgica: Se considera como una opcidn con gran potencial. Los
estratos geoldgicos susceptibles a almacenar CO, licuado serian los
acuiferos salinos, capas de carbdn inexplotables y yacimientos de petréleo y
gas natural agotados. Independientemente del tipo de estrato usado, la
caracteristica prioritaria debe ser la impermeabilidad y la estanqueidad del
reservorio (Dhillon y Wuehlisch, 2013; Volkart et al., 2013). Ya existen casos
practicos de esta técnica en Noruega (campo de Sleipner) y USA/Canada
(Dakota del Norte/Weyburn) (Lal, 2008).

* Carbonatacion mineral: Se consigue mediante la transformacién quimica
natural del CO, con Oxidos metalicos, produciendo carbonatos estables
como CaCO3 o MgCQOs. Estas rocas carbonatadas son estables quedando el
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CO, secuestrado permanentemente. Es una reaccidon lenta, con un alto
consumo energético y por tanto, cara. Este proceso también puede darse
de forma natural en los suelos, en determinadas condiciones fisico-
quimicas, aunque a tasas muy bajas (Lal, 2008).

Métodos biodticos

El secuestro bidtico corresponde a tecnologias basadas en la utilizacion de

organismos y microorganismos fotosintéticos tanto terrestres como acudticos para la

mitigacién de carbono atmosférico (Lal, 2008).

Se estima que los vegetales terrestres podrian asimilar hasta 1,1 Pg de C afio™

mediante las siguientes practicas (Lal, 2001):

Gestion de los bosques: Las plantas lefiosas forman estructuras resistentes
como la lignina donde el C permanece almacenado durante un periodo largo de
tiempo. Existen dos aproximaciones: a) protegiendo los ecosistemas boscosos
que actualmente asimilan grandes cantidades de C, y/o b) gestionando bosques
para incrementar su productividad. Se calcula que con reforestaciones futuras,
los bosques podrian alcanzar tasas de fijacién de hasta 5,4 Pg de C afio™ hacia
el 2050 (Vanhala et al., 2013). Se postula que la productividad primaria de los
bosques alcanzaria su maximo con una concentracidon de CO, atmosférico de
800-1000ppm (Dhillon y Wuehlisch, 2013).

Gestion y uso mejorado de las tierras de cultivo/ganaderia. Actualmente la
agricultura y la ganaderia emiten entre 10-12% del total de GEl, principalmente
en forma de metano (fermentacidn de la materia orgdnica residual y ganaderia)
y N,O debido al exceso de fertilizantes (Chowdhury y Dick, 2013; Dhillon y
Wuehlisch, 2013). Por ello es necesario desarrollar nuevas técnicas agricolas y
ganaderas que reduzcan la dependencia actual de fertilizantes quimicos vy
sintéticos, asi como practicas mds sostenibles (Lal, 2013).

Gestion de los recursos edafoldgicos. Muy relacionado con el apartado
anterior. Consiste en incrementar la materia organica de los suelos, tanto
agricolas como humedales, bosques o zonas degradadas (Dinakaran y Rao,
2012). Con la humificacién, aumenta la calidad de los suelos, disminuye la
erosiéon y se fomenta la recirculacion del carbono hacia su ciclo bioldgico
(Chowdhury y Dick, 2013; Olson, 2013). Fertilizando el suelo mediante la
inyeccion de CO, a 0,5-1m de profundidad, el incremento de carbono organico
en el suelo aumentaria hasta tasas de 1000 kg de C ha™ afio™ con tiempos de
residencia de mas de 70 afios (Lal, 2008).

Respecto a los vegetales acuaticos, se estima que el 40% de las emisiones de

CO, de origen antropogénico emitidas hasta ahora se han fijado en forma de materia

organica en ecosistemas marinos por fitoplancton (Singh y Ahluwalia, 2012). Estos

31



Rafael Garcia Cubero

microorganismos se caracterizan por poseer una tasa de renovacién de biomasa muy
breve (dias). Parte de las particulas organicas se depositan en el fondo ocednico,
quedando secuestradas. La distribucién del fitoplancton y su productividad primaria
esta definida por la disponibilidad de luz y nutrientes (N, P e Fe principalmente) (Figura
7). Se ha propuesto la fertilizacion de los océanos con estos nutrientes ademas de CO,.
No obstante se desconoce las consecuencias que tendria la acidificaciéon de los
océanos debido al exceso de diéxido de carbono, y por tanto en el ciclo global del
carbono, asi como los efectos de una eutrofizaciéon de los ecosistemas marinos por
exceso de P, N o Fe (Behrenfeld et al., 2006; Lal, 2008).

Figura 7. Distribucion oceanica de la productividad primaria de fitoplancton (NPP)
(Behrenfeld et al., 2006)

VALORIZACION DEL CO>

El dioxido de carbono puede encontrar un uso alternativo a la simple captura y
almacenamiento, mediante una valorizacion del mismo. No obstante, esto conlleva
describir el contexto medioambiental y econdmico que podria tener esta valorizacion
(Vega, 2010). Los usos que puede tener el CO, se dividen en:

* Procesos industriales donde interviene de manera directa el didxido de
carbono, como por ejemplo, en la industria alimentaria (bebidas carbonatadas
y alcohdlicas, tratamiento de la leche, fabricaciéon de quesos, envasado/
desinsectacion de alimentos, aturdimiento de animales, refrigeracion vy
congelacion). EI CO, en estado supercritico se puede usar como solvente para la
extraccién de compuestos naturales y pigmentos. También se usa en el sector
textil, en la limpieza industrial y en la sintesis y modificacion de materiales.
Ademas, esta generalizado el uso de CO, en el tratamiento de aguas residuales.
* Extraccion mejorada de petroleo y gas natural: Esta técnica se inicié en USA en
la década de 1960. A los pozos petroliferos explotados cuya presion es menor
gue la requerida para la extraccion por bombeo se les aplica una inyeccion de
CO, que permite recuperar trazas de petréleo que no eran accesibles. Estos
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depdsitos vacios son idéneos para confinar el carbono, debido a su naturaleza
estanca sin fallas ni discontinuidades. La misma idea se aplica para la
recuperacién de metano en capas de carbén inexplotables.

¢ Sintesis de compuestos quimicos: El CO, se utiliza en la sintesis de urea
(fertilizante), formacién de resinas, produccién de acido acetilsalicilico y en la
produccidn sintética de combustible como el metano.

* Procesos biolégicos: Los organismos fotosintéticos utilizan CO, para generar
biomasa empleando la energia solar. La composicion de esta biomasa puede
ser de interés comercial. De esa forma el CO, pasa de ser un residuo a
convertirse en un producto. El ejemplo mas ilustrativo es el empleo de CO,
para el cultivo de microalgas, microorganismos fotosintéticos, con altas tasas
de crecimiento y una composicidon de metabolitos muy amplia, que posibilita
su uso para diferentes aplicaciones, como produccion de biocombustibles,
industria cosmética, compuestos nutracéuticos, vacunas, biorremediacion...

LAS MICROALGAS

En ficologia aplicada y biotecnologia, el término microalgas define a organismos
microscopicos, con clorofila a, que realizan fotosintesis oxigénica y sin diferenciacidon
en raices, tallo y hojas. Incluyen tanto a microorganismos eucariotas (clasificados
tradicionalmente segun sus pigmentos fotosintéticos en rodofitas, clorofitas, dinofitas,
crisofitas, prymnesiofitas, bacillariofitas, xantofitas, eustigmatofitas, rhaphidofitas y
feofitas) como a procariotas (cianobacterias y proclorofitas) distribuidos por todos los
habitats terrestres y acuaticos (Richmond, 2004). Estos microorganismos fueron los
responsables del cambio en la composicién de la atmdsfera primitiva hace unos 3500
millones de afios, aumentando el nivel de oxigeno, originando una atmdsfera rica en
este gas, que ha permitido el desarrollo de la vida tal como la conocemos (Demirbas y
Demirbas, 2010). Son responsables de al menos la mitad de la productividad primaria
del planeta.

La fotosintesis representa un proceso Unico en la conversion de compuestos
inorganicos en compuestos organicos usando energia solar (Ho et al., 2011).
Virtualmente todas las formas de vida en la Tierra dependen directa o indirectamente
de la fotosintesis como fuente de energia para su metabolismo y crecimiento
(Masojidek et al., 2004). En la fotosintesis oxigénica, la luz del sol se convierte en
energia quimica, actuando el agua como donador de electrones y generando el poder
reductor (NADPH) y ATP que serviran para diferentes propdsitos metabdlicos, uno de
los mds relevantes, la fijacion de CO,. Los compuestos reducidos de carbono, se
utilizan como estructura basica para la incorporacién de elementos primordiales como
nitrogeno, fosforo y azufre, generando mondémeros organicos simples como
aminodacidos, nucledtidos, acidos grasos y otros carbohidratos méas complejos que se
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ensamblan para formar proteinas, acidos nucleicos, lipidos y polisacaridos que
constituyen la biomasa de cualquier organismo vivo (Lehninger et al., 1995).

La asimilacién de CO, es el proceso de mayor consumo energético en la
fotosintesis. Esta asimilacidon se lleva a cabo por una compleja ruta metabdlica, el ciclo
de Calvin, que implica 13 reacciones catalizadas por 11 enzimas diferentes y tiene lugar
en el estroma. La primera fase, de carboxilacion, consiste en la fijacion del CO; a un
esqueleto de cinco atomos de carbono, la ribulosa 1,5 bifosfato, catalizada por la
Rubisco (la proteina mas abundante de la biosfera) (Stryer et al., 2002). Se forma asi un
intermediario inestable de 6 dtomos de carbono que se hidroliza en dos moléculas de
3-fosfoglicerato (PGA). En la fase reductiva, las dos moléculas de PGA se reducen a
triosas fosfatos consumiendo ATP y se condensan para formar hexosas monofosfato.
En la fase de regeneracion de la ribulosa-bifosfato (RuBP) interviene primero una
transcetolasa que convierte un azlcar de 6 carbonos y otro de 3, en uno de 4 y otro de
5 carbonos. Una aldolasa combina el azucar de cuatro y otro de tres carbonos
generando otro azucar de siete carbonos que se combina a su vez con otro de tres
para formar dos azucares de 5 carbonos (Malkin y Niyogi, 2000). El balance de todas
estas reacciones es la formacion de una hexosa y la regeneracion de la ribulosa 5-
fosfato con el consumo de tres moléculas de ATP y dos de NADPH. La fijacién del CO,
es el paso limitante de esta ruta siendo CO, el Unico sustrato posible (no usa HCO3 ni
C032'). Una concentracion elevada de CO, es necesaria para reducir al minimo la
pérdida de energia debida a la fotorrespiraciéon (Falkowski y Raven, 1997).
Cianobacterias y microalgas han desarrollado mecanismos muy diversos para
concentrar el CO, (Price et al., 2008; Wang et al., 2011).

Las cianobacterias acumulan carbohidratos en forma de glucégeno mientras
que plantas superiores y microalgas almacenan almidén. Ambos son polimeros de
residuos de glucosa pero el almidéon esta menos ramificado por contener una menor
proporcién de enlaces 0-1,6 glucosidicos. Otra diferencia respecto al glucdgeno es que
en el almiddn el precursor activado es la ADP-glucosa y no la UDP-glucosa. El almiddn
se sintetiza y almacena en los cloroplastos y estd constituido por amilosa, no
ramificada, formada exclusivamente por residuos de glucosa con uniones a-1,4, y
amilopeptina, la forma ramificada, con un enlace a-1,6 por cada 30 enlaces a-1,4. La
hélice abierta formada por estos enlaces resulta muy util para constituir un almacén de
azucar facilmente accesible. Mds de la mitad de los carbohidratos ingeridos por el
hombre son almidon (Stryer et al., 2002).

Biotecnologia de microalgas

Las microalgas estan presentes en cualquier medio natural donde exista una
fuente de carbono, nutrientes y luz suficiente, junto con un intervalo apropiado de
temperatura. Hasta la fecha se han descrito mas de 40.000 especies (Elliott et al.,
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2012), aunque algunos autores refieren numeros muy superiores (mas de 100.000)
(Demirbas y Demirbas, 2010).

Las microalgas se han considerado buenos organismos modelo para el estudio
de complejos procesos bioldgicos como la morfogénesis y diferenciacion, el
reconocimiento celular, los ritmos bioldgicos, la evolucion de procesos y rutas
metabodlicas y la fisiologia y bioquimica de la fotosintesis. Por otro lado, en las
microalgas se combinan propiedades metabdlicas tipicamente vegetales con
caracteristicas propias de células microbianas tales como la capacidad de crecimiento
rapido en cultivo liquido, simplicidad de requerimientos nutritivos, plasticidad
metabdlica, tolerancia a condiciones extremas, capacidad de sintetizar y secretar
algunos metabolitos y potencialidad de manipulacion genética, que les confiere interés
biotecnoldgico (Borowitzka 2013).

Las primeras noticias acerca de la utilizacién de microalgas como alimento por
el hombre se remontan al siglo XVI, cuando los cronistas del descubrimiento de
América describen la elaboracidén de unos panecillos a partir de masas de algas que se
recolectaban en el lago Texcoco y que utilizaba el pueblo azteca como alimento. Sin
lugar a dudas se trataba de materia seca de la cianobacteria Spirulina maxima. El
botanico belga J. Leonard, en 1964, describié la venta en los mercados de la regién de
Kanem (Republica del Chad) de tortas de color verde-azulado que empleaban como
alimento la poblacion nativa (Abdulgader et al., 2000; Garcia-Gonzalez et al., 2000).

La primera microalga aislada y mantenida en condiciones axénicas fue Chlorella
vulgaris, en 1890, aunque hasta la década de 1940, no se iniciaron estudios sobre la
fisiologia y bioquimica de estos microorganismos. La idea de producir microalgas a
gran escala tuvo su origen en Alemania durante los afios 40 utilizando diatomeas
(Harder y von Witsh, 1942). En 1951 el Instituto Carnegie de Washington financié la
construccion en Massachusetts de la primera planta piloto para la produccion de
microalgas. Otro centro importante durante esos afios fue el Instituto Tokugawa de
Tokio donde se llevaron a cabo estudios al aire libre en una planta piloto sobre el
cultivo de Chlorella (Garcia-Gonzalez et al., 2000; Huntley y Redalje, 2007).

La mayoria de las plantas industriales para el cultivo de microalgas estan
localizadas en el Pacifico a excepcion de algunas factorias situadas en Israel (Nature
Beta Technologies), en USA (Cyanotech en Hawaii o Algenol en Florida), y en Australia
(Betatene Ltd. o Wester Biotechnology Ltd). La busqueda de fuentes alternativas de
biocombustible ha permitido el florecimiento de muchas nuevas compafiias (Sapphire
Energy, Solazyme, Joule Unlimited, Aurora Algae, PetroAlgae, OriginQil, Phycal...)

Aplicaciones de las microalgas

La biomasa de microalgas puede ser utilizada en la fertilizacién y
acondicionamiento de suelos para uso agricola, en la deteccion de contaminantes y
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evaluacion de ecotoxicidad, en la depuracion de aguas residuales y gases
contaminantes y fundamentalmente, en la generacion fotosintética de productos de
interés agricola, alimentario, industrial y energético.

Alimentacion

Desde la década de 1950 se han realizado intensos esfuerzos para explotar
nuevas y alternativas fuentes de proteinas y suplementos alimenticios anticipandose a
una poblacién creciente y a una carencia en la ingesta proteica. Las microalgas pueden
utilizarse directamente como alimento, para incrementar el contenido en principios
nutritivos de alimentos preparados y como agente probidtico con un efecto positivo en
la salud humana y animal, lo que ha permitido el desarrollo de mercados para los
productos derivados de microalgas (Becker, 2004).

Durante las décadas de 1970 y 1980 se desarrollé un extenso trabajo para la
produccién a gran escala de cultivos de microalgas como fuente de proteinas. Bajo el
concepto “Single-Cell Protein” se evalud y estudid multitud de estirpes de microalgas
buscando la de mayor contenido proteico asi como el perfil de aminoacidos mas
adecuado para la dieta humana y animal (Borowitzka, 2013). Los géneros con mayor
coeficiente de digestibilidad y valor biolégico son Scenedesmus, Chlorella y Spirulina
(Pal et al., 2011).

Las microalgas sintetizan y acumulan gran variedad de carbohidratos como
almidon o glucdgeno facilmente digeribles y sin restricciones para su uso como fuente
de alimento (Becker, 2004). Sin embargo, su implantaciéon es escasa salvo en algunas
regiones de Asia. Los polisacaridos producidos por Pophyridium o Rhodella, asi como
el de muchas cianobacterias, si tienen aplicacién como espesantes en diversos sectores
industriales: alimentacién, cosmética, pinturas, etc.. aunque con un mercado
restringido debido a alternativas mas econdmicas como los polisacaridos producidos
por macroalgas (carrageno, fucoidano o agar) o por plantas superiores (goma xantano)
(Borowitzka, 2013).

Acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (PUFA) como V-linoleico,
araquidonico, eicosapentaendico (EPA) o docosahexaendico (DHA) se encuentran
frecuentemente en la composicion lipidica de las microalgas, constituyendo un
mercado bien establecido tanto en alimentacién humana como animal (acuicultura).
Asi mismo, las microalgas contienen un amplio rango de esteroles y vitaminas usados
principalmente como constituyentes de alimentos funcionales (Borowitzka, 2013).

La biomasa de microalgas es rica en pigmentos que se utilizan como colorantes
alimentarios y precursores de vitaminas. En acuicultura tienen aplicacion para mejorar
la supervivencia y maduracion del sistema inmune y la pigmentacion de la carne y piel
de pescados y crustaceos (Walker et al., 2005).
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Fertilizacion

Las microalgas pueden ser utilizadas como fertilizantes en agricultura
sostenible. Dentro de las comunidades microbianas desarrolladas en los suelos, las
microalgas y cianobacterias juegan un papel fundamental en la recirculacidon y
biodisponibilidad de elementos importantes como P y por tanto, en el
acondicionamiento de suelos agricolas (Singh et al.,, 2011). Histéricamente, en los
campos de arroz del sureste asidtico, cianobacterias del género azollae se han utilizado
como fertilizantes por su capacidad de fijar nitrogeno (Roger, 2004). Actualmente se
esta poniendo en practica el uso de microalgas para incrementar la productividad de
cultivos como leguminosas vy frutales (Ismail et al., 2011; Prasanna et al., 2013).

Biorremediacion

Se ha propuesto el uso de microalgas en procesos de biorremediacion tales
como eliminacién de dioxido de carbono proveniente de gases de escape de plantas
industriales, tratamientos de aguas residuales o remocion de metales pesados
provenientes de efluentes contaminados por la mineria o zonas altamente
contaminadas.

La posibilidad disponer de una fuente de carbono econdmica hace que se esté
valorando el cultivo de microalgas a escala industrial en instalaciones anexas a grandes
centros de emision de CO, como pueden ser las centrales térmicas y cementeras con el
doble objetivo de reducir sus emisiones y de generar un producto con diversas
aplicaciones. Sin embargo, algunas de estas fuentes emisoras producen un gas con
altas concentraciones de diéxido de carbono, asi como de compuestos oxidados de
nitrogeno y azufre, que no son adecuados para su aplicacién al cultivo de microalgas
(Barker et al., 2009; Douskova et al., 2009; Van Den Hende et al., 2012).

El oxigeno es un elemento clave en el proceso de depuracién de aguas
residuales urbanas para la oxidacién de la materia orgdnica por un consorcio de
bacterias. De manera tradicional, este oxigeno se suministra por soplantes con un
importante costo energético. El oxigeno producido por los cultivos de microalgas como
resultado de la fotosintesis supone una clara mejora en el proceso. Asi mismo, las
microalgas favorecen la retirada de nitrato, fosfato e iones metalicos. Para dar salida a
esta biomasa de microalgas se plantea la instalacién de plantas de biogds y generacién
de calor o electricidad a partir de la biomasa algar (Acién Fernandez et al., 2012;
Ahmad et al., 2013).

El cultivo de microalgas puede usarse para la biorremediacion de efluentes
provenientes de actividades industriales y agricolas, eliminando sustancias altamente
contaminantes como compuestos fendlicos y pesticidas. Se han descrito microalgas
con capacidad de degradar crudo (Subashchandrabose et al.,, 2013). Diversas
microalgas excretan carbohidratos y otros compuestos organicos complejos con
capacidad de adsorber cationes, haciéndolas especialmente interesantes para la
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remocion de metales pesados generados en los efluentes de actividades industriales
como mineria y metalurgia, evitando su dispersion y acumulacion en el medio
ambiente y en la cadena tréfica con el consiguiente riesgo para la salud humana.
(McHenry, 2013; Orandi y Lewis, 2013).

Generacion de productos de interés

De entre todos los usos comerciales ya mencionados, la generacion de
productos con aplicacion industrial constituye en la actualidad el aspecto central de la
biotecnologia de microalgas. Muchas especies producen, como resultado de su
metabolismo, diferentes compuestos bioldgicos de interés para las industrias quimicas
o farmacéuticas, tales como pigmentos, lipidos, polisacaridos, vitaminas, etc. Estos
pueden acumularse como parte de la biomasa del alga o en algunos casos, liberarse al
medio externo. Las microalgas han desarrollado estrategias que les permiten
sobrevivir en condiciones ambientales extremas, tales como sintetizar sustancias
mucilaginosas extracelulares para protegerse del estrés hidrodinamico o acumular
pequefias moléculas intracelulares para solventar problemas de osmorregulacion en
medios salinos. Del mismo modo, pueden variar su contenido en pigmentos
fotoprotectores o accesorios de la fotosintesis para adaptarse a cambios en la
irradiancia, asi como acumular productos especificos para protegerse de situaciones de
limitacién de algun nutriente, etc. Si estas condiciones se simulan en los sistemas de
cultivo, se puede conseguir que el metabolismo celular se dirija hacia la biosintesis de
productos de interés comercial (Gudin y Thepenier, 1986).

Pigmentos

Las ficobiliproteinas, ademas de su uso en como colorante en la industria
alimentaria y cosmética, tienen una aplicacidon interesante en microscopia de
fluorescencia e inmunoensayos. Se pueden asociar con una gran variedad de
biomoléculas sin alterar sus caracteristicas de absorcién y emision de luz, tienen alta
eficiencia cuantica y son estables en amplios margenes de pH y temperatura. Su
fluorescencia anaranjada es facil de diferenciar de la fluorescencia verde de los tejidos.
Todas estas propiedades las convierte en excelentes trazadores fluorescentes para su
aplicaciéon en diagnéstico e investigacion biomédica (Glazer, 1994).

Los carotenoides muestran una gran diversidad en su distribucion, estructura y
funcién. Se trata de pigmentos accesorios que aumentan la eficiencia de la absorcién
de luz por los organismos fotosintéticos al captar longitudes de onda del espectro
distintas a las recogidas por las clorofilas, desempefiando un importante papel en la
proteccion de las microalgas contra procesos fotooxidativos. Multitud de estudios han
puesto de manifiesto la poderosa actividad antioxidante tanto de [3-caroteno como
astaxantina y cantaxantina (Borowitzka, 1992). Estos compuestos actian secuestrando
radicales libres de oxigeno, directamente relacionados con la apariciéon de
enfermedades degenerativas, con beneficios para la salud humana y animal
previniendo o retrasando algunas enfermedades como cancer, aterosclerosis,
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cataratas, etc. Los principales pigmentos explotados comercialmente son [3-caroteno y
astaxantina (Del Campo et al., 2007).

Compuestos con actividad biolégica

Las microalgas son capaces de generar metabolitos secundarios de importancia
en biomedicina y agronomia para el desarrollo de compuestos como herbicidas,
pesticidas, antibioticos, compuestos anticancerigenos y antivirales, con actividad
antiinflamatoria, antitrombética, antidiabética, cardio, neuro y hepatoprotectora,
antianémica y antihistaminica (Patel y Goyal, 2013; Skjanes et al., 2013).

En los ultimos afios ha surgido el concepto de compuesto “cosmecéutico”,
derivado de las palabras cosmético y farmacéutico, haciendo referencia a compuestos
bioactivos (Borowitzka, 2013) como los derivados de microalgas marinas: florotaninos,
polisacaridos sulfatados e inhibidores de la tirosinasa. Existe una profunda
investigacion encaminada a caracterizar bioquimica y estructuralmente estos
compuestos y sus posibles aplicaciones (Kim et al., 2008; Thomas y Kim, 2013).

Biocombustibles

La idea inicial de producir lipidos a partir de microalgas para su transformacién
en combustibles alternativos a los derivados del petréleo es muy antigua (Harder y von
Witsh, 1942). La situacion energética actual ha dado un nuevo impulso a estas
iniciativas buscando reducir la dependencia del petréleo y la emisidon de gases de
efecto invernadero.

El uso de cultivos vegetales con fines energéticos no es nuevo (Brennan y
Owende, 2010). La primera aproximacion fue el uso de azucares y aceites derivados de
plantas. Mediante la digestion y fermentacion del almiddn proveniente de granos de
cereales como maiz, trigo o cebada o de cafia de azlcar se genera bioetanol y
biobutanol. Aceites de plantas oleaginosas como palma, soja o colza se utilizan para la
produccién de biodiésel. Sin embargo, estas materias primas son la base de la nutricion
mundial planteandose la disyuntiva de su uso como alimento o como combustibles.
Por otra parte, las grandes extensiones de tierra y agua necesarias para estos cultivos
han impulsado la busqueda de otras materias primas mas sostenibles (Borowitzka y
Moheimani, 2010).

El potencial de la biomasa de microalgas como fuente de materias primas para
biocombustible se basa en su rapido crecimiento y alta productividad, no competencia
con la agricultura tradicional, posibilidad de utilizacion de agua residual, salobre o
marina y elevado contenido en aceite y/o azucares (Douskova et al., 2009). Se estima
gue para cubrir la demanda global de combustibles, deberia destinarse a cultivos de
microalgas unos 6 millones de hectareas, lo que supone, menos del 0,4% de la
superficie cultivable (Gressel, 2008).
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Figura 8. Procesos de produccion de energia usando biomasa microalgar. Adaptado de Wang (2008)

La produccion de biogas (metano e hidrégeno) (Figura 8) tiene lugar por
digestion anaerobia de la biomasa completa o los residuos obtenidos tras la obtencién
de diversos componentes (Sialve et al., 2009). La produccién de hidréogeno a partir de
biomasa puede realizarse mediante procesos fisico/quimicos energéticamente
costosos como la gasificacion, pirolisis y licuefaccién o mediante procesos bioldgicos
como la fotolisis del agua, foto-descomposiciéon de la materia organica algar por
bacterias fotosintéticas, la produccion de H, mediante fermentacion o sistemas
hibridos en los que interviene la fotosintesis y bacterias fermentativas (Das, 2001).

Los azucares algares (almidon y glucégeno) se pueden fermentar para la
produccién de bioetanol. El proceso pasa por un pretratamiento de la biomasa, una
hidrolisis, posterior fermentacién y separacién del producto final (Harun et al., 2011).

La composicion lipidica rica en acido palmitico, palmitoléico, estearico, oleico y
linoléico, hacen de la biomasa microalgar una excelente materia prima para ser
utilizada en el proceso de transesterificacion para la generacion de biodiésel (Chisti,
2007; Khan et al., 2009).

Por ultimo la forma mas bdsica de generacidn de energia a partir de la biomasa
algar consiste en la combustion directa de la misma generando calor y electricidad
(Kadam, 2002).

La posibilidad de explotar comercialmente todo el potencial de productos
derivados de microalgas (biorrefineria) puede hacer econdmicamente factible su
escalado (Pires et al., 2012). Este concepto integral, que implica extraer de la biomasa,
de forma secuencial, distintos subproductos (Figura 9) hasta obtener un residuo final,
necesita aun del desarrollo de tecnologias de separacion sin dafar o impedir el
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Figura 9. Usos y aplicaciones del cultivo de microalgas como biorrefinerias. Adaptado de Garcia-
Gonzalez et al. (2000) y Ho et al. (Ho 2010)

aprovechamiento de otro compuesto, de forma econdmica y con un bajo consumo
energético (Vanthoor-Koopmans et al., 2013).

Nuevos desarrollos

Se sigue investigando en nuevas aplicaciones y desarrollos para la biomasa de
microalgas. Entre ellos, cabe destacar la produccién de bioplasticos a partir de
polihidroxialcanos (Balaji et al., 2013; Borowitzka, 2013), proteinas recombinantes
para farmacologia y medicina (Potvin y Zhang, 2010), incremento de la productividad
de lipidos y carbohidratos mediante modificaciéon de rutas metabdlicas (Angermayr et
al., 2009; Dexter y Fu, 2009; Blatti et al., 2013) o mediante la modificacidn estructural
de las células (reduccién de los pigmentos antena para disminuir los fendmenos de
fotoinhibicion o incremento de la eficiencia de la Rubisco) (Huntley y Redalje, 2007).

El cultivo de microalgas

Para el establecimiento de un proceso de produccidon de microalgas para la
obtencién de un compuesto de interés, es de crucial importancia la seleccién de la
microalga mas idénea para el fin propuesto atendiendo a factores como la elevada
productividad, tolerancia a temperatura, pH e irradiancia, elevado rendimiento en el
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compuesto de interés vy facilidad de recoleccion. Igualmente es necesario definir las
condiciones de operacion y el sistema de cultivo.

Atendiendo a la fuente de energia y de carbono las microalgas se pueden cultivar
en distintos modos (Makareviciene et al., 2013):

e Autotréfico: Utiliza luz, natural o artificial, como fuente de energia y CO, como
fuente de carbono.

¢ Heterotréfico: La energia y el carbono se obtienen de la oxidacion de sustratos
organicos. No todas las especies de microalgas pueden crecer en heterotrofia.
Los costes de operacién y riesgos de contaminacién son elevados pero el
control del proceso es maximo rindiendo elevadas productividades (Doucha y
Livansky, 2011; Perez-Garcia et al., 2011).

e Mixotrdfico: Las microalgas realizan la fotosintesis pero en presencia de una
fuente de carbono orgédnico (Abreu et al., 2012; Mitra et al., 2012).

Dependiendo del régimen de operacién, los cultivos de microalgas pueden
clasificarse en estancos, semicontinuos, continuos e inmovilizados (Yuan-Kun y Hui,
2004).

En el modo estanco se parte de una situacién inicial con un medio de cultivo y
condiciones establecidas que se deja evolucionar con el tiempo. La concentracién de la
biomasa va incrementandose hasta agotar nutrientes y/o la luz llegue a ser limitante.
Se ajusta por tanto a las fases de un cultivo microbiano: aclimatacién, crecimiento
exponencial, fase estacionaria y fase de declive/muerte.

Los cultivos continuos se caracterizan por un aporte constante de medio fresco,
una mezcla homogénea inmediata y la salida continua de la biomasa generada. Este
modo de operacién permite mantener estados de equilibrio dindmico, determinados
por el valor de la velocidad de dilucion impuesta (tasa de renovacidon o aporte de
medio fresco). Cuando la velocidad especifica de crecimiento (u) iguala a la velocidad
de dilucién (D), se genera un estado estacionario en el que se mantiene un valor de
densidad celular, de manera que se compensa la generacidn de células por crecimiento
con la dilucién producida por el aporte de medio fresco (Pirt et al., 1983). Los estados
de equilibrio son situaciones estables, mantenidas en el tiempo, en las que las
caracteristicas del cultivo se mantienen constantes. Por lo tanto, una vez alcanzado
este estado, se podria mantener el cosechado asegurando la misma composicion de la
biomasa. Ademas, el mantenimiento de una densidad celular estable asegura que las
modificaciones en el comportamiento del cultivo cuando se cambia una variable del
sistema, se debe exclusivamente a ese cambio y no a un sumatorio de efectos dificiles
de determinar, como ocurre en los cultivos en estanco.

Los cultivos semicontinuos son una situacién intermedia donde se realizan
diluciones cada cierto tiempo renovando una parte del cultivo mediante el cosechado
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de parte de la biomasa y la recuperacion del volumen con medio fresco (Henrard et al.,
2011).

Por ultimo, algunas especies de microalgas pueden ser inmovilizadas en
distintos tipos de matrices naturales (alginato, carrageno, esponjas de lufa) o
artificiales (acrilamida, poliuretano) proporcionando un ambiente estable y protector
gue permite unas tasas de crecimiento altas asi como facilidad para recuperar los
posibles productos excretados al medio (Moreno-Garrido, 2008).

Factores que afectan al cultivo de microalgas

El cultivo a gran escala de microalgas persigue la obtencién de cantidades
importantes de un producto de valor, por tanto, la productividad del sistema debe ser
maxima. Para alcanzar este objetivo es critica la comprension de los factores que
determinan el crecimiento dptimo: medio de cultivo, intercambio de gases, pH,
temperatura y régimen de iluminacién. Del mismo modo, el conocimiento de estos
factores posibilita su modulacidn para conseguir una composicién celular determinada
y con ello, redirigir el metabolismo del microorganismo hacia la produccion del
compuesto o proceso deseado (Hu, 2004).

El medio de cultivo debe suministrar todas las sales requeridas para el
crecimiento de la microalga. De forma general todos los medios tienen una fuente de C
bien en forma de sal inorgdnica (bicarbonato sédico), compuesto orgdnico (acetato) o
como gas (CO,). El nitrogeno se suministra como sal de nitrato y raras veces como
amonio o urea. Otros nutrientes esenciales son P, S, Mg, Ca, Ky algunos metales.

El intercambio de gases debe asegurar el aporte de CO, vy la retirada del O,
fotosintético. El intercambio a través de la superficie del cultivo es insuficiente de
manera que es necesario suministrar una corriente de aireacién y/o disponer de un
adecuado sistema de agitacién y mezcla.

La reduccién del nitrato o la asimilaciéon del CO, suponen una elevacion del pH
del medio de cultivo que debe ser corregida para asegurar el buen funcionamiento de
las rutas metabdlicas, bien utilizando medios tamponados, adicionando acido de forma
controlada o inyectando en la corriente de aire una proporcion adecuada de CO,.

Uno de los factores mdas determinantes para el crecimiento éptimo de una
microalga es la disponibilidad de luz, a la que debe considerarse como un nutriente
mas ya que va a convertirse en biomasa. La irradiancia promedio recibida por cada
célula esta determinada por la irradiancia incidente, la geometria del reactor y el
sistema de mezclado, que asegura el continuo movimiento de las células desde zonas
oscuras a iluminadas y viceversa para que la exposicion sea dptima (Masojidek et al.,
2004; Ergas y Van der Steen, 2013), evitando la fotoinhibicién y dafios por estrés
fotoxidativo que repercutiria en el crecimiento celular (Vonshak y Torzillo, 2004; Ras et
al., 2013).
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Fotobiorreactores

Las caracteristicas deseables en wun biorreactor son (Tredici, 2004;
Makareviciene et al., 2013):

e Seruniversal y adecuado para el cultivo de varias especies de microalgas

* Proporcionar la mayor cantidad de luz posible

* Proporcionar un buen intercambio gaseoso de CO, y O,

e Minimizar la sedimentacién de las microalgas y su adhesién a la superficie del
reactor

* Poseer una tasa alta de transferencia de masa y temperatura sin dafiar a la
célula o inhibir su crecimiento

* Baratos de construir y operar

* Facilmente escalables

En el disefio y ubicacion de un reactor se debe tener en cuenta la relacidon
superficie/volumen, la orientacidn e inclinacidn, acumulacion de oxigeno y difusidn de
dioxido de carbono, mezclado, temperatura y coste (Tredici, 2004).

Atendiendo a su disefio, los reactores utilizados a gran escala en la produccién
fotoautdtrofa de microalgas se clasifican en abiertos y cerrados:

1. Abiertos: Los estanques abiertos fueron los primeros sistemas de cultivo a la
intemperie desarrollados a escala industrial para el cultivo de Chlorella, Scenedesmus 'y
Spirulina. La explotacién de estos sistemas de cultivo puede ser intensiva o extensiva
(Figura 10). El sistema abierto de tipo extensivo utiliza grandes superficies (entre 5y 50
ha) sin agitacién mecanica, con una orientacion tal que la turbulencia ocasionada por
los vientos predominantes en la zona permitan una cierta homogeneizacién vy
movimiento de la masa liquida. La explotacidn extensiva se corresponde con el modo
de operacién de los lagos naturales, que se han empleado en la produccion de hasta 20
t ha' afio® de biomasa comestible (Chaumont, 1993). Los sistemas de cultivos

Figura 10. A) Estanque natural para la produccion de Dunaliella (Cognis, West Australia) B)
Reactores tipo raceway con diferentes volimenes en Israel (Seambiotic Ltd.)
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intensivos son estanques horizontales poco profundos tipo carrusel o “raceway”. Cada
unidad de cultivo ocupa un area de entre varios cientos y pocos miles de metros
cuadrados, estando compuesta de dos o mas pistas niveladas de 2 a 10 m de ancho y
15-30 cm de profundidad, separadas entre si por tabiques verticales, pudiendo
adoptar un sistema de meandros. A lo largo de estos canales, cuyo piso y paredes
suelen estar recubiertos por una capa de plastico inerte, fluye la suspension celular a
una velocidad de 0,2 a 0,5 m s™, impulsada por la accién de paletas giratorias, hélices o
bombas. El carbono inorgdnico se suministra segln las necesidades del cultivo, lo que
se controla generalmente por medio de un pHstato y una valvula solenoide, de forma
gue se insufle CO, cuando el pH supere un valor critico, hasta restablecer el pH éptimo
para el crecimiento. El cultivo en masa de microalgas en estanques abiertos combina
caracteristicas tipicas de los cultivos agricolas (uso extensivo de terreno, agua y
nutrientes, asi como dependencia del clima y de la radiacién solar), con otras que
asemejan la acuicultura y, sobre todo, con aquellas propias de procesos industriales
para el cultivo de microorganismos, tales como operacién continua, aporte dosificado
de nutrientes y control del proceso de produccion (Garcia-Guerrero et al., 2006)

Este reactor es el mas econdmico y sencillo, aunque su explotacidn presenta
notables limitaciones debido a la falta de control de temperatura y al empleo
ineficiente de la luz. Se alcanzan valores bajos de densidad celular puesto que el paso
de luz es amplio (20-30 cm), y la agitacion con paletas no permite la apropiada
sucesion de ciclos de luz-oscuridad que requieren los cultivos de microorganismos
fotosintéticos (Grobbelaar, 1994) ni una buena transferencia de materia. El control de
la temperatura es inviable debido a las dimensiones de las instalaciones, por ello la
mayoria de las explotaciones al exterior de microalgas en estanques se realizan en
climas templados. En algunos casos, los cultivos son posibles Unicamente en
determinadas épocas del afio (Borowitzka, 1999). Las caracteristicas de los sistemas
abiertos dificultan el mantenimiento de cultivos monoalgales y libres de predadores,
por lo que su empleo a gran escala se ha limitado a estirpes que se desarrollan
adecuadamente en condiciones restrictivas de pH (Arthrospira) o salinidad (Dunaliella),
o de muy répido crecimiento (Chlorella).

2. Cerrados: Los sistemas de cultivo cerrados, de mayor sofisticacion
tecnolégica, representan la alternativa a los estanques abiertos, aportando mejores
condiciones para cultivar cualquier microalga al dificultar la invasién por organismos
contaminantes. De hecho algunas microalgas sélo pueden ser cultivadas en reactores
cerrados puesto que se contaminan con facilidad (Pulz et al., 2001).

Los sistemas cerrados presentan multiples ventajas frente a los reactores
abiertos como un uso mas eficiente de la irradiancia, que conduce a la produccién de
cultivos mas concentrados, la posibilidad de cultivar todo el afio, una disminucién de
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las pérdidas por evaporacion, un mejor control de algunas variables como Ia
temperatura y mayor facilidad de operaciéon en continuo (Tredici y Materassi, 1992;
Borowitzka, 1999; Grobbelaar, 2009).

Los reactores cerrados son apropiados para el cultivo de microalgas que
generen productos de interés de elevado valor comercial, puesto que el coste de
construccidon y mantenimiento de estos reactores es elevado. Este hecho, unido al
riesgo de inhibicion de la fotosintesis por la presencia de oxigeno, y la complejidad de
su escalado, suponen los inconvenientes principales de los sistemas de cultivo
cerrados.

Existen varios disefios de reactores cerrados, siendo el reactor tubular el
ejemplo mas representativo, considerandose los reactores planos un punto intermedio
entre los sistemas de cultivos abiertos y cerrados (Pulz y Scheibenbogen, 1998) (Figura
11).

Reactor tubular: Los fotobiorreactores tubulares consisten esencialmente en
tubos transparentes de vidrio o material plastico, conectados en serie o en paralelo
para formar el colector solar, a través del cual se recircula la suspensién celular. Los
tubos pueden estar dispuestos en horizontal (Molina Grima et al., 2001), en vertical
(Converti et al., 2006), formando una espiral (Acién-Fernandez et al., 2003), o
inclinados (Vunjak-Novakovic et al., 2005). Para maximizar el empleo del terreno se ha
situado en algunos casos un segundo nivel de tubos que estan desplazados sobre los
del nivel inferior (Torzillo et al., 1993). La recirculacion de la suspension por el
fotobiorreactor se realiza mediante bombas mecdnicas o sistemas “airlift”, en los que
el flujo de aire sustenta el movimiento de la masa liquida. Los sistemas tubulares con
circulacion impulsada por “airlift” son robustos y menos susceptibles a la
contaminacién que los basados en bomba mecanica, estando las células menos
expuestas a sufrir danos que en este ultimo caso. El airlift cumple la doble funcién de
bomba y de intercambiador de gases, eliminando el exceso de oxigeno generado
fotosintéticamente, que acumula el cultivo en su recorrido por el colector solar
(Eriksen, 2008). El disefio del reactor debe tener en cuenta el flujo idéneo y el
adecuado intercambio gaseoso, ademas de maximizar la captura de luz, a la vez que se
minimiza la ocupacion de superficie. El diametro del tubo debe estar entre 2 y 15 cm,
siendo el valor optimo de aproximadamente 10 cm. El tamano de la unidad de este
tipo de reactor no deberia sobrepasar los 5.000 |. La mayor planta en operacién basada
en reactores tubulares (de disposicion vertical) se encuentra en Kl6tze, Alemania,
(600.000 1) y se dedica a la produccion de biomasa microalgal (Chlorella) para consumo
humano.

Reactor plano vertical: Los reactores planos son aquellos en los que el cultivo
gueda dispuesto en una ldmina orientada de manera que la luz incida directamente
sobre ella. Los primeros reactores planos verticales se desarrollaron en la década de
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Figura 11. Diferentes disefios de fotobiorreactores cerrados: A) Tubular, C) Columna vertical. Reactor
semiabierto: D) Panel vertical. Todos ellos en las instalaciones del IBVF en Isla de La Cartuja (Sevilla).
B) Bolsas de polietileno (www.empowernetwork.com)

los 50 (Burlew, 1953). Su disefio y componentes han variado desde su origen (Tredici y
Materassi, 1992; Pulz et al.,, 1995; Hu et al.,, 1996) hasta la actual bolsa de PVC
contenida y soportada por una estructura rigida, que supone una reduccién sustancial
del coste de estos reactores (Tredici, 2004; Sierra et al., 2008). El sistema puede
termostatizarse mediante un intercambiador de calor colocado en su interior. La
agitacion de estos reactores se realiza generalmente inyectando aire en la base del
mismo, lo que supone en algunos casos estrés hidrodinamico para las células (Sanchez
Mirén et al.,, 1999). Estos sistemas semiabiertos, con propiedades hibridas de
estanques y sistemas cerrados, presentan un interesante potencial para su empleo en
aproximaciones masivas, como serian aquellas dirigidas al aprovechamiento de las
microalgas para la captura de CO, y/o la generacidon de biomasa para su empleo como
materia prima de biocombustibles. Se ha citado mayor productividad por unidad de
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area para estos sistemas que la de estanques y reactores tubulares en el cultivo de
Chlorella en Alemania (Pulz et al., 1995).

La Tabla 1 resume las diferencias mas notables entre los reactores abiertos y

cerrados.

Tabla 1. Caracteristicas de los reactores abiertos y cerrados para el cultivo de microalgas al exterior.
Adaptado de Del Campo (Del Campo et al., 2007) y Acién Fernandez (Acién Fernandez et al., 2013)

Abiertos Cerrados
Difusién de CO, Bajo Alto
Productividad de biomasa Bajo Alto
Tasa especifica de crecimiento Bajo Alto
Riesgo de contaminacién Muy alto Bajo
Pérdidas por evaporacién Alto Bajo
Disponibilidad de luz Bajo Alto
Relacién volumen/superficie Bajo Alto
Control de condiciones cultivo Dificil Posible
Costes instalacion Bajo Alto
Costes operacién Bajo Alto
Escalado Posible Dificil

Procesos para cosechado y secado de la biomasa

De especial relevancia para el éxito de iniciativas a gran escala de cultivos de
microalgas es el cosechado de la biomasa generada, que puede representar hasta el
20-30% de los costes de su produccion (Molina Grima et al.,, 2004). Debe ser un
proceso idealmente continuo, capaz de procesar grandes volimenes de medio y
econémico. Las propiedades de las microalgas que influyen en su separacién son:
morfologia (filamentosa o unicelular), tamano, peso especifico y carga superficial de la
célula (habitualmente carga negativa). Los cultivos de microalgas suelen estar poco
concentrados, dificultando este proceso. Generalmente se lleva a cabo en varias
etapas, de forma que, la concentracién de biomasa se va incrementando
gradualmente. Los pasos habituales son: 1) Cosechado primario, aumenta la
concentracion de la biomasa 10 veces, 2) Espesado o concentracién secundaria,
incrementa otras 10 veces la concentracion, 3) Deshidratacion, para la retirada de la
casi totalidad del liquido y 4) Secado o concentracidon cuaternaria, elimina cualquier
traza de agua (Fon Sing et al.,, 2011). Algunos autores estiman que con una
optimizacidn de estos pasos, la biomasa podria concentrarse hasta 200 veces (Molina
Grima et al., 2004).

Las técnicas utilizadas para la recuperacion de la biomasa algar son:

e Sedimentacion: Es el método mas simple aunque muy influenciado por Ia
capacidad de decantacidon que tenga la microalga. La principal desventaja es
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gue los decantadores usados necesitan superficies adicionales ademas de
generar una biomasa con un contenido en humedad alto. Es un proceso lento
que puede modificar las caracteristicas de la biomasa generada (Makareviciene
et al., 2013).

Floculacion: La biomasa se recupera formando agregados por la adicién al
cultivo de un polimero. Permite tratar grandes voliumenes, siendo una de las
técnicas mas usadas. La formacion de coloides viene determinada por la adicion
de algun floculante que se une a las cargas superficiales negativas de las
células. Pueden ser orgdnicos (biodegradables y poco téxicos como el
quitosano, almidén...) o inorgénicos (sales de Fe**, AI**). También es corriente
el uso de floculantes sintéticos como la poliacrilamida. Ademas, la floculacion
puede ser inducida por el cambio de pH del cultivo (autofloculacion), por la
presencia de bacterias u otras especies algares en el cultivo (biofloculacién) o
mediante una corriente eléctrica (electrofloculacion) (Fon Sing et al., 2011;
Banerjee et al., 2012).

Separacion magnética con nanoparticulas férricas: Basada en la adicién de
nanoparticulas de Fe que quedan embebidas en la superficie celular;
posteriormente se somete el cultivo a un campo magnético donde se recupera
toda la biomasa. Puede considerarse un tipo especial de floculacion.
Ultrasonica: formacién de agregados inducida por la aplicacion de ultrasonidos
(Bosma et al., 2003).

Flotacion o DAF: (del inglés Dissolved Air Flotation). Consiste en la inyeccidon a
presion de una corriente de aire en el cultivo favoreciendo la formacién de
microburbujas en el fondo del reactor. Estas en su recorrido hacia la parte
superior del reactor arrastran la biomasa adherida a ellas. Algunas especies
algares tienen una flotabilidad natural debido a la formacion de pequefias
burbujas de oxigeno o a un contenido alto en lipidos (Makareviciene et al.,
2013).

Fraccionamiento por espuma: Es una variante de la flotacidn. Se adiciona al
cultivo reactivos quimicos que confieren un caracter hidrofdébico a la superficie
de las células. Se inyecta, a continuacion una corriente de aire comprimido en
el cultivo que forma espuma (red de burbujas hidrofdbicas) donde quedan
adsorbidas las células (Coward et al., 2013).

Centrifugacidn: Se trata de un proceso limpio y que puede realizarse de forma
continua. Existen diferentes disefios de centrifugas industriales siendo objeto
de una intensa investigacion. Es el proceso mas eficiente aunque sus costes de
inversion y operacion son altos (Acién Fernandez et al., 2012).

Filtracion: Se han utilizado satisfactoriamente muchos tipos de filtros. La fuerza
a aplicar para realizar el filtrado, y por tanto, el consumo energético, aumenta
conforme disminuye el tamano de poro. La microfiltracion (0,1-10um) es el
método mas adecuado para todas las estirpes. Puede afectarse negativamente
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por la presencia de materia orgdanica extracelular. Los equipos de filtrado estan
ampliamente desarrollados y utilizados en la industria en multitud de procesos.
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Objetivos

La finalidad del proyecto es evaluar la viabilidad de sistemas de cianobacterias
y/o microalgas para la produccién de materia organica rica en carbohidratos, acoplada
a la eliminacion del CO, presente en mezclas gaseosas procedentes de emisiones
industriales. Para ello, deben seleccionarse las cianobacterias y/o microalgas mas
idoneas, asi como profundizar en el manejo de su cultivo y en el conocimiento de
factores determinantes que maximicen la produccion de biomasa y compuestos
organicos de interés energético.

Para alcanzar este objetivo es necesario acometer las siguientes tareas:

e Preseleccionar estirpes de microalgas y cianobacterias con elevada tasa de
crecimiento vy fijaciéon de CO,. Evaluar estas estirpes en diferentes regimenes
de cultivo para verificar dichas bondades y seleccionar un organismo para su
caracterizacion posterior.

e Con la estirpe seleccionada, estudiar de forma exhaustiva las condiciones de
cultivo que permitan maximizar la fijacion fotosintética de CO, y su
acumulacién en forma de carbohidratos. Los resultados deben permitir
modelizar el crecimiento de la estirpe seleccionada con vistas a evaluar el
comportamiento en cultivos al exterior.

e Proceder a una completa caracterizacién bioquimica de la biomasa generada en
las experiencias anteriores, con especial atencion a carbohidratos fermentables
a etanol.

e Evaluar la capacidad de crecimiento de la estirpe seleccionada usando gases de
combustién con alto porcentaje de CO, y COV (compuesto orgdnicos volatiles).

* Verificar la viabilidad de la estirpe seleccionada en cultivos a la intemperie
empleando diferentes biorreactores y en diferentes condiciones ambientales
optimizando su operacidon para maximizar de la tasa de fijacion de CO, vy la
productividad en carbohidratos.
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Materiales y Métodos

Material bioldgico

Para abordar los objetivos propuestos en este trabajo, se preseleccionaron

once estirpes entre cianobacterias y microalgas. (Tabla 2 y Figuras 12 y 13)

Tabla 2. Relacion de especies para este estudio y referencia

bibliografica que justifica su eleccion.

Cianobacterias Referencias
Anabaena PCC 7119 (Vargas et al., 1998)
Anabaena PCC 7120 (Morales et al., 2002)
Anabaena PCC 7937 (Berberoglu et al., 2008)

Nostoc PCC 9202 (Moreno et al., 1995)
Nostoc punctiforme (Ruffing, 2011)
Spirulina PCC 6313 (de Morais y Costa, 2007)

Microalgas Referencias

Chloroccocum sp.
Chlorella sp
Chlorella vulgaris

Porphyridium purpureum

Scenedesmus vacuolatus

(Wang et al., 2008)
Aislada en el grupo
(Keffer y Kleinheinz, 2002)
(Fleck-Schneider et al.,
2007)

(Carver et al., 2011)

Figura 12. Fotografias al MO de las cianobacterias preseleccionadas: A) Anabaena PCC7119, B)
Anabaena PCC7120, C) Anabaena variabilis PCC7937, D) Nostoc PCC 9202, E) Nostoc punctiforme,

F) Spirulina PCC6313
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Figura 13. Fotografias al MO de las estirpes de microalgas preseleccionadas: A) Chlorococcum sp., B)
Chlorella sp., C) Chlorella vulgaris, D) Scenedesmus vacuolatus, E) Porphyridium purpureum

Medios de cultivo

Se emplearon los medios de cultivo descritos en la bibliografia para cada
estirpe. Asi, para las microalgas de agua dulce se utilizé el medio Arnon suplementado
con 20mM NaNOs (Arnon, 1974). En el caso Chlorella sp., al haber sido aislada en un
ambiente salino, este medio se suplementé con 85,5mM NacCl. Para Porphyridium
purpureum, por su origen marino, se utilizé el medio f/2 (Guillard y Ryther, 1962). Para
las cianobacterias fijadoras de N, se uso el medio BGy; (Rippka, 1979) sin fuente de
nitrogeno anadida, mientras que Spirulina PCC 6313 se cultivd en medio Zarrouk
suplementado con 29mM NaNOs (Zarrouk, 1966).

Cada estirpe se conservo en esterilidad realizando resiembras cada 4 semanas
en placas de agar. Este medio sélido se prepard suplementando cada medio liquido
anteriormente descrito con Bactoagar-Difco al 1,5% (p/v).

Cultivo estanco en camara climatizada

Las estirpes se cultivaron fotoautotréficamente en condiciones axénicas en
camara climatizada a 25 o 302C segun la naturaleza de cada estirpe, empleando tubos
cilindricos de base cdnica de 4,5 cm de diametro y 200ml de capacidad, conteniendo
un volumen de cultivo de 150ml. Los tubos cilindricos se taparon con algoddn
hidréfobo atravesado por una varilla de vidrio hueca cuyo extremo inferior alcanzaba
el fondo del recipiente. Por su extremo superior se prolongaba con la unién a una
tuberia de silicona por la que se suministraba la mezcla gaseosa compuesta por aire
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suplementado con CO; al 1% (v/v) haciéndose pasar esta corriente a través de un filtro
Millipore 0,2 um de tamafio de poro para mantener la esterilidad. Estos cultivos se
iluminaron con wuna bateria de tubos fluorescentes (daylight-20W-Philips)
proporcionando una irradiancia incidente de 135 pE m?s?t aproximadamente (Figura
14).

Figura 14. Cultivo estanco en camara climatizada

Cultivo continuo en fotoquimiostato

Para el cultivo continuo en laboratorio se utilizaron fotoquimiostatos tipo
columna de burbujeo con un volumen de 1,8 | de capacidad. El disefio de este tipo de
reactor se detalla en la Figuras 15 y 16. Estaba provisto de una doble pared, formando
una camisa de termostatizacidn por la que circulaba agua proveniente de un bafio que
mantenia la temperatura del cultivo constante. El suministro de aire y de CO, se
realizaba por la base del reactor, a través de una tuberia de silicona de 5mm de
diametro interno que atravesaba el tapodn. El caudal de aire se regulaba mediante
rotametro, adiciondndose 1 | aire | cultivo ‘min™ de forma constante para asegurar
una homogeneizacion completa del cultivo. Para el control de pH, el reactor disponia
de un electrodo combinado de pH (Crison, modelo 3100/225), conectado a un
medidor-controlador de pH (Crison, modelo pH 217/220-R1). El controlador actuaba
sobre una electrovalvula de manera que, cuando el pH superaba el valor de consigna,
dicha electrovdlvula se abria permitiendo el paso de CO, puro junto a la corriente de
aire. Una vez recuperado el pH de consigna, la electrovalvula se cerraba, quedando el
medio de cultivo en agitacion exclusivamente por la entrada de la corriente de aire.
Para operar en modo continuo disponia de una salida por rebosadero mientras que
por la parte superior se cerraba con un tapdn provisto de unas varillas de vidrio de
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Figura 15. Esquema de fotoquimiostato
empleado en los cultivos continuos

4mm de diametro interno que alcanzaban la parte media del reactor, permitiendo el
aporte de medio fresco. Dicho medio de cultivo, esterilizado en autoclave, se inyectaba
en el biorreactor al flujo establecido para cada experimento de manera continuada
durante el periodo de iluminacién, a través de una bomba peristdltica (P-3,
Pharmacia). El sistema se iluminaba durante 12 horas mediante tubos fluorescentes de
potencia regulable mediante reostatos, controlados por una aplicacion informatica
desarrollada por el Dpto. de Ingenieria Quimica de la Universidad de Almeria.
Mediante esta aplicacién se modificaba la irradiancia desde 0 hasta 3000 pE m™? s™,
simulando un ciclo circadiano. Cada reactor estaba iluminado por 6 tubos
fluorescentes (Osram, FQ-24W/840 HO), rodeandolo completamente, asegurando una
iluminacion homogénea.

Figura 16. Instalacion de fotoquimiostato
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Cultivo a la intemperie

Los biorreactores utilizados en este trabajo estaban ubicados en el Centro de
Investigaciones Cientificas Isla de la Cartuja en Sevilla (37220’N, 620°0).

Estanque abierto

Fabricado con poliéster y fibra de vidrio, de dimensiones 1,25m x 0,8m, se
operaba a una profundidad de cultivo de 10cm, correspondiendo a un volumen de 100
I. A lo largo de su eje longitudinal estaba dividido por un tabique vertical, de 0,75m de
longitud, formando dos vias de circulacién. Asi mismo, en las proximidades de los
extremos, se disponian dos pequefios tabiques verticales curvos del mismo material
que facilitaban la circulacién y homogenizacion del cultivo. La agitacién de la
suspension celular se conseguia mediante un motor que hacia girar de manera
regulable tres paletas de 28cm x 32cm, dispuestas en angulos de 12092 entre si
sumergidas parcialmente en el cultivo, asegurando la homogenizacién y un continuo
desplazamiento de la suspension celular a 0,3 m s™ (16 r.p.m.) (Figura 17). El control de
pH se hacia a través de la inyeccion de CO, en burbujas de pequeno tamafio a través
de un tubo poroso situado en el fondo del estanque. Un electrodo de pH (HI 2910,
Hanna Instruments) unido a un controlador-medidor (HI 931700, Hanna Instruments)
permitia la regulacion del pH activando, mediante una electrovalvula, la entrada de
CO, cuando el pH superaba el valor de consigna. Este tipo de reactor no disponia de
control de temperatura. Un sensor de temperatura (TinyTag TGP-4020) permitié el
registro de temperatura durante la operacién de estos sistemas.

Figura 17. Cultivo en estanque de 1m’
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Los cultivos se operaron en régimen semicontinuo, renovandose parcialmente
la suspension celular con medio fresco a fin de mantener el cultivo a la densidad
celular inicial establecida en cada ciclo de dilucién. Previo a la toma de muestras, el
volumen del reactor se completaba hasta 100l para compensar las pérdidas por
evaporacion.

Reactor plano vertical (RPV)

Compuesto por dos estructuras rigidas de hierro que sustentaban una bolsa de
plastico translucido (200 um de espesor y 55% transmitancia en el espectro
fotosintéticamente activo) que contenia el cultivo (Sierra et al., 2008). Las dimensiones
eran 1,5m de alto, 2,5m de largo, con una separacion entre las dos estructuras (ancho)
de 5cm (Figura 18).

El volumen de cultivo en este reactor era de 300Il, ocupando una superficie
total de 2,5m?, considerando gue, en la distribucién global de un campo de reactores
de este tipo deberia existir una separacion de 1 m entre cada fila de reactores. En la
base de la bolsa se colocaba un tubo de metal perforado cada 10cm, a través del cual
se hacia pasar una corriente de aire (8,3 | aire I"* cultivo h™*) para mantener el cultivo
en suspensién. Por este mismo tubo perforado se inyectaba CO, a demanda para
mantener el pH de consigna del cultivo. La suspension celular se atemperaba mediante
un intercambiador de acero en forma de serpentin, de 9m de longitud y 25mm de
didmetro, ubicado dentro de la bolsa, a 50cm de la base de la misma. A través de este
sistema, se hacia circular agua caliente o fria manteniendo la temperatura del cultivo

Figura 18. Cultivo en reactor plano vertical
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dentro del intervalo marcado como consigna con una desviacién de +52C.

Al igual que en los estanques, previo a la recogida de muestras, el reactor se
completaba con agua para recuperar las pérdidas por evaporacion. Estos reactores se
operaban en semicontinuo de forma similar a la descrita para los estanques abiertos.

Métodos analiticos

Determinacion de la concentracion de biomasa

La concentracion de biomasa se determiné mediante peso seco en el caso de
microalgas y valorando el carbono organico total (TOC), tanto para microalgas como
para cianobacterias. Asi mismo, para las estirpes finalmente seleccionadas se realizd
una curva de calibracion gque relacionase turbidez medida a una longitud de onda de
750nm con el peso seco.

Determinaciéon de biomasa por peso seco

Se filtré un determinado volumen de cultivo (entre 5-10ml) a través de un filtro
de microfibra de vidrio Whatman GF/C de 0,45 um de poro, previamente secado en
estufa (minimo 24horas y atemperado en desecador) y tarado. Se lavaron las células
retenidas con un volumen igual de formiato amaénico al 1% para eliminar las sales del
medio. Los filtros con células se secaron en estufa a 802C durante 24-48 horas, se
atemperaron y se pesaron en una balanza de precision. El peso seco de las células se
determind por diferencia de pesada y se refirid al volumen filtrado (gramos de
biomasa por litro de cultivo).

Determinacion de biomasa por carbono organico total (TOC)

La biomasa presente en cultivos de microalgas y cianobacterias se estimé a
partir del carbono organico total utilizando un TOC Analyzer (Shimadzu). En primer
lugar se media el TOC al cultivo completo y se restaba el TOC medido en el medio tras
retirar las células por centrifugacion estimando asi el TOC presente en la biomasa. A
partir del contenido en carbono de la biomasa (% de C) medido por analisis elemental
se calculaba la biomasa presente en la muestra. Se realizé un analisis de regresién
siguiendo un modelo lineal para establecer la correlacion entre la productividad de
biomasa medida a partir de carbono organico total (TOC) y la medida a partir de peso
seco. El ajuste de estos datos mostréd una correlacién lineal (r’=0,9) constante e
indicativa de la correcta medida de la biomasa determinada a través del TOC (Figura
19).
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Figura 19. Correlacion entre productividad de biomasa determinada por peso seco y por TOC

Determinacion de la biomasa por turbidez del cultivo

Para las estirpes Scenedesmus vacuolatus y Chlorella vulgaris se relaciond la
turbidez presente en el cultivo a una determinada longitud de onda con el peso seco
medido por filtracion. Atendiendo al espectro de absorcion presentado en el capitulo
resultados (Figuras 25 y 50 respectivamente), la A seleccionada fue 750nm, donde no
existia interferencia con los pigmentos fotosintéticos. Las ecuaciones resultantes
fueron (r’=0,99):

e Scenedesmus vacuolatus: Biomasa (g I’1)= 0,4013:DO750nm — 0,0357
e Chlorella vulgaris: Biomasa (g I"M=0,1749-DO75gnm + 0,0014

Determinacion del carbono orgdnico total (TOC)
Para determinar el carbono orgdnico total de las muestras (Total Organic
Carbon, TOC) se empled un analizador de carbono organico elemental TOC-Vcsy

(Shimadzu) con el mdédulo de inyeccidn automatico ASI-V (Shimadzu). Las muestras se
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diluyeron en agua ultrapura hasta una concentracidon apropiada dentro del rango de
sensibilidad del analizador. Durante el analisis, las muestras fueron agitadas mediante
un agitador magnético para evitar la sedimentacién. El contenido en carbono orgdnico
de la muestra se calculd por la diferencia entre el carbono total y el carbono inorganico
presente en la misma.

Determinacion del calor de combustion

Se utilizé un microcalorimetro (PARR 6525). Muestras liofilizadas y prensadas
con un peso aproximado de 0,2 g se colocaban en una bomba de inyeccidn con alta
presidon y rica en oxigeno (30 atm). Esta camara se sumergia en recipiente con agua
destilada (0,4l) a temperatura ambiente y constante. A través de la camara de
inyeccidn se hacia pasar una corriente eléctrica de alto voltaje que, en presencia de la
atmdsfera rica en oxigeno, quemaba la muestra. La energia liberada en esta
combustiéon incrementaba la temperatura del agua contenida en el recipiente. La
diferencia entre la temperatura del agua antes y después de la incineracién, permitia
estimar la energia contenida en la muestra expresandola en KJ g™.

Determinacion de viscosidad

Se empled un viscosimetro, Visco Star Plus L. Muestras de 18ml sin tratamiento
de homogenizacién se colocaban en el contenedor adaptador para baja viscosidad
(LCP) y se realizaban las determinaciones de viscosidad (mPa-s) y esfuerzo de cizalla (N
m?) incrementando la velocidad de giro dentro del rango de fiabilidad (torque). La
relacion existente entre velocidad y esfuerzo de cizalla era una curva que expresaba la
viscosidad de las muestras.

Liofilizacién de la biomasa

Para las determinaciones analiticas se utilizd biomasa liofilizada. Se recogié un
volumen de cultivo por centrifugacion y se lavé varias veces con formiato amodnico al
1% para eliminar el exceso de sales. El sedimento se congeld en nitrégeno liquido y se
deshidraté en el liofilizador (Virtis Sentry), durante al menos 2 dias.

Determinacion de componentes celulares

Obtencién de extractos para la determinacion de proteinas y carbohidratos
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Se pesaron entre 3 y 6mg de biomasa liofilizada y se resuspendié en un
volumen de NaOH (1M) para obtener una relacion de 0,8g de biomasa seca por ml de
NaOH. Esta mezcla se calentd a 702C una hora y se dejé enfriar para la determinacién
de componentes celulares.

Determinacion de proteinas

Para determinar el contenido en proteinas en los extractos liofilizados se utilizé
el método de Lowry modificado por Herbert (Lowry et al., 1951; Herbert et al., 1971).

Se tomaron 0,1ml de muestra (0,1ml de NaOH 1M para el blanco) y se
diluyeron con 0,3ml de NaOH (1M) y 0,4ml de agua destilada. Se afiadieron 2ml de
solucion A, agitando y dejando reposar 10 minutos a temperatura ambiente. A
continuacion, se afladieron 0,4ml de la solucién B y se volvid a agitar y dejar reposar 30
minutos a temperatura ambiente. Se midid la absorbancia de cada muestra a 750nm.
El valor de la concentracion de proteinas se determind a partir de una recta patrén
realizada con soluciones de concentracién conocida de seroalbimina bovina (BSA) 0,2
mg ml™y tratados de igual forma que las muestras problema.

e Reactivo A: Debe ser preparado inmediatamente antes de usarse. Se mezclaron
50ml de Na,COs al 5% (p/v) con 2,4 ml de una solucién 1:1 de tartrato sddico
potasico al 2% (p/v) y CuSO4-5H,0 1% (p/v).

e Reactivo B: Se diluyd el reactivo comercial Folin-Ciocalteu con agua destilada
(1:1).

Determinacion de carbohidratos

Estas determinaciones se realizaron segun el método de Dubois (Dubois et al.,
1956), de acuerdo con la técnica descrita por Kochert (Kochert, 1978).

Se tomaron 0,1ml de muestra y se afiadieron 0,9m| de agua destilada y a
continuacion 25ul de la solucion de fenol. Tras agitar, se adicionaron 2,5ml de acido
sulfurico (98% v/v). Se dejé reaccionar durante 30minutos a temperatura ambiente y
se determind la absorbancia a 480nm, frente a un blanco con 0,1ml de NaOH y 0,9ml
de agua destilada tratado de la misma forma. La cantidad de carbohidratos en las
muestras analizadas se determind utilizando como referencia una recta de calibrado
obtenida a partir de diferentes diluciones de glucosa (0,5mg ml™) tratadas de igual
manera que las muestras problema.
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Determinaciéon de almidén

Para determinar el contenido en almiddn de los cultivos se adapto el protocolo
para almidén en hojas de arroz (Lin et al., 1988) siguiendo el método de rotura de
biomasa de microalgas propuesto por Doucha (Doucha y Livansky, 2008).

Las muestras de aproximadamente 5mg de biomasa liofilizada se
resuspendieron en 1ml de una solucién de cloroformo:metanol 2:1 (v/v) con 1ml de
perlitas de vidrio de 0,5um de didmetro. La rotura se realizé en un molino Bead-Beater
™ con dos pases de 2 minutos a maxima potencia. Se centrifugd y se descarté el
sobrenadante. Se realizaron lavados de las muestras con cloroformo:metanol tantas
veces como fue necesario hasta obtener un sedimento blanco. De esta manera se
eliminaron de la muestra pigmentos y sustancias lipidicas que interferian en Ia
determinacion. Los granulos de almidén presentes en el pellet se solubilizaron
alcalinamente (KOH 0,2M; 1002C; 30minutos) reajustando, posteriormente, el pH a 5
mediante la adicién de acido acético (1N). Gracias a la accién conjunta de a-amilasas y
amiloglucosidasas (0,2U plI™* CH;COONa 0,1M pH 4,5 y 0,03U pl™* CH;COONa 0,1M pH
4,5 respectivamente) se liberaron los residuos de glucosa. La valorizacién de esta
glucosa se realiz6 mediante la accidén secuencial de dos actividades enzimaticas:
hexoquinasa (1U plI'* HEPES 100mM pH 7,7), que fosforilaba la glucosa, y la glucosa 6
fosfato deshidrogenasa (2,5U ul™ HEPES 100mM pH 7,7) que formaba poder reductor a
partir de NAD" y la glucosa fosforilada de la reaccién anterior. Segun la estequiometria
del ensayo, un mol de glucosa generaba un mol de NADH.

Hexoquinasa
Glucosa + ATP 5 Glucosa 6 fosfato + ADP
Mg “*

G6PDH
Glucosa 6 fosfato 6 Fosfogluconolactona + NADH

NAD *

El valor registrado de absorbancia (A=340nm) correspondia a la formacién de
NADH, y por lo tanto, al contenido en glucosa y almidén. Este contenido se refirid a
una recta patrén con diferentes diluciones de almidén 1mg ml™ tratadas de la misma
forma que las muestras problema.

Extraccion y determinacion de lipidos

Se realizd una extraccion de lipidos diferente segun la estirpe. Para
cianobacterias, muestras de biomasa liofilizada (20mg aproximadamente)
resuspendidas en 1ml de metanol se calentaron a 702C durante 1hora. Este extracto se
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centrifugd y se recuperd el sobrenadante. El sedimento se resuspendié y lavé con
metanol tantas veces como fue necesario hasta dejar el pellet completamente azul. En
el caso de microalgas, se llevd a cabo el mismo proceso de rotura y extraccién utilizado
para la determinacion de almidén, pero recuperando los sobrenadantes hasta dejar el
pellet blanco.

El método de cuantificacién de lipidos totales se basd en una adaptacion del
método gravimétrico descrito por Kochert (Kochert, 1978). A los sobrenadantes
recogidos tras los sucesivos lavados y depositados en tubos de centrifuga de 10ml, se
les afadieron 300ul de MgCl, 0,5% (p/v) y 3ml de HClI 1IN. Después de una
centrifugacidn en la que se separaron las proteinas, se recogid la fase inferior de color
parduzco y se deposité en viales de vidrio previamente lavados con hexano y tarados.
Tras secar el contenido de los viales en una campana de vacio, se determind la
cantidad de lipidos por diferencias de pesadas y refiriéndolos al peso inicial de la
muestra liofilizada.

Determinacion de la composicion elemental

Para la determinacidon de la composicion elemental se utiliz6 un Analizador
Elemental CHNS-O THERMO, modelo FLASH-EA 1112 Series, conectado a un integrador.
Para determinar la composicidn elemental de las células se tomaron 10 ml de cultivo y
se centrifugaron a 3000g durante 5 min. Se desechd el sobrenadante y se lavd el
sedimento con una solucion de formiato amdnico al 1%. Se centrifugd de nuevo y se
guardo el sedimento en la estufa a 802C durante al menos 48 h. A partir de estas
muestras secas y atemperadas, se pesaron alicuotas en cdpsulas previamente taradas
(de estafio para C, H, N, y de plata para 0). La cantidad pesada siempre estuvo
comprendida entre 500 y 1500 pg. Se utilizaron como patrones: sulfanilamida, L-
cistina, D, L-metionina y BBOT (1,5 Bis (5-tert-butil-benzoxazol-2-il) tiofeno). Los
contenidos en N, C, Hy O de las muestras analizadas se calcularon por referencia a los
patrones. Todos los andlisis se efectuaron, al menos, por duplicado.

Medidas de irradiancia

La irradiancia incidente sobre los cultivos en fotoquimostatos se cuantificd con
un medidor de radiacion escalar QSL-100 de tipo 4 (Biospherical Instruments Inc.) que
integra la radiacién procedente de todas las direcciones. La irradiancia incidente se
determind en agua.

La irradiancia solar que incidid sobre los cultivos al exterior se cuantifico
usando una estacién meteoroldgica Datalogger 1Q3000 (Quimisur). Compuesta por un
sensor (PQS1 PAR Sensor, Kipp & Zonen) que determinaba la radiacion
fotosintéticamente activa (PAR) y otro sensor (IQ-BUS) que media la radiacion total.
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Medidas de demanda de CO-

Instalaciones Inabensa S.A. desarrollé un método para determinar la demanda
de didxido de carbono por parte de los cultivos en fotoquimiostato. El método se baso
en el desarrollo de un software que cuantificaba el tiempo de apertura de las
electrovalvulas que permitian el paso de CO, cuando el pH del cultivo superaba el
punto de consigna. Esta demanda estaba determinada por el crecimiento del cultivo.
Mediante una estandarizacion de la temperatura y la presién de la linea de CO,
(fraccién molar 100%); y suponiendo la densidad del aire y del CO, constantes (1,2 y
1,3 kg m™, respectivamente) a una temperatura ambiente constante (202C) se pudo
calcular el caudal molar de gas (mmol CO, s™) que pasaba a través de la electrovalvula
en los periodos de apertura.

Mediante la tasa de fijacion de CO, y los moles del mismo que se inyectaron en
el cultivo, se pudo evaluar la eficiencia en la asimilacion fotosintética de CO, por parte
de los cultivos (Ecuacion 1)

Tasa de fijacion de CO, (g 11d™

Ecuacion 1
Demanda de CO, (g 1a™ x 100

Eficiencia asimilacién CO, (%) =

Calculos

Velocidad especifica de crecimiento

En cultivos estancos, la velocidad especifica de crecimiento (i) y expresada en
d! se determind durante la fase exponencial, segln la siguiente Ecuacién:

Inx, —Inx,

H= - Ecuacién 2

Donde x; y x, representan la densidad celular a tiempos t; y t,.

Productividad en cultivo continuo

La productividad de biomasa (g I'* d*) en cultivos en régimen continuo se
determind segun la Ecuacién 3. Los resultados presentados en este trabajo
corresponden a los valores promedio de al menos 5 determinaciones en cada estado
estacionario.
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Productividad biomasa (g I1d?) = C, (g I'Y) - D (d%) Ecuacién 3

Donde Cy, es la densidad celular; D es la tasa de dilucién impuesta al cultivo (d

.

Tasa de fijacion de CO:

La tasa de fijacion fotosintética por parte de los cultivos se determind
empleando la Ecuacién 4. Cada mol de CO, contiene 12 gramos de C (44/12), por
tanto, la estequiometria de la reaccion de fijacién de este gas indica que, por cada
gramo de carbono asimilado, se retira de la atmdsfera 3,66 g de CO,:

Tasa de fijacion de CO, (g I d?) = 3,66 - [C,gsnicol (817) - D (d?)  Ecuacion 4

Productividad de cultivo semicontinuo

La productividad de biomasa de un cultivo semicontinuo se expresa como el
peso seco de la biomasa recogida por unidad de superficie o volumen, y por unidad de
tiempo. Para su determinacién se utilizd la Ecuacion 5. C, es la concentracion de
biomasa del reactor en el momento de diluir (g I'!) multiplicada por el volumen de
dilucion (1), y dividido por el periodo de dilucién (dias) y la superficie total ocupada por
el reactor (m?) o el volumen del mismo (l):

Co (g ™) -V (I)
S(m?)-t(d)

Productividad de biomasa (g m2d1) = Ecuacién 5

Eficiencia fotosintética

La eficiencia fotosintética (R) medida en g MJ ™, es una medida de la capacidad
de conversion de la energia solar en energia quimica, esto es, biomasa. Para su
determinacion se utilizé la siguiente Ecuacion:

Productividad biomasa (g m—2d) - Calor combustion ( KJ g™1)
Irradiancia ( MJ m—2d1)

R (%) =

Ecuacion 6
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VERIFICACION EN CULTIVO ESTANCO DEL POTENCIAL DE LAS ESPECIES
PRESELECCIONADAS

Para verificar el potencial de cada especie preseleccionada para el fin
propuesto se adoptaron unas condiciones de cultivo uniformes, que permitieran la
comparacion entre ellas y la eleccidn final del organismo mas idéneo. Estos estudios se
realizaron en régimen estanco en las condiciones especificadas en material y métodos,
ofreciendo una primera aproximacion del potencial maximo de cada cianobacteria/
microalga para generar biomasa, y por tanto, para eliminar CO,.

Se siguid la evolucion de la biomasa de los cultivos durante los 8 dias que se
mantuvieron las experiencias. Al final de este periodo se recogié la biomasa para su
posterior caracterizacion. Se analizé la composicion elemental y bioquimica, asi como,
el calor de combustidn de dicha biomasa. La valoracién diaria de la biomasa sirvid para
determinar la velocidad especifica de crecimiento (u) durante la fase exponencial de
los cultivos. Ademas permitié una estimacion de la tasa de fijacion de CO, durante este
periodo (Tabla 3).

Tabla 3. Tasa de crecimiento (p) y de fijacion de CO, (fase exponencial) y acumulacién de
biomasa (final fase estacionaria) de las estirpes ensayadas en las condiciones basicas
empleadas (ver Material v Métodos)

4. Tasade fijacion de CO, Biomasaacumulada

Estirpe p(d™) e d) &)
Anabaena PCC 7119 0,610,1 0,410,1 1,240,2
Anabaena PCC 7120 0,7+0,1 0,4+0,0 1,4+0,2
Anabaena PCC 7937 0,7+0,1 0,410,1 2,1+0,3

Chloroccocum sp. 0,7+0,0 0,2+0,0 2,910,1
Chlorella sp. 0,610,0 0,610,0 2,610,5
Chlorella vulgaris 0,8+0,0 1,2+0,0 6,610,1
Nostoc PCC 9202 0,3+0,0 0,5+0,1 3,1+0,4
Nostoc punctiforme 0,5+0,0 0,5+0,0 3,0+0,0
Porphyridium purpureum  0,5+0,0 0,8+0,0 1,310,1
Scenedesmus vacuolatus  0,7+0,0 0,8+0,0 8,310,0
Spirulina PCC 6313 0,8+0,0 0,7+0,0 2,940,1

Las estirpes que presentaron la tasa de crecimiento mas elevada fueron
Chlorella vulgaris y Spirulina PCC 6313 (u=0,8 d™). Chlorella vulgaris exhibié la
capacidad de fijacién de CO, mas alta durante la fase exponencial del crecimiento del
cultivo (1,2 g CO, I'" d7), seguida de Scenedesmus vacuolatus y Porphyridium
purpureum (0,8 g CO, It gt para ambas estirpes). En cuanto al comportamiento en
fase estacionaria, al cabo de 8 dias de experimentacion, las microalgas acumulaban
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mas biomasa que las cianobacterias. Destacaban Chlorella vulgaris y Scenedesmus
vacuolatus, con 6,6 y 8,3 g biomasa I respectivamente.

Paralelamente, se determind el contenido en carbohidratos totales al final de
las fases exponencial y estacionaria (Tabla 4). Hay que decir que se tratd de una
medida de carbohidratos totales en el cultivo, tanto los contenidos en la biomasa
como los excretados al medio. Chlorella vulgaris y Scenedesmus vacuolatus
acumulaban mayor cantidad de carbohidratos que el resto de estirpes ensayadas en
fase estacionaria.

Tabla 4. Contenido en carbohidratos totales en cultivo estanco al final de la fase exponencial y
estacionaria.

Carbohidratos totales (g I’l)

Estirpe
Fase exponencial Fase estacionaria

Anabaena PCC7119 0,1+0,0 0,4+0,0
Anabaena PCC7120 0,3+0,0 0,9+0,5
Anabaena PCC 7937 0,2+0,0 0,8+0,1
Chloroccocum sp. 0,3+0,0 1,8+0,2
Chlorella sp. 0,5+0,1 1,6+0,2
Chlorella vulgaris 1,2+0,1 3,9+0,2
Nostoc PCC 9202 0,5+0,0 0,9+0,2
Nostoc punctiforme 0,7+0,0 2,1+0,1

Porphyridium purpureum 1,8+0,1 3+0,2
Scenedesmus vacuolatus 0,9+0,0 56+0,1
Spirulina PCC 6313 0,3+0,0 1,5+0,0

Los cultivos mas viscosos fueron Nostoc PCC 9202, Nostoc punctiforme y
Porphyridium purpureum (Tabla 5).

Tabla 5. Viscosidad (100rpm) de los cultivos al final de la fase
estacionaria.

Estirpe Viscosidad (mPas™)
Anabaena PCC 7119 1,3
Anabaena PCC 7120 1,4
Anabaena PCC 7937 4,3

Chloroccocum sp. 1,4
Chlorella sp. 1,3
Chlorella vulgaris 1,5
Nostoc PCC 9202 fuera de rango
Nostoc punctiforme fuera de rango
Porphyridium purpureum 5
Scenedesmus vacuolatus 1,3
Spirulina PCC 6313 2,3

74



Resultados

Para caracterizar la biomasa generada en estos cultivos en estanco se analizo el
contenido en carbohidratos, lipidos y proteinas en la biomasa recogida al final de la
fase estacionaria, asi como la relacion C/N. Para realizar los balances carbono/energia,
se determiné el calor de combustion de la biomasa recogida y liofilizada de cada uno
de los cultivos, obteniéndose valores proximos a 20 kJ g’1 para casi todas las especies
en estudio (Tabla 6).

Tabla 6. Composicién bioquimica, calor de combustién y relacién C/N para cada estirpe tras 8 dias de
cultivo en régimen estanco

(%) Biomasa

Calorde
Estirpe Combustion C/N
Proteinas Carbohidratos Lipidos 1
(Kig?)
Anabaena PCC7119 52,8+3,5 23,5+1,3 9,2+0,3 17,743,1 5
Anabaena PCC7120 41,4+0,9 25,746,8 15,4+3,8 16,6+0,4 6
Anabaena PCC 7937 51,1+1,6 21,1+0,9 10,5+0,2 18,9+0,5 5
Chloroccocum sp. 17,2+0,7 37,5%2,5 28,4+1,8 20,9+1,5 18
Chlorella sp. 35,5+1,9 31,3%1,1 19,344,3 18,613,0 10
Chlorella vulgaris 25,4+1,1 39,1+0,7 24,1+1,5 23,1+2,4 17
Nostoc PCC 9202 47,2+0,0 25,0+0,6 16,2+0,4 13,945,9 4
Nostoc punctiforme 46,0+2,7 32,4+2,7 11,641,3 24,210,0 5
Porphyridium purpureum 20,313,1 57,9+1,7 4,1+0,3 n.d. —
Scenedesmus vacuolatus 17,840,9 52,310,3 15,8+2,2 21,7+0,6 19
Spirulina PCC 6313 39,5+1,9 30,1+0,3 9,840,3 16,6+1,9 5

VERIFICACION DEL COMPORTAMIENTO DE LAS ESPECIES
PRESELECCIONADAS EN CULTIVO CONTINUO

Los estudios en régimen estanco dan idea del potencial maximo de cada
microalga para acumular biomasa, asi como para fijar CO,. La capacidad real sélo se
puede estimar a partir de cultivos operados en régimen continuo. Con el objetivo de
unificar el estudio, las condiciones de operacion para esta evaluacion en continuo se
eligieron de acuerdo con los requerimientos que de forma general presentan
cianobacterias y microalgas, no siendo necesariamente las dptimas para cada estirpe.
Asi, los fotoquimiostatos se operaron a tasas de dilucién de 0,26 y 0,66 d* para
microalgas y cianobacterias respectivamente. El pH predeterminado fue de 7,5 para
microalgas y 8 para cianobacterias, con una temperatura controlada de 25°C para
microalgas y 302C para cianobacterias.

En la Tabla 7 se presentan los datos productividad de biomasa vy fijacion de
CO;, en cultivo continuo, una vez alcanzado el estado estacionario, destacando
Chlorella vulgaris por su alta tasa de fijacion de CO,. La microalga Porphyridium
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purpureum y las cianobacterias Anabaena PCC7119, PCC7120 y PCC7937 no
soportaron las condiciones de experimentacion impuestas y sus cultivos se perdieron
por dilucién.

Tabla 7. Productividad de biomasa y tasa de fijacion de CO, en estado estacionario de
cultivos continuos

Productividad de biomasa Tasa de fijacién de CO,

stirpe g1'd? (g1 d?)
Chloroccocum sp. 0,4+0,0 0,7+0,1
Chlorella sp. 0,6+0,0 1,0+0,0
Chlorella vulgaris 0,610,0 1,1+0,0
Nostoc PCC 9202 0,4+0,1 0,7+0,2
Nostoc punctiforme 0,5+0,1 0,9+0,2
Scenedesmus vacuolatus 0,5+0,0 0,9+0,1
Spirulina PCC 6313 0,2+0,0 0,4+0,1

Los valores mas altos de productividad de biomasa se registraron en los cultivos
del género Chlorella (C. vulgaris y Chlorella sp. 0,6 g biomasa I d). Scenedesmus
vacuolatus mostré también un comportamiento destacable, produciendo mas de
medio gramo de biomasa por litro y dia.

A partir de la biomasa liofilizada recogida en estado estacionario se analizo la
composicion bioquimica y el calor de combustién (Tabla 8). La biomasa de las
microalgas ensayadas contenia aproximadamente un 50% de proteinas y el resto de
carbono distribuido, en proporcidn diferente segun la estirpe, entre carbohidratos y
lipidos. Mientras que, las estirpes pertenecientes al género Chlorella presentaron
valores de carbohidratos ligeramente superiores al del resto de las microalgas,

Tabla 8. Composicion bioquimica, calor de combustion y eficiencia fotosintética (R) en estado
estacionario de cultivo continuo

(%) Biomasa

Calor de
Estirpe combustiéon R (%)
Proteinas Carbohidratos Lipidos (K g?)
Chloroccocum sp. 47,2+2,8 19,7+1,9 20,20,9 16,9+1,1 0,9
Chlorella sp. 48,5+1,3 23,8%1,6 17,7+0,1 19,1+2,2 1,3
Chlorella vulgaris 47,3+1,0 23,0+1,3 19,9+1,5 17,1+0,2 1,4
Nostoc PCC 9202 42,4+0,8 32,212,3 8,1+1,3 12,642,7 0,8
Nostoc punctiforme 45,8+0,7 29,94+2,1 13,612,1 15,4+1,3 1,1
Scenedesmus vacuolatus 44,612,1 20,310,6 28,0+3,8 18,9+1,2 1,2
Spirulina PCC 6313 43,7+1,7 32,4%0,5 17,7+0,1 15,6%1,4 0,5
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Scenedesmus vacuolatus destacd por almacenar mayor cantidad de lipidos
(aproximadamente 30% de la biomasa seca). Las cianobacterias tuvieron un
comportamiento distinto, localizdndose una parte sustancial del carbono fijado como
carbohidratos en detrimento de los lipidos. Respecto al poder caldrico, las microalgas
mostraron en general valores mas altos que las cianobacterias, cercanos a 20 kJ g'l.
Considerando la irradiancia incidente sobre los cultivos, se pudo estimar la fraccion de
energia luminosa transformada en energia quimica como medida de la eficiencia
fotosintética. Los valores mds elevados se obtuvieron con microalgas: Chlorella
vulgaris, Chlorella sp y Scenedesmus vacuolatus (1,2-1,4 %).

SELECCION DE ESTIRPE

Para la seleccion definitiva de la cianobacteria/microalga adecuada se tomé en
consideracién la capacidad de fijar CO,, la densidad de los cultivos una vez alcanzado el
estado estacionario (cuanto mds concentrado esté un cultivo, menos volumen hay que
procesar para recoger la misma cantidad de biomasa) y la composicion bioquimica de
la biomasa generada, destacando segun estos criterios Chlorella vulgaris, Chlorella sp.
y Scenedesmus vacuolatus.

Para la seleccidn final entre estas tres especies se consideré de interés conocer
su capacidad de autofloculacién, para aplicar la economia en el proceso de cosechado
como criterio selectivo. Las especies del género Chlorella debido a su pequefo tamafio
no autofloculaban bien. Sin embargo, Scenedesmus vacuolatus, de mayor tamafio,
sedimentaban rapidamente por lo que el cosechado de su biomasa resultaria mas
econdmico (Figura 20).

Por tanto la seleccion definitiva de Scenedesmus vacuolatus se tomo6 basandose
en las siguientes caracteristicas:

* Alta capacidad de fijacién de CO,

* Alta densidad celular en cultivos continuos

* Facilidad de cosechado

* Generacion de biomasa con prometedor valor afiadido por su
destacable contenido en lipidos y carbohidratos
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Figura 20. Decantacion de cultivos densos (1 g I'l) de S.vacuolatus (A) y
C.vulgaris (B) durante 24h

EL CASO DE Scenedesmus vacuolatus

Previamente a operar los cultivos de cualquier microalga a la intemperie, se
requiere una caracterizacion del comportamiento de la estirpe en condiciones
controladas de laboratorio, con analisis de la influencia de pardmetros criticos y la
consecuente optimizacion de condiciones para el cultivo. A estos efectos, se
desarrollaron cultivos de S. vacuolatus en fotoquimiostatos de tipo columna de
burbujeo operados en régimen continuo e iluminados simulando un ciclo solar. De esta
manera se establecieron las condiciones Optimas en las se maximizaba la fijacidon
fotosintética de CO,, estableciéndose asimismo la tolerancia de los cultivos respecto
del pH y la temperatura. La asignacion de los valores éptimos para cada variable se
llevd a cabo de manera secuencial. Una vez determinada la influencia de un parametro
sobre el rendimiento del cultivo, se selecciond el valor con el que se obtenia mayor
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productividad de biomasa, fijdndose de dicho parametro en las experiencias
posteriores.

Las variables analizadas fueron pH, temperatura y velocidad de dilucion,
estudiandose también el efecto combinado de temperatura/irradiancia. Los resultados
obtenidos permitieron establecer un modelo del comportamiento de productividad y
tasa de fijacion de CO, de los cultivos respecto a importantes factores, tales como
irradiancia disponible y temperatura.

Por ultimo, y para completar la valoracidn del potencial de Scenedesmus
vacuolatus para su empleo en procesos de tratamiento de emisiones gaseosas
industriales, se ha analizado la viabilidad de su cultivo en presencia de mezclas
gaseosas de composicion analoga a la corriente de gases de chimenea de una central
térmica.

Efecto del pH

La primera variable analizada fue el pH, estudiando como la variacion del
mismo afecta la productividad de biomasa y tasa de fijacion de CO,. El intervalo de
valores de pH estudiado fue entre 6y 9.

Resulta patente que S. vacuolatus es una microalga con amplia tolerancia a
cambios de pH, siendo viable su cultivo en todo el intervalo ensayado (Figura 21). El
mayor rendimiento se obtuvo a pH 7,5 con una productividad de biomasa de 0,55 g It
d?, asimilando 1,1 g CO, It dt A pH 6, el valor mas bajo ensayado, el rendimiento del
cultivo solo descendié alrededor del 20%, siendo el valor de la productividad de
biomasa 0,44 g I d* y 0,9 g I'' d el de la fijacidon fotosintética de CO,. Al ensayar
condiciones de cultivo mas alcalinas, tampoco se registraba un descenso dramatico ni
en la productividad de biomasa ni en la fijacion de CO,. A pH 8, 8,5y 9, los cultivos de
S.vacuolatus presentaron productividades superiores a 0,4 g I*d?, con una asimilacion
de CO, de 0,9 g I'd™". Por consiguiente, el comportamiento de esta microalga fue
bastante estable dentro del margen de pH ensayado, manteniendo entre 75 y 80% de
la productividad maxima.

El analisis de wvarianza (Anova factorial) indicaba una influencia
estadisticamente significativa del pH sobre la productividad de biomasa de los cultivos
de S.vacuolatus, con un maximo a pH 7,5. Por tanto, para las siguientes experiencias,
se opero a este valor de pH.
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Figura 21. Efecto del pH sobre la productividad de biomasa y la tasa de fijacion de CO, de S.vacuolatus
en cultivo continuo. Condiciones de cultivo: D: 0,4 d'l, temperatura: 252C, |,,,,,: 30001E m? s‘l, 20mM
NO;

Efecto de la temperatura

Una vez establecido el pH 6ptimo, se llevd a cabo el estudio del efecto de la
temperatura, analizando el comportamiento de S. vacuolatus en cultivo continuo a seis
valores distintos para esta variable. Los resultados se presentan en la Figura 22.

La temperatura 6ptima, tanto para la productividad de biomasa como para la
fijacion de CO,, fue 30°C. Para los demas valores en los que fue viable el cultivo, es
decir, 25 y 359C, la productividad en biomasa sufrié un descenso del orden del 10% (de
0,6 g I'" d* a temperatura éptima, disminuyé a 0,54 y 0,56 g I'* d* a 25 y 35¢C,
respectivamente). Sin embargo, el rendimiento del cultivo se vio afectado claramente
a temperaturas mas extremas. Asi, a la temperatura mas alta ensayada (402C), el
cultivo no alcanzé el estado estacionario, lavdndose tras varios dias de operacion. A
baja temperatura (152C), la productividad descendié hasta un 60% con respecto a la
presentada a 302C. El analisis de la varianza (Anova factorial), indica la existencia de
una influencia estadisticamente significativa de la temperatura en el comportamiento
del cultivo.
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Figura 22. Efecto de la temperatura sobre la productividad de biomasa y tasa de fijacion de CO, de
S.vacuolatus en cultivo continuo. Condiciones de cultivo: D: 0,4 d'l, pH: 7,5, lnax: 3000 pE m? s‘l, 20mM
NO;

En base a estos resultados, se fijo como temperatura éptima 302C.

Efecto de la velocidad de dilucién

La tasa de renovacion del medio es una de las variables mas influyentes en el
comportamiento de los cultivos en régimen continuo, por lo que es importante realizar
un estudio detallado que comprenda un intervalo amplio de velocidades de dilucién.
Asi, se ensayaron cinco velocidades, entre 0,15y 0,8 d™* (Figura 23).

Los resultados indicaban que para una velocidad de dilucion de 0,6 d? se
obtenian las maximas tasas de fijacion de CO, y de productividad de biomasa. Las
diferencias en cuanto a este ultimo parametro, no eran estadisticamente significativas
cuando el cultivo se operaba a velocidades de dilucién de 0,4 y 0,5 d*. Por debajo de
0,4 d* se reducia hasta un 30% el rendimiento del cultivo (de 0,7 a 0,4 g I'* d). El
analisis de la varianza (Anova factorial) acredito la relevancia de esta variable sobre el
comportamiento del cultivo.
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Figura 23. Efecto de la velocidad de dilucidn sobre la productividad de biomasa y tasa de fijacion de
CO, de S.vacuolatus en cultivo continuo. Condiciones de cultivo: Temperatura: 302C, pH: 7,5, lnax:
3000 pE mZs™, 20mM NO;

Andlisis del efecto conjunto de temperatura e irradiancia

La disponibilidad de luz y la temperatura son dos factores interrelacionados
gue afectan marcadamente al crecimiento y rendimiento de los cultivos al exterior. Por
ello, es importante realizar un estudio detallado de cémo estos dos factores influyen
en el comportamiento de los cultivos de S.vacuolatus. A este fin, se han evaluado los
efectos para distintas combinaciones de valores de ambas variables, que pudieran ser
representativas de la situacién en las distintas estaciones del afio en Sevilla. Estos
estudios se llevaron a cabo a una velocidad de dilucién de 0,6 d' y a pH 7,5. Los
valores de irradiancia incidente maxima analizados fueron 1000, 2000 y 3000 pE m™ s™
y las temperaturas 15, 25, 30 y 35°C.

La Figura 24 ilustra la respuesta de la productividad de biomasa, que es analoga
a la observada para la tasa de fijacion de CO,, aunque los resultados para este ultimo
parametro no se muestran.

Como consideracion de cardcter general, cabe apuntar que la temperatura
optima fue la misma (30 2C) para los tres valores ensayados de irradiancia maxima, y
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gue la productividad de los cultivos respondia positivamente al aumento del valor de
irradiancia para todas las temperaturas ensayadas.
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Figura 24. Efecto conjunto de temperatura e irradiancia incidente maxima sobre la productividad de
biomasa de S.vacuolatus en cultivo continuo. Las experiencias se realizaron a una velocidad de
diluciéon de 0,6 d'l, pH 7,5,y 20mM NO;

Para condiciones de baja irradiancia (1000 pE m™s™) y baja temperatura (152C),
Scenedesmus vacuolatus fue incapaz de mantenerse en cultivo continuo a la velocidad
de dilucion establecida; no se alcanzé el estado estacionario y se lavo a los pocos dias
de operacion. Al mismo valor de irradiancia, pero a una temperatura mas favorable
(252C), el cultivo era viable, aunque con solo la mitad de la productividad de la
registrada para la temperatura dptima, 302C. A 359C la productividad del cultivo se vio
muy afectada, rindiendo practicamente unos 0,15 g Itg?

A irradiancia media (2000 pE m’z-s’l), el comportamiento fue similar al registrado
a baja irradiancia. A 152 C, la velocidad de crecimiento de S.vacuolatus, fue incapaz de
igualarse a la velocidad de dilucién impuesta, por lo que el cultivo se lavé. A 302 C
alcanzé el maximo de productividad, 0,52 g I'* d*, un 20% mayor que la presentada a
259C para la misma irradiancia. A 352C la productividad de biomasa solo alcanzaba un
45% (0,29 g I'* d'!) del valor 6ptimo a 30¢C.
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A 3000 uE m? s? pudo conseguirse el estado estacionario para cultivos
continuos de S.vacuolatus a 152C, superandose los 0,2 g I'* d™*. La productividad a
25y 359C (0,55y 0,53 g I'* d, respectivamente) fue un 90% de la maxima. A 30
°Cy 3000 uE m? s de irradiancia incidente, los cultivos de S.vacuolatus rindieron
hasta 0,6 g It d?, siendo éstas las condiciones Optimas para el crecimiento y
fijacion de CO, de los cultivos en régimen continuo.

El andlisis de la varianza refrendd la importancia de la irradiancia y la
temperatura sobre el comportamiento de los cultivos de S.vacuolatus, resaltando
la irradiancia como variable mas significativa.

Modelo de crecimiento y de fijacion de CO;

Un completo analisis estadistico (ANOVA multifactorial) de la influencia de cada
variable estudiada sobre la velocidad de crecimiento pone de manifiesto que el
crecimiento en régimen continuo de Scenedesmus vacuolatus se encuentra
fuertemente influenciado por la irradiancia promedio (l.,) y por la temperatura. Es por
ello necesario definir un modelo de crecimiento (o funcion matematica) que tenga
como base estas variables.

Definicion de un modelo de crecimiento en funcion de la velocidad de dilucion e
irradiancia

La primera variable a considerar es la irradiancia promedio, por ser la variable
con mayor influencia y significacidn sobre el crecimiento de S.vacuolatus.

l,v se define como la irradiancia que recibe una célula media del cultivo, y se
relaciona directamente con la irradiancia incidente (l,) e inversamente con el paso de
luz del cultivo (p), la densidad celular del mismo (Cp) y el coeficiente de extincion de la
biomasa (K,), segun la Ecuacion 7:

IO -1 - e(_Ka’p'Cb)

[, =—2
¥ K, p-Cb

Ecuacion 7

Por lo tanto, un incremento en la irradiancia incidente sobre la superficie del
reactor no implica un aumento de la irradiancia promedio que recibe cada célula. Si la
densidad del cultivo aumenta, se daran fendmenos de sombreado entre las células,
disminuyendo l,,. Para determinar la irradiancia media que recibe cada célula en cada
condicion ensayada, es necesario determinar experimentalmente el valor de K, (m2 g'l)
ya que el resto de variables que conforman la ecuacién de la I,, estan determinadas
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(p= 7cm; I, y Cp, fueron medidas experimentales propias de cada condicién ensayada).
El valor de K, se establece de acuerdo con la Ecuacién 8:

_ Absorbancia media
T Cp -1

Ecuacion 8

donde la absorbancia media se calcula a partir del espectro de absorcion
(Figura 25) de una suspension celular con una concentracion de biomasa determinada
(Co, g m>), siendo | (m) el camino Sptico que recorre la luz (cubeta de 0,01m). Para el
caso de S. vacuolatus, el valor de la K, fue 0,17 ng 1

Una vez determinada la K,, se puede calcular la |,, de cada condicién de

acuerdo a la Ecuacion 7.

0,2 —

Absorbancia

I I I I
400 500 600 700

A (nm)

Figura 25. Espectro de absorcion de Scenedesmus vacuolatus

Por tratarse de un microorganismo, el modelo a aplicar inicialmente es el de
crecimiento bacteriano de Monod (1949). Este modelo asume que, en un cultivo
limitado por un nutriente, la tasa o velocidad de crecimiento (u) y la concentracion del
sustrato limitante (S) estan relacionadas segun la expresion matematica:

S

_ H max’

M=K +5

Ecuacion 9
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En el caso de las microalgas, la luz puede considerarse un sustrato esencial para
el crecimiento. La aplicacién de la ecuacion de Monod al crecimiento de
microorganismos fotosintéticos, siendo la tasa de crecimiento (i) dependiente de la
irradiancia promedio (l,,), resulta en la siguiente funcion (Molina Grima et al., 1994):

n

U_(I ) — umax' av ..
av. —Ikn 10 Ecuacién 10

donde u es la tasa especifica de crecimiento, Unax €S la tasa especifica maxima
de crecimiento bajo las condiciones de cultivo establecidas, Iy (LE m™ s™) representa la
afinidad del microorganismo por la luz y equivale al valor de |,, para el cual la velocidad
de crecimiento es Umax/2, y n es un parametro de forma.

Ajustando los datos experimentales a la ecuacién propuesta por Molina Grima
(1994) por regresion no lineal (Figura 26) se obtuvieron los siguientes parametros
caracteristicos para S. vacuolatus:
*  Hma=0,88d™
e n=2,5
e 1,=87,5uEm?s™?
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Figura 26. Efecto de la irradiancia promedio (l,,) sobre la velocidad especifica de crecimiento () de
S.vacuolatus en cultivo continuo
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Estos valores indican que S. vacuolatus es una microalga de rapido
crecimiento con una alta afinidad por la luz disponible (constante de semi-saturacion
para la irradiancia, ly, inferior a 100 puE m s'l).

Los valores experimentalmente obtenidos para la velocidad de crecimiento se
ajustaban con elevada correlacién (r2=0,96) a los predichos por el modelo propuesto
(Figura 27).
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Figura 27. Ajuste entre los valores experimentales y los obtenidos mediante la Ecuacién 10 para la
velocidad de crecimiento de cultivos de S.vacuolatus a distintos valores de irradiancia promedio

Ajuste del modelo de crecimiento en funcién de la influencia de la temperatura

El modelo basico de crecimiento fundamentado en la irradiancia promedio se
ha refinado y complementado incorporando la temperatura como segunda variable
gue mas afecta al crecimiento de S.vacuolatus en cultivo continuo. De esta manera
pueden estimarse los limites de tolerancia a temperatura y precisar cdmo se afecta el
rendimiento de los cultivos. A tal fin, se aplicé la ecuacion de Arrhenius (Ecuacién 11)
que relaciona la velocidad de crecimiento con la temperatura:

Ea: E.
w(™) = |Ag- e(ﬁ) —A,- e(ﬁ)

Ecuacion 11
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Donde A; y A, son parametros relacionados con el crecimiento y caracteristicos
de cada microorganismo. Asi, A; corresponde al efecto positivo de la temperatura
sobre el crecimiento hasta los 302C, mientras que el parametro A, se relaciona con la
caida de la velocidad de crecimiento a partir de la temperatura 6ptima. Los términos
Ea1 v Eaz se corresponden con la energia de activacion de los parametros A; y A,. Con
los valores previamente determinados para n, lx y Umax Se ajustaron los valores
experimentales a la ecuacidn de Arrhenius, determinando los valores de los
parametros caracteristicos de la misma: A= 2:10" d; Ea= 4,09:10* J mol™; A,=
7,56:10" d; E,,= 8,05-10*) mol™; R= 8,31 J K™ mol™.

El modelo de crecimiento de Scenedesmus vacuolatus basado en la irradiancia
promedio (l,) y la temperatura (2C) corresponde a la funcion:

.[ n Ea
L+ L2 Ecuacién 12

0,8

o
o

1 modelo (d?)
o
SN

0,2

I I I I
0,2 0,4 0,6 0,8

u experimental (d't)

Figura 28. Ajuste entre los valores experimentales y los obtenidos mediante la Ecuacion 12 para la
velocidad de crecimiento de S.vacuolatus en cultivo continuo para distintas condiciones de irradiancia

promedio (l,,) y temperatura

Como se observa en la Figura 28, existia un excelente ajuste (r2=0,9) entre los
datos experimentales y los valores calculados segin el modelo propuesto.
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Simulacion del comportamiento de S.vacuolatus en cultivo continuo

Gracias al modelo de crecimiento propuesto, es posible simular el
comportamiento de la microalga en cualquier situacion experimental para distintas
combinaciones de valores de temperatura, irradiancia incidente y velocidad de dilucion
y a partir de ellas estimar la concentracion y la productividad de biomasa o la tasa de
fijacion de CO, para cada una de estas situaciones. En las Figuras 29, 30A y 30B, se
presentan estas simulaciones para una velocidad de dilucién de 0,5 dt.

Para una tasa de dilucion de 0,5 d*, la simulacién predice una densidad celular
maxima ligeramente superiora 1,2 g I gue se corresponde con una productividad de
biomasa que sobrepasalos 0,6 g gt y una de fijacion de carbono cercanaal,2 g It
! alcanzables a 30°C y maxima lo. Con la ayuda del modelo, resulta pues posible
establecer la combinacién de valores de las tres variables (D, T2, lp) que permitirian
alcanzar las maximas tasas de fijacion de CO,.

Figura 29. Simulacion del efecto combinado de irradiancia y temperatura sobre la
concentracion de biomasa de cultivos de S. vacuolatus en régimen continuo para una tasa
de dilucién de 0,5 d™
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Figura 30. Simulacién de la influencia de la irradiancia y temperatura sobre la
productividad de biomasa (A) y la tasa de fijacion de CO, (B) de cultivos de S.
vacuolatus en régimen continuo para una tasa de dilucion de 0,5d™
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Efecto de las mezclas gaseosas de origen industrial sobre la viabilidad y
eficiencia de los cultivos

Uno de los objetivos generales de este trabajo era determinar la posibilidad de
utilizar gases procedentes de emisiones industriales para el cultivo de microalgas. Esta
aproximacion reduciria los costes de operacién de los cultivos, asi como las emisiones
de CO,. Para determinar el potencial de cultivos de S. vacuolatus para captar y utilizar
gases residuales, se desarrollaron diversas experiencias suministrando a los cultivos
una mezcla de gases de composicién similar a la de las emisiones de una central
térmica, que emplea carbones bituminosos como combustible fésil para la produccién
del vapor de agua necesario para generar energia eléctrica (Tabla 9). Aunque en este
tipo de instalaciones los gases de combustidon se depuran parcialmente mediante
procesos quimicos (precipitacion electrostatica, desulfuracion o reduccién de 6xidos
nitrosos), el contenido en éxidos de N y S alin permanece alto.

Tabla 9. Composicion de gases tipica a la salida de un proceso de
combustion de una central térmica de 450MW que utiliza carbones
bituminosos

Temperatura 50-602C
Presién 1 bar
Gas (% v/v)
CO, 9,5-12
H,O0 12-27
N, 57-70
0, 4,5-5
SO, 0,03-0,06
NO, 0,04-0,08

La mezcla de gases utilizada para las experiencias que aqui se describen
contenia: NO,=0,08%; S0,=0,06%; 0,=5%; C0,=12%, siendo el resto N,. Cuando
procedia, este gas basico se diluia con aire en la proporcidn requerida. Las experiencias
se llevaron a cabo en fotoquimiostatos operados en régimen continuo y en las
condiciones de temperatura, pH e irradiancia establecidas como éptimas.

El CO, puro que se utilizaba habitualmente para el suministro de carbono, y
gue se inyectaba a demanda para mantener el pH del cultivo, se sustituyd por la
mezcla de gases descrita. Inicialmente, para establecer la tolerancia de S. vacuolatus a
los gases presentes en la mezcla gaseosa bdsica, se adiciond de forma continua al
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A) B)

Figura 31. Aspecto de un cultivo de S.vacuolatus en condiciones dptimas de operacion (A) y usando
gases de escape con CO, al 12% (B) como fuente de C

cultivo una corriente de aire enriquecido con la mezcla gaseosa a diferentes
proporciones para asegurar un suministro de CO, al 12 (sin diluir con aire) ,6 ,3 y 1%.

Sélo cuando la mezcla se diluyo con aire doce veces (CO; al 1%), el medio no se
acidificaba exageradamente (pH estabilizado entre 7 y 8) y los cultivos de S. vacuolatus
eran viables. Para diluciones menores de la mezcla gaseosa basica (CO,al 3, 6 6 12%),
el cultivo se acidificd, con valores de pH por debajo de 5, afectandose severamente el
desarrollo de las células e imposibilitando su cultivo (Figura 31).

La comparacién con un reactor operado en las mismas condiciones pero
burbujeado de forma continua con una corriente de aire suplementado con CO; puro
al 1%, mostré una productividad analoga a la del cultivo burbujeado con la mezcla
gaseosa basica diluida 12 veces, que contenia igualmente un 1% de CO, (Tabla 10). Asi
mismo, la composicién bioquimica de la biomasa generada no presenté diferencias
significativas, con un contenido en proteinas del 40%, asi como niveles del orden del
20% tanto de lipidos como de carbohidratos (Figura 32).
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Tabla 10. Productividad de cultivos continuos de S.vacuolatus burbujeados continuamente con aire
enriquecido con CO, puro o combinado con otros gases de combustion

Productividad de biomasa (g I d”!) Tasa fijacién de CO, (g It d?)

CO, puro 0,64 +£0,2 1,17 +0,3
Gas combustién 0,67+0,1 1,22+0,2
I Proteinas
[ Lipidos
50 I~ [ Carbohidratos
40 —
(4]
0
(]
€ 30
=
N
20 — 1 T
10
0
1% CO; puro 1% CO, gases

de combustion

Figura 32. Composicion bioquimica de cultivos en régimen continuo de S.vacuolatus burbujeados
continuamente con aire enriquecido con CO, puro o combinado con otros gases de combustién

Por otra parte, cuando el CO, (puro o combinado con otros gases de
combustién) se suministréo a demanda para mantener el pH del medio a 7,5, los valores
de productividad, tasa de fijacion y composiciéon de la biomasa de cultivos de
S.vacuolatus fueron similares independientemente de la fuente de CO, (Tabla 11,
Figura 33).
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Tabla 11. Productividad de cultivos burbujeados con aire enriquecido con CO, puro o combinado con
otros gases de combustion a demanda

Productividad de biomasa (g It d'l) Tasa fijacion de CO, (g It d’l)

CO, puro 0,63+0,1 1,15+0,2
Gas combustion 0,64 +0,1 1,17+0,1
Il Proteinas
[ Lipidos
50 — [ Carbohidratos
40 —
[
0
£
S 30 —
m
X T
20 — L
10 —
0

CO, puro CO, gases
de combustion

Figura 33. Composicion bioquimica de cultivos en régimen continuo de S.vacuolatus burbujeados con
aire enriquecido con CO, puro o combinado con otros gases de combustién a demanda
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CULTIVO DE Scenedesmus vacuolatus AL EXTERIOR

Empleando las condiciones dptimas para el cultivo de S.vacuolatus establecidas
en laboratorio, se estimo la eficiencia de captacion de CO, en cultivos a la intemperie
empleando diferentes disefios de reactor. Los sistemas usados fueron: estanques
abiertos agitados por paletas, con una relacion volumen/superficie de 100 | m? y
reactores planos verticales (RPV) de 115 | m™.

El objetivo inicial era desarrollar el estudio comparativo a lo largo de un ciclo
anual completo. Sin embargo, problemas de contaminacion limitaron de forma
importante estos ensayos.

Cultivo en estanque abierto

Los cultivos se operaron en modo semicontinuo, con inyecciéon de CO; a
demanda para el control de pH (punto de consigna 7,5) y sin control de temperatura.
En las Tabla 12 y 13 se muestra las variables de operacién y los resultados de
productividad en aquellas experiencias que no tuvieron problemas de contaminacién.
La frecuencia de dilucion generalmente viene determinada por el crecimiento del
cultivo, y éste, a su vez, por la irradiancia incidente. Los ciclos de dilucion fueron de 2-3
dias tanto en verano como en otofio. Asi, en verano, con valores elevados de
irradiancia incidente, la densidad celular minima era de 0,3 g I'}, rindiendo 0,05 g I'* d™.

Tabla 12. Variables de operacién de cultivo semicontinuo en estanque abierto de S.vacuolatus

B Densidad celular Frecuencia diluciones Irradiancia mediaincidente Temperatura media
Estacion . 1 h 2.1 o
minima (g1”) (dfas) (MIm™d™) (°C)
Verano 0,3 2-3 21,3+1 25,3+5
Otofio 0,2 2-3 10,3+1 19,444
VERANO oToNO
06 06 L
— 05— ~ 05—
E 04 é 0,4
g g
g £
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Figura 34. Evolucidn de los cultivos semicontinuos en estanque abierto de S.vacuolatus representativo
de experiencias viables en diferentes estaciones
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Tabla 13. Productividad de biomasa y tasa de fijacion de CO, de cultivos de S.vacuolatus en estanque
abierto

Productividad de biomasa Tasa de fijacién de CO,
Estacion 4 o - o
(gd? (gm~d") (g™d™) (gm~d")
Verano 0,05+0,03 5+3 0,09+0,05 945
Otofio 0,04+0,03 4+3 0,07+0,05 7+5

En otofio, con un valor menor de irradiancia, los reactores se operarona 0,2 g
! rindiendo 0,04 g It d. En Ia Figura 34 observamos el progreso de los cultivos
semicontinuos en estos reactores, que se mantenian durante periodos superiores a

una semana.

Cultivo en reactor plano vertical (RPV)

Los cultivos de S.vacuolatus en este tipo de reactor, al igual que en estanques
abiertos, presentaron problemas de contaminacién. En la Tabla 14 se muestra las
variables de operacién de los cultivos semicontinuos en RPV. Los valores de
productividad de biomasa y fijacién de carbono (0,13 y 0,24 g I'* d, respectivamente)
determinados en Primavera eran similares a los encontrados en Otofo (Tabla 15). El
diseno de reactor plano vertical, permite un buen aprovechamiento de la luz, con
valores de eficiencia fotosintética entre 1,5 (primavera) y 2,5% (otono). En la Figura 35,
se muestra la evolucidn de los cultivos semicontinuos en RPV en primavera y otofio, asi
como, la composicion bioquimica de la biomasa generada, que es andloga,
independientemente de la época del afio en que se opera el cultivo.

Tabla 14. Variables de operacién de cultivos semicontinuos en RPV de S.vacuolatus

.. Densidad celular Frecuencia diluciones Irradiancia mediaincidente  Temperatura media
Estacion . 1 , 21 0
minima (g1™) (dias) (MIm™d™) (2C)
Primavera 0,5 2-3 18,613 29,143
Otofio 0,6 2-3 11,943 31,61

Tabla 15. Productividad de biomasa y tasa de fijacion de CO, en cultivos de S.vacuolatus en RPV

Productividad de biomasa Tasa de fijacion de CO,
Estacion - - - -
(gl™d™) (gm~d’) (g1"d") (gm™d7)
Primavera 0,13+0,04 1544,6 0,24+0,07 27,718,4
Otofio 0,13+0,06 1547 0,24+0,11 27,7+12,8
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Figura 35. Evolucion de la concentracion de biomasa de los cultivos de S.vacuolatus en RPV.
Composicion bioquimica de la biomasa generada

Contaminaciones presentes en los cultivos al exterior de S.vacuolatus

Los problemas de contaminaciéon por otros microrganismos que presentaron
los cultivos de S. vacuolatus fueron episodios independientes del tipo de reactor que
se operd o de cualquier otro tipo de parametros fisico-quimicos que afectase al cultivo.
A parte de bacterias, organismos que dificilmente pueden ser eliminados en un cultivo
a la intemperie, las infecciones mas recurrentes fueron por hongos (Phylium
Chytridiomycota) y ciliados como Vorticella sp y Paramecium sp. (Figura 36).
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Figura 36. Aspecto de cultivos de S.vacuolatus contaminados. A) Célula no
parasitada (x100), B) Célula infectada por quitridio (x100), C) Aspecto de un cultivo
contaminado por quitridios (x100), D) Vorticella sp (x25), E) Paramecium sp (x63).

Todas las fotos tomadas al MO.
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EL CASO DE Chlorella vulgaris

Comprobada la dificultad de mantener cultivos a la intemperie, estables en el
tiempo, de Scenedesmus vacuolatus se descartd la opcion de esta especie como
sistema efectivo para retirar CO, procedente de emisiones. De acuerdo con la
informacién obtenida en el proceso de seleccion, Chlorella vulgaris, también
presentaba alta productividad de biomasa, elevada capacidad de fijacion fotosintética
de CO, y una composicion bioquimica interesante, aunque se seleccionara a
Scenedesmus vacuolatus fundamentalmente por su mayor facilidad para sedimentar,
con su consecuente ventaja para el cosechado.

Se reconsiderd por tanto la idoneidad de C. vulgaris para el objetivo propuesto
en este trabajo, determinando el efecto de diversos parametros sobre la productividad
de sus cultivos continuos (pH, temperatura, velocidad de dilucion, irradiancia incidente
y concentracion de nitrato (como fuente de N combinado) en el medio de cultivo),
estableciendo las condiciones Optimas para el crecimiento y fijacion de CO,.
Adicionalmente, debido a su perfil bioquimico, se evalué la idoneidad de esta
microalga en relacién a su aprovechamiento para la produccién de un compuesto de
interés energético como es el almidén. En base a estos resultados se propone un
modelo de crecimiento para C. vulgaris y otro para la produccién de almidon. Se
analizdé su comportamiento cuando se aireaba con una mezcla gaseosa que simulaba
las emisiones de una central térmica. Por ultimo, se verificd la viabilidad del cultivo a la
intemperie de esta microalga.

Efecto del pH

Bajo las condiciones de operacion descritas en la Figura 37, se analizo la
productividad y tasa de fijacion de CO, en el intervalo de pH estudiado que abarca
valores entre 6,5y 9.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que C.vulgaris es una estirpe con
amplia tolerancia al pH, sin que el rendimiento de sus cultivos se viese afectado en un
intervalo de pH entre 6,5 y 8. Sin embargo, a pH 8,5, la productividad decaia un 20%,
disminuyendo a pH 9 hasta 65% con respecto al maximo. El analisis de la varianza
indica que el pH es una variable estadisticamente significativa en la productividad de
biomasa. Asi mismo, el andlisis estadistico aplicado (test de Tukey) revela la existencia
de dos grupos con diferencias estadisticamente significativas, uno para valores de pH
comprendidos entre 6,5 y 8 y otro correspondientes al intervalo entre 8,5 y 9. Se
seleccioné 7,5 como valor éptimo de pH para el cultivo de C.vulgaris, valor intermedio
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dentro del intervalo donde esta microalga presentaba sus valores maximos de
productividad y fijacién fotosintética de CO,.

A pH 7,5, 252C y una velocidad de dilucién de 0,4d", el cultivo alcanzaba
elevadas densidades celulares de 1,5+0,1 g de biomasa I poseyendo la biomasa un
elevado contenido energético de 20 kJ g’l.
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Figura 37. Efecto del pH sobre la productividad de biomasa y tasa de fijacion de CO, de cultivos de
C.vulgaris en régimen continuo. Condiciones de cultivo: D 0,4 d'l, Temperatura 252C, I,,,, 3000 pE m?
s, 20mM NO;’

En cuanto a la composicidon bioquimica de la biomasa generada, el contenido
de proteinas era maximo a pH 7,5 (proximo al 50%), descendiendo a pH mas acidos y
alcalinos, pero sin ser nunca inferior al 40% de la biomasa. El contenido en lipidos no
se modificd con el pH, oscilando entre un 20 y 25% de la biomasa generada. A pH mas
extremos, dentro del intervalo analizado, el contenido en carbohidratos, era mayor
(23%) que a pH 7,5-8 (18%). Un patrén similar se observé para el contenido en
almiddn, que era notablemente superior para los valores mas bajos y mads elevados de
pH, representando el almidén a pH 8,5 o0 9 hasta un 66% de los carbohidratos totales.
La productividad en almidén de los cultivos de C.vulgaris registraba su maximo (60 mg
I"* d) a pH 8,5 (Figura 38).
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Figura 38. Composicion bioquimica y productividad de almiddn de cultivos de C.vulgaris en régimen
continuo a diferentes valores de pH. Condiciones de cultivo como las descritas en la Figura 37

Efecto de la temperatura

Se ha evaluado la respuesta de los cultivos de C.vulgaris en régimen continuo a
la temperatura, dentro de un intervalo amplio de valores, desde 15 a 352C.

Los cultivos presentaron una amplia tolerancia a este factor, mostrando los
valores mas altos para productividad de biomasa vy fijacion fotosintética de carbono
entre 15y 252C. A 20 y 259C, el rendimiento del cultivo fue ligeramente superior a los
05¢g It d*, asimilando casi 1 g CO, It d*. A 309C, disminuian la productividad de
biomasa v la fijacion de carbono un 50% con respecto al maximo obtenido a 20 y 252C.
A 359C los cultivos en régimen continuo eran inviables (Figura 39).

Una vez alcanzados los distintos estados estacionarios, se evalio la
composicion bioquimica y el calor de combustion de la biomasa, determinandose la
densidad celular y el contenido en Cy N. A 20 y 252C, la concentracion de biomasa una
vez alcanzado el estado estacionario era cercana a 1,3 g I}, disminuyendo un 40% (0,77
g I'!) a 30C. El calor de combustion de la biomasa generada se mantuvo en 20 kJ g™.
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Figura 39. Efecto de la temperatura sobre la productividad de biomasa y tasa de fijacion de CO, de
cultivos de C.vulgaris en régimen continuo. Condiciones de cultivo: D: 0,4 d'l, pH: 7,5, l,,ax: 3000 WE m?
s, 20mM NO;’

En cuanto a la composicién bioquimica (Figura 40), el contenido en proteinas
entre 15 y 252C fue constante, correspondiendo al 50% del total de la biomasa
generada. Sin embargo, a 309C, el contenido en proteinas descendié hasta un 37%,
determinando una razén C/N de 6,1, muy superior al 4,7 obtenido a 20 y 25°C. El
exceso de C asimilado deberia incorporarse como lipidos y/o carbohidratos. A 302C, el
carbono de nueva fijacion se distribuia en partes equivalentes entre proteinas, lipidos
y carbohidratos, con mayor proporcion de estos uUltimos compuestos (30% de la
biomasa) que en los correspondientes a las otras temperaturas ensayadas (15%). El
contenido en lipidos se mantuvo entre 28 y 35% de la biomasa en todos los casos. A
temperaturas entre 15 y 259C, el almiddon representaba el 10-15% del total de
carbohidratos. A 302C esta proporcidn subié hasta el 25%, alcanzando el maximo de
productividad en almidén (20mg I d™).

El andlisis de la varianza indicé una influencia estadisticamente significativa de
la temperatura en la productividad de biomasa. El andlisis estadistico aplicado (test de
Tukey) evidencié la existencia de dos grupos de respuesta a la temperatura, uno
correspondiente al intervalo de 15 a 259C, y el otro correspondiente a los valores de 30
y 352C. La temperatura éptima seleccionada fue 202C, valor intermedio en el intervalo
de temperaturas en el que la productividad de C. vulgaris era maxima.
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Figura 40. Composicién bioquimica y productividad de almidén de cultivos de C.vulgaris en régimen
continuo a diferentes temperaturas. Condiciones de cultivo como las descritas en la Figura 39

Efecto de la velocidad de dilucién

Se ha evaluado la respuesta de los cultivos de C. vulgaris a la velocidad de
dilucién en un intervalo amplio de valores de dilucién (D), desde 0,2 d™ a 1,1 d™* (Figura
41).

El rendimiento mas alto se observod dentro del intervalo comprendido entre 0,5
y 0,8 d'l, siendo los valores maximos de 0,7 g de biomasa It d. A velocidades de
dilucion mas bajas, no se comprometia excesivamente el rendimiento de los sistemas,
disminuyendo apenas un 15-20% la productividad. En cambio, a alta tasa de dilucion,
se registraba una caida drastica de dicha productividad, entre un 50 y 75% con
respecto al valor maximo obtenido a 0,5 d*. El andlisis de la varianza indicaba gue la
velocidad de dilucién era una de las variables mas influyentes en el comportamiento
de los cultivos de C.vulgaris. Asi mismo, el test de Tukey indicd la existencia de tres
grupos de respuesta estadisticamente diversos dentro de los resultados. Dentro del
intervalo con mejor respuesta (0,5 a 0,8d™) se seleccioné 0,5d™, que permitia trabajar
con cultivos mas densos (1,4 g I').
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El analisis bioquimico de la biomasa generada (Figura 42) corrobord que a baja
tasa de dilucidn, cuando la relacién C/N era de 6,0, el contenido en proteinas era bajo,
suponiendo un 30% de la biomasa. Sin embargo, a valores mads altos de diluciones
representaba del orden del 50%, con una relacién C/N de aproximadamente 5. El
contenido en lipidos, fue mayor a baja velocidad de dilucidn, sobrepasando el 40% de
la biomasa generadaa 0,2y 0,3 d*. Sin embargo, al incrementar la velocidad de aporte
de medio, el contenido lipidico disminuyé hasta el 25% de la biomasa. Por otro lado, el
contenido en carbohidratos siguié un comportamiento inverso al lipidico, aumentando
al hacerlo la velocidad de dilucion (25% de la biomasa a 1,1 d'l). El contenido en
almidon siguid un comportamiento similar, acumulandose mas a mayor D. La mayor
productividad de almiddn se encontré a 0,9 d’l, con valores de 30 mg e 1,1 d'l, a
pesar de poseer un contenido en almidén cercano al 10% de su biomasa, el bajo
rendimiento en biomasa determinaba una productividad de almidén de solo 18 mg I
d™.
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Figura 41. Efecto de la velocidad de dilucion sobre la productividad de biomasa y tasa de fijaciéon de
CO, de cultivos de C.vulgaris en régimen continuo. Condiciones de cultivo: Temperatura 202C, pH 7,5,
Imax 3000pE m™s™, 20mM NO;°
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Figura 42. Composicion bioquimica y productividad de almiddn de cultivos de C.vulgaris en régimen
continuo a diferentes velocidades de dilucién. Condiciones de cultivo como las descritas en la Figura
41

Efecto conjunto de temperatura e irradiancia

Operando en condiciones dptimas respecto de las variables ya optimizadas de
pH (7,5) y velocidad de dilucién (0,5 d), se evalud el efecto de diferentes irradiancias a
diferentes temperaturas. Las combinaciones fueron:

e 1000 uE m?sta15,20,30 y 359C
e 2000 uE m?sta15,20,30y 35°C
e 3000 uE m?sta15,20,30y35°C (0,4dY)

La maxima productividad de biomasa se obtenia a 202C, independientemente
de la irradiancia incidente (Figura 43), manifestdndose un claro descenso de

productividad a 302C. A 352C ningun cultivo fue viable.

Al analizar el efecto de la irradiancia a la temperatura dptima de 209C, se
observa un mayor rendimiento de los cultivos al maximo valor de irradiancia ensayado
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(Figura 44). A 2000 pE m? s, la productividad decayé un 35% mientras que a 1000 pUE
m~?s? cafa ain mas, en torno al 60%.

El analisis de la varianza mostré que la irradiancia tenia una influencia positiva
en la productividad de biomasa, con los mayores rendimientos a 3000uE m?2s?t (Figura
44). Aplicando el test de Tukey se encontraron diferencias significativas dentro de cada
irradiancia para las diferentes temperaturas, exceptuando los casos de 2000 pE m?s™
15y 20°C.
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Figura 43. Productividad de biomasa de C.vulgaris en cultivo continuo a diferentes temperaturas e
irradiancias maximas incidentes. D: 0,5 d™ para 1000 y 2000 pE m™>s™; D: 0,4 d”* para 3000 pE m™s™

Al analizar la composicion de la biomasa de los cultivos sometidos a una

* qguedd patente que el mayor

irradiancia maxima incidente de 1000 HE m? s
contenido proteico se registraba a la temperatura mas baja ensayada, mientras que el
de lipidos era practicamente constante, independientemente de la temperatura de
cultivo. El mayor contenido en carbohidratos se encontrd, sin embargo, a la
temperatura mas alta ensayada (302C), condicion en la que el nivel de almidén era

también mads elevado, representando el 40% de los carbohidratos totales. A esta

106



Resultados

o ~
© 4
— ©
— —
o 1,2 — 1,2 ;
@ e
é 10 110 8
3 3
o 08 —08
o =
S (&)
(]

S 06 —06 =
= %
©
2 04 —04 G
S <
o

0,2 - —0,2 +
+ | | |

1000 2000 3000
lp (LE m?s™)

Figura 44. Rendimiento de los cultivos de C.vulgaris en régimen continuo a diferentes irradiancias
maximas incidentes. Condiciones de cultivo, pH: 7,5, temperatura: 202C, D: 0,5 d‘l, 20mM NO;

temperatura la productividad de almidén era, asimismo, la mas alta (25 mg It d?
(Figura 45A).

A 2000 pE m?2 s, el contenido maximo de carbohidratos se registré a 209C,
temperatura a la que era también maximo el contenido en almiddn, que alcanzaba un
8% de la biomasa (Figura 45B). La productividad de almidén a 2000 pE m™? s era
igualmente maxima a 202C, aproximandose a 30 mg I d™.

Como se ha descrito anteriormente, (Figura 40) a 3000 pE m?2s?, el contenido
proteico era superior al 50% de la biomasa para 15 y 252C, disminuyendo a 302C,
siendo constante el contenido lipidico a cualquier temperatura. El contenido en
carbohidratos fue maximo a 302C, representando el 25% de la biomasa y con una
productividad de almidén de 20 mg Itd?
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Figura 45. Composicion bioquimica y productividad de almidén de cultivos de C.vulgaris en régimen
continuo a diferentes temperaturas para valores de irradiancia maxima incidente de 1000 (A) y 2000 (B)
MUE m?s? a diferentes temperaturas. Las condiciones de cultivo como las descritas en Figura 43.
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Efecto de la disponibilidad de NO3z sobre el cultivo continuo de Chlorella
vulgaris

Una vez completada la caracterizacion de las variables que influyen en el
crecimiento de C.vulgaris en fotoquimiostato y establecidas las condiciones dptimas
para el cultivo en régimen continuo, se ha procedido a valorar el efecto del aporte de
una fuente de nitrégeno combinado sobre el crecimiento de esta microalga.

Los cultivos se operaron a las condiciones dptimas establecidas: pH, 7,5;
temperatura, 209C; velocidad de dilucién, 0,5 d™: irradiancia méaxima incidente 3000
HE m2s™. Los valores de concentracion para el nitrato presente en el medio fresco de
aporte eran: 1, 5,10y 20 mM.

La concentracion de biomasa en el estado estacionario en los cultivoscon 1,5y
10 mM de nitrato fue marcadamente inferior a la de aquellos con 20mM de NaNOs. En
los cultivos en que la concentracién de nitrato era menor de 20 mM, el contenido en N
de la correspondiente biomasa era inferior al 10%, lo que se traducia en valores de la
razén C/N superiores a 5, mas elevados cuanto menor era la concentracién de nitrato
en el medio fresco (Tabla 16). No obstante, el calor de combustién de la biomasa era
andlogo en todos los casos y préximo a 20 kJ g™

Tabla 16. Biomasa acumulada y razéon C/N en estado estacionario en
cultivo continuo de C.vulgaris a diferentes concentraciones de nitrato
aportado en el medio. Condiciones de cultivo: pH 7,5, temperatura 202C, D
0,5d™, I,na 3000 pE m?s™

NaNO; (mM) Biomasa (g 1) C/N
1 0,3+0,0 8,27
5 0,810,1 6,78
10 0,8%0,2 5,55
20 1,4+0,1 4,96

Tomando como valor de referencia el obtenido para el caso de medios con 20
mM de nitrato, los cultivos de C. vulgaris con bajo aporte de nitrato vieron
comprometida su productividad. Asi, a 1ImM ésta era un 80% inferior que a 20 mM,
mientras que a 5y 10 mM se alcanzaba una productividad del orden del 40% de la de
referencia (Figura 46). En cuanto a la tasa de fijacion de CO,, los cultivos a 20 mM de
nitrato asimilaban un 40% mas de carbono que los cultivos a 5y 10 mM y un 80% mas
gue los cultivos con un aporte de nitrato de 1 mM.
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Figura 46. Productividad y tasa de fijacion de CO, de cultivos de C.vulgaris en régimen continuo a
diferentes concentraciones de NaNO;. Condiciones de cultivo: pH 7,5, temperatura 202C, D 0,4 d‘l, Imax
3000 pE m>s™

El andlisis de la varianza permitié establecer que el aporte de nitrato tiene un
efecto estadisticamente significativo sobre la productividad de biomasa. Asi mismo, la
respuesta de los cultivos al aporte de nitrato mostraba tres grupos diferentes
estadisticamente 1mM, 5y 10 mM, y 20mM de NaNOs.

La composicion de la biomasa generada se afectaba por el nivel de aporte de
nitrato en el medio (Figura 47). El contenido en proteinas se hacia mayor conforme lo
hacia la concentraciéon de nitrogeno combinado. Asi, a 1ImM conformaban apenas el
20% de la biomasa generada, mientras que a 5mM, aumentaba al doble (40%). A
concentraciones de nitrato superiores a 10mM, el contenido en proteinas alcanzé al
igual que a 20mM, el 50% del total. La acumulacion de lipidos estuvo mas favorecida a
bajo nitrato, suponiendo a 1mM, mas del 40% de la biomasa. A mayor concentracién
de nitrato, el contenido lipidico era menor y se mantenia constante, formando entre el
20 y 25% de la biomasa generada. El contenido en carbohidratos se incrementaba a
bajo aporte de nitrato, mostrando valores mas bajos a altas concentraciones del
mismo. El almiddn, siguié la misma pauta, acumulando hasta un 20% del mismo a
1mM de NaNOs. La productividad del mismo era maxima cuando el cultivo se operaba
a 5mM de nitrato, rindiendo valores superiores a 50 mg Itd
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Figura 47. Composicidn bioquimica y productividad de almidon de cultivos de C.vulgaris en régimen
continuo para diferentes concentraciones de nitrato en el medio de aporte. Condiciones de cultivo
como las descritas en la Figura 46

Evolucién de la acumulacién de almidoén a lo largo del periodo luminoso

En el curso de las experiencias descritas en el apartado anterior, se analizd en
paralelo la evolucién de los niveles de almiddén a lo largo del periodo luminoso. A este
fin, se tomaron muestras de biomasa antes del inicio del periodo luminoso y en
distintos estadios del ciclo de luz, a los que correspondian distintos valores de
irradiancia luminosa incidente analizando su contenido en almiddn (Figura 48). Al final
del periodo de oscuridad, el contenido en almiddn de la biomasa era inferior al 3%. El
nivel de celular de almidén aumentaba por efecto de la exposicion a la luz, si bien lo
hacia en distinta magnitud, dependiendo de la concentracion de nitrato en el medio de
aporte. Asi, cuando la concentracidon de nitrégeno presente en el medio fresco era
elevada (10-20 mM), el contenido en almiddn se cuadruplicaba tras 12 horas de luz,
alcanzando su nivel cerca del 10% de la biomasa. Cuando la disponibilidad de N era de
solo 1 mM, el nivel de almiddn se multiplicaba por diez en el mismo tiempo, llegando a
suponer hasta un 30% de la biomasa al final del ciclo de iluminacién. En el caso de 5
mM de NaNOs, el comportamiento era intermedio entre las dos situaciones descritas,
con niveles de almidén de alrededor del 20% del peso seco tras 12 h de iluminacién.
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Figura 48. Evolucion de la acumulacion de almidéon durante el periodo luminoso de cultivos de

% Almidon

C.vulgaris en régimen continuo. Condiciones de cultivo descritas en la Figura 46

Maximizacién de la productividad de almiddn y evolucion diaria de su nivel celular

El andlisis de la productividad de almiddn en las distintas condiciones de cultivo
ensayadas permiti6 derivar una combinacién de valores de las variables
determinantes, potencialmente O&ptima, que permitiria obtener el maximo
rendimiento de almidén por cultivo de C. vulgaris operando en régimen continuo. En
dichas condiciones se siguid la evolucion del contenido de almidén a lo largo de un
ciclo diario completo (Figura 49).

A lo largo del ciclo, el contenido en almiddén nunca fue inferior al 5% del peso
seco, registrado al final del periodo en oscuridad (6h), mientras que en los periodos de
maxima acumulacién llegaba a superar el 20% de |la biomasa, correspondiendo con el
final del periodo de maxima irradiancia (18h). En estas condiciones optimizadas, la
productividad de almidén era de 65mg Itd.
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Figura 49. Evolucion de la concentracion de almidén en la biomasa de C.vulgaris cultivada en

régimen continuo. Condiciones de cultivo: pH 7,5, temperatura 252C, D 0,9d‘1, lmax 3000 HE m? s‘l, y
5mM NO;

Modelo de crecimiento y fijacion de CO: de Chlorella vulgaris en cultivo
continuo

El tratamiento estadistico de los resultados procedentes de las experiencias
realizadas con cultivos de C.vulgaris en régimen continuo, indicé que el crecimiento de
la microalga en dichas condiciones estaba afectado por distintas variables, que
ordenadas por grado de influencia eran: irradiancia promedio (l,,), temperatura,
suministro especifico de nitrato (SEN) y pH. Por tanto, se desarrolld6 un modelo
atendiendo a la posible variacién de estos pardmetros. La estrategia fue la misma que
la empleada para el caso de S.vacuolatus. Esto es, desarrollar un modelo que justifique
las variaciones en la tasa de crecimiento segun la variable mas influyente (en este caso,
irradiancia promedio) e ir completando y afinando secuencialmente este modelo
considerando el resto de variables por orden de influencia. Es decir, el modelo
propuesto para la l,,, se complementd con la influencia de temperatura, de SEN, y por
ultimo de pH. Hay que decir que, conforme se acumulaba la influencia de los distintos
factores a la funcidon que determinaba el crecimiento de C.vulgaris, los pardmetros de
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ajuste de las diferentes funciones, se modificaban, tratando de ajustar el
comportamiento de la microalga con el propuesto por el modelo.

Definiciéon de un modelo de crecimiento en funcién de la irradiancia promedio

A partir del espectro de absorcién de C.vulgaris (Figura 50), se determind que el
valor de K, era 0,6 m? g'l. A partir de los valores de irradiancia promedio calculados
para los estados estacionarios alcanzado en distintas condiciones, se establecid su
correlacién con los valores correspondientes de velocidad de crecimiento (Figura 51).
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Figura 50 Espectro de absorcion de Chlorella vulgaris

El comportamiento observado se correspondia con el modelo definido por la
Ecuacion 10 (pagina 88) (Molina-Grima 1994). Ajustando los datos experimentales a
dicha ecuacion por regresion no lineal se obtuvieron los siguientes parametros
caracteristicos (r’=0,93):

* Umax=1l d_l

. n=2
e |,=30 uE m?2s?
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Figura 51. Variacion de la velocidad especifica de crecimiento con la irradiancia promedio en cultivos
continuos de Chlorella vulgaris

El valor obtenido para la constante de semi-saturacién para la irradiancia I, (30
HE m™ s) indica una notable avidez por la luz de C.vulgaris.

Ajuste del modelo de crecimiento en funcién de la influencia de la temperatura

Establecido un modelo de crecimiento para la variable mas influyente en el
crecimiento de C.vulgaris, era necesario complementarlo con el efecto de la siguiente
variable mas influyente, la temperatura, aplicando la ecuacién de Arrhenius (Ecuacion
11) de manera analoga al caso de S.vacuolatus (Ecuacién 12, pagina 88) Los valores
obtenidos mediante regresion no lineal fueron (r?=0,9):

* Hmax=1,4 d_l

° n=2
e 1,=50 pEm?s*
e A;=310°d*

e Ea;=3-10") mol™
e A,=1-10"d?
e Ea,=7-10") mol™
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Ajuste del modelo de crecimiento en funcién de la influencia de la disponibilidad
de nitrato

La siguiente variable que mas influia en el comportamiento de los cultivos de
C.vulgaris era la disponibilidad de nitrato, medida como SEN (Suministro especifico de
nitrato, mmol g d*), y determinada por la Ecuacién 13:

_ NO;7(mM) «D(d~ 1)

SEN C,(gl1-b Ecuacion 13

El efecto de SEN sobre el crecimiento de los cultivos de C.vulgaris se ajustaba a
la Ecuacidon 14, en la que interviene una constante de semi-saturacion para el
suministro especifico de nitrato, ksen:

SEN
K, + SEN

sen

W(SEN) =

Ecuacion 14

Asi la funcion global que definia la velocidad de crecimiento era:

L T,SEN) =| Mmectla’ | D RE) AL o(RD) SEN
|J'( av ) - Ikn+lavn 1€ 2" € ksen+SEN

Ecuacién 15

Los valores obtenidos por regresién no lineal fueron (r’=0,96):

*  Mmax=1,53 d_l

e n=1,49
e 1=355pMEm?s?
e A;=310°d"

o Ea1=3-104J mol™

e A,=1,29-10"d*

* Ea,=6,9-10* ) mol™
¢ Keen=2 mmol g'1 d?
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Ajuste del modelo de crecimiento en funcién de la influencia del pH

El efecto del pH fue la ultima de las variables incorporada al modelo de
crecimiento, representando una variable de menor influencia. De esta forma, el
modelo final propuesto indicaba que el crecimiento de C.vulgaris obedece a la
Ecuacion:

u(l,,, T, SEN, pH) :{“mLIav“] [Al . e(%) —A,- e(%)j [kS&] . [A3 . e(%) - A, e(%)]

I"+L," <entSEN

Ecuacion 16

Cuyos parametros mas significativos tienen los siguientes valores:

* Umam=1,2d?

e n=1,5

e 1=355MEm?s™t

e A=3,67-10°d"

e Ea;=3,22-10*J mol™
« A,=2,97-10%d"

e Ea,=7,3-10*J mol
¢ Kesen=2,15 mmol g'1 d!
e A;=4,97d"

e Eas=4,81Jmol”

o A4=3,27-10°d"

* Ea,=109,4 J mol™

Los valores de pu predichos por el modelo presentaban un ajuste preciso
(r’=0,95) con los datos obtenidos experimentalmente (Figura 52), lo que da buena idea
de la bondad del modelo propuesto.
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Figura 52. Ajuste entre los valores experimentales y los obtenidos mediante la Ecuacién 16 para la
velocidad de crecimiento de cultivos de C.vulgaris en régimen continuo, en distintas condiciones de
irradiancia promedio, temperatura, disponibilidad de nitrato (SEN) y pH

Simulacion del comportamiento de C.vulgaris en cultivo continuo

Con el modelo de crecimiento propuesto podria simularse el comportamiento
de C. vulgaris en diferentes situaciones.

Para las condiciones de cultivo establecidas como dptimas (pH 7,5, T2 20°C, D
0,4 d?%, Imax 3000 MEm-’s*, 20 mM nitrato) el valor promedio determinado
experimentalmente de productividad en biomasa era 0,66 g I'* d™ (ver Figura 46). El
modelo recogido en la Ecuacion 16 para esas mismas condiciones de pH, temperatura
y disponibilidad de nitrato, predice una productividad maxima entre 0,6-0,7 g gt
alcanzable a irradiancias superiores a 3000 I,lEm-Zs'1 y velocidades de dilucion entre 0,4
y 0,6 d™* (Figura 53). El modelo aplicable a la tasa de fijacion de CO, seria equivalente a
éste, ya que el efecto de las distintas variables sobre el valor de este pardmetro era
analogo al registrado para el crecimiento.
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Figura 53. Prediccion de la variacidon de la productividad de biomasa en funcion de velocidad de
dilucion e irradiancia maxima incidente en cultivos continuos de C.vulgaris. Simulaciéon de acuerdo al
modelo propuesto. Otras condiciones de cultivo: temperatura 202C, NO; 20mM, pH 7,5

Modelo para la acumulaciéon de almidon por C.vulgaris en cultivo continuo

Para determinar las variables de cultivo que influian en la producciéon de
almiddn en cultivos continuos de C.vulgaris, se aplicd un tratamiento estadistico de los
datos experimentales obtenidos. La tasa de generacién de almiddn en esta microalga
estaba fundamentalmente determinada por la velocidad de dilucidn y la disponibilidad
de nitrato (SEN). Por tanto, se propuso un modelo que incluyera ambas variables.

El almidén puede considerarse como un metabolito secundario cuya
acumulacién va asociada a condiciones de estrés y limitacion en el crecimiento. Por
tanto, para derivar la tasa especifica de acumulacién de almidén, q, (g almidén g!
biomasa d'l) se tuvo en cuenta la ecuacion propuesta por Luedeking (Luedeking y Piret,
1959):

qp = Yp/x i B Ecuacién 17
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segun la cual, esta tasa de acumulacién resulta del sumatorio de dos
componentes: un primer factor que es el rendimiento de almidén producido en el
metabolismo primario, Yy« (g almidén g biomasa) vinculado al crecimiento de la
microalga y dependiente, por tanto, de y, y un segundo factor, 3 (g almidén g biomasa
1 d!) que se encuentra asociado al metabolismo secundario del organismo y vinculado
a situaciones de estrés, en este caso, la limitacion de nitrato.

El pardmetro 3 es funcion de la velocidad de dilucién (D) y del suministro
especifico de nitrato (SEN). Asi, se puede definir una funcion que describa la tasa de
acumulacién de almiddn en cultivos continuos de C. vulgaris:

Bmax ' (SEN : Ki)m
[(SEN - Ki) + (Ks - Ki) + (SEN?)]"|  Ecuacién 18

Ay = |Ypu "H| +|a-e® D+

Donde, Ks y K; corresponden a las constantes de semi-saturacion e inhibicion
para el suministro especifico de nitrato (SEN) respectivamente, siendo a, b y m
parametros geométricos de ajuste. Mediante regresién no lineal se calcularon los
siguientes valores para los parametros mas importantes: Y, =0,016 g gl
a=0,00005772; b=3,18; Bmax = 3,4 mg almiddn g biomasa™ d’l; Ki = 0,3 mmol NO3 g'1 d
1 Ks=1,7mmol NO; g d'; m=1,72

En la Figura 54 puede observarse el ajuste entre los valores de 3 obtenidos a
partir del modelo y los datos obtenidos experimentalmente (r’=0,84):

0,16 ® (3 almidon experimental
3 almidén modelo

0,14

0,12
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| |
15 20
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Figura 54. Variacion de la tasa de acumulaciéon de almidén (B) experimental y segiin el modelo
propuesto
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Simulacion del comportamiento de los cultivos de C.vulgaris en relacion a la
acumulacion de almidén

El modelo propuesto para la acumulacion de almidon permite predecir el
comportamiento de los cultivos de C. vulgaris en relacidn a dicha acumulacién. En la
combinacidn mas adecuada de D y SEN, en las condiciones descritas como éptimas
para la acumulacién de almidén, el modelo predice obtener valores préoximos a 0,25g
almidén g biomasa™ d™* (Figura 55). La productividad de almidén en este caso seria de
50mg almiddn 1" d, cercana a los valores experimentales obtenidos.
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Figura 55. Simulacion de la influencia de la velocidad de dilucidn y la disponibilidad de nitrato sobre la
tasa de acumulacién de almidon (g almidén g biomasa™ d‘l) en cultivos continuos de Chlorella vulgaris
segun el modelo propuesto. Condiciones de cultivo fijadas: temperatura: 202C, pH: 7,5, l,: 3000puE m?s?
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Efecto del suministro de CO: proveniente de diferentes fuentes sobre la
viabilidad y eficiencia de cultivos de Chlorella vulgaris

Del mismo modo que se procedié con cultivos de S. vacuolatus (pagina 93), se
ha evaluado la viabilidad de cultivos de Chlorella vulgaris a los que se aportaba el CO,
como componente de una mezcla gaseosa cuya composicion simulaba la de gases de
escape de origen industrial. Las condiciones de cultivo fueron las dptimas para esta
microalga en régimen continuo y se realizaron experiencias diluyendo con aire la
mezcla gaseosa sintética aportada a los cultivos, para que contuviese entre 1% y 12%
de CO,. Previo a estas experiencias, a modo se control, se realizé un estudio en
condiciones similares pero aportando a los cultivos una corriente continua de aire
suplementado CO, puro a idénticas concentraciones. Por ultimo, se comparé la
productividad de biomasa obtenida en estas condiciones con los resultados obtenidos
en condiciones en las que se aportaba a los cultivos CO, puro en funcién de la
demanda, acreditada por la basificacion del medio.

Efecto del suministro en continuo de aire suplementado con CO>

Los cultivos de la microalga C.vulgaris procedian adecuadamente cuando se
burbujeaban con una corriente continua de aire suplementado con CO, entre 1y el

12 - 12

0,6 - —10,6

o

>~

[

]

o

N
—e— Tasa de Fijacién de CO, (gI*d™)

—®— Productividad de Biomasa (gl'ld'l)

0,0 ] ] ] ] ] 0,0

% CO,

Figura 56. Productividad de biomasa y tasa de fijacion de CO, de Chlorella vulgaris en cultivo continuo
con diferentes concentraciones de CO, en la corriente de gaseo en las condiciones de cultivo dptimas
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10%. La productividad de estos cultivos estaba entre 0,4y 0,5 g It d*. Con CO, al 12%
la productividad era insignificante. La tasa de fijacion de CO, se mantenia superior a
0,8g I'* d™ hasta el 8% de CO,, disminuyendo a 0,6g I d™* al 10% y siendo insignificante
al 12% (Figura 56).

En cuanto a la composicion bioquimica de la biomasa generada, destacar que la
biomasa de todos los cultivos presentaba un contenido alto en proteinas, cercano al
50% del total, independientemente del porcentaje de CO, utilizado. El contenido en
lipidos se mantuvo constante (entre 25 y 30%) hasta el 8% de CO,. Al 10% se
observaba una ligera disminucién del contenido lipidico, acompafiada por un
incremento del contenido de carbohidratos que se correspondia con la maxima
productividad de almidén (16 mg It d%) (Figura 57).
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Figura 57. Composicidon bioquimica y productividad de almidén de la biomasa generada en cultivos
continuos de Chlorella vulgaris con diferentes porcentajes de CO, en la corriente de gaseo

Efecto del suministro de mezclas de aire y gas de combustién

Se empled la misma mezcla sintética de gases utilizada en las experiencias con
S.vacuolatus (NO,=0,08%; SO,=0,06%; 0,=5%; CO,= 12%; resto N,), que se suministrd a
los cultivos de C.vulgaris diluida tras su mezcla con aire en la proporcién adecuada. Se
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analizé también la posibilidad de su empleo sin dilucién alguna, pero inyectada a
demanda para mantener el valor de pH preestablecido (7,5).

Figura 58. Evolucidon del pH de los cultivos de C.vulgaris burbujeados con una composicion de gases
de combustidn a diferentes diluciones y a demanda

Sélo resultaron viables los cultivos de C.vulgaris burbujeados con la mezcla de
gases diluida doce veces (aporte de CO; al 1%) o bien sin diluir pero con inyeccién a
demanda. Con la mezcla diluida con aire menos de doce veces, el medio de cultivo se
acidific6 en pocas horas, alcanzando valores de pH inferiores a 4 (Figura 58). La
acidificacion es probablemente debida a la formacidn de acidos sulfurico y nitrico tras
disolverse los d6xidos de N y S en el agua del medio. En la Tabla 16, se muestra el
rendimiento de los cultivos viables. Existia una ligera diferencia en la productividad de
los cultivos a favor de aquellos que se operaban con aporte de gas a demanda para el
control de pH, frente a los cultivos burbujeados de manera constante con gas diluido
doce veces con aire. A su vez, la productividad registrada con aporte de mezcla
sintética de gases a demanda era un 30% inferior a la obtenida cuando la demanda se
satisfacia con CO, puro (0,66 g I'* d), siendo mas bien andloga a la registrada
utilizando un suministro continuo de aire suplementado con CO,al 1% (0,45 g It d’l).
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Tabla 17. Productividad de biomasa y tasa de fijacion de carbono en cultivos de C.vulgaris con aporte
de CO, mediante pulsos de gases de combustidn o una corriente continua diluida doce veces con aire

Productividad de biomasa (g I d) Tasa fijacién de CO, (g It d?
A demanda 0,5+0,0 09+0,1
1/12 0400 0,7+0,1

La biomasa producida en estos cultivos poseia un alto contenido tanto en
proteinas como en lipidos en ambas situaciones de aporte de gases de combustidn con
valores préximos al 40%. El contenido en carbohidratos apenas alcanzaba el 15% de la
biomasa generada y el de almidén no superé el 3% del total (Figura 59), lo que
representa una productividad de almidén del orden de 10 mg I* d* en ambas
condiciones de cultivo.
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Figura 59. Composicion bioquimica de la biomasa producida en cultivos continuos de C.vulgaris con
aporte de CO, mediante pulsos de gases de combustion o una corriente continua diluida doce veces
con aire
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Eficiencia en el aprovechamiento de CO:

Instalaciones Inabensa S.A. disefid y monté un dispositivo que permitia medir
en linea la demanda de CO; de los cultivo. Comparando el valor obtenido con el de
carbono fijado en forma de biomasa se podria establecer la eficiencia del sistema para
fijar CO,. Estas medidas de eficiencia en el aprovechamiento del CO, por parte de
C.vulgaris se realizaron en todas las condiciones de cultivo planteadas. Sdlo entre el 1y
5% de todo el carbono que se aportaba al sistema quedaba incorporado a la biomasa.
En la Figura 60 se presenta un ejemplo representativo de la demanda de CO, a lo largo
del ciclo diario de un cultivo de C.vulgaris operado en condiciones éptimas.

Figura 60. Demanda de CO, en un cultivo continuo de C.vulgaris operado en condiciones 6ptimas
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CULTIVO DE Chlorella vulgaris AL EXTERIOR

A fin de determinar el sistema mas idéneo para el cultivo de Chlorella vulgaris
a la intemperie, se analizd su productividad en régimen semicontinuo en los dos tipos
de reactores ya descritos: estanque abierto y reactor plano vertical. El objetivo
prioritario fue verificar la viabilidad de los sistemas, con determinacion de valores para
la tasa de fijacién fotosintética de CO,, sin pretender derivar condiciones de cultivo
que favoreciesen la productividad de almiddn.

Cultivo de Chlorella vulgaris en estanque abierto

Se analizé6 el comportamiento a lo largo de un ciclo anual de cultivos de
Chlorella vulgaris en estanques abiertos operados en régimen semicontinuoa pH 7,5y
sin control de temperatura. La frecuencia de dilucion, asi como la densidad celular
inicial se fue modificando dependiendo de las condiciones climaticas (Tabla 18).

Tabla 18. Frecuencia de dilucién, irradiancia media incidente y temperatura media en cultivos de
C.vulgaris operados en estanque abierto a densidad celular minimade 0,2 g "

Frecuenciadilucién Irradiancia mediaincidente Temperatura media

Fstacion (dias) (M m?d?) (=0)
Invierno 2-3 11,142 12,745
Primavera 2-3 16,113 16,944
Verano diarias 21,4+1 22,5+5
Otofio 2-3 5,942 15,542

Los cultivos en estanque abierto de C.vulgaris a una densidad celular minima de
0,2 g™ fueron viables a lo largo de todo el afio (Tabla 19). En situaciones de baja
irradiancia los ciclos de dilucion fueron de 2-3 dias. En condiciones mas favorables, las
diluciones fueron diarias (Figura 61). El contenido en proteinas de la biomasa generada
era bastante constante a lo largo del afio. Sin embargo, la relacién
lipidos/carbohidratos si se modificaba, siendo préxima a 2 en invierno y a 1 en otofio.
La productividad de almidén se mantuvo constante a lo largo del periodo estudiado,
no superando los 250mg almidon m?2d™.

Tabla 19. Productividad de biomasa y tasa de fijacion de CO, en cultivos de C.vulgaris operados a
densidad celular minimade 0,2 g I en estanque abierto

Productividad de biomasa Tasa de fijacion de CO,
Estacidn
(gl"d?) (gm’d’) (g7d™) (gm”d”)
Invierno 0,05+0,02 5+2 0,09+0,04 9t4
Primavera 0,06+0,02 612 0,11+0,04 612
Verano 0,07+0,04 714 0,1340,07 1317
Otofio 0,03+0,02 3+2 0,06+0,04 614
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Figura 61. Evolucion de la concentracion de biomasa y composicion bioquimica en experiencias

representativas de cada estacion del afo de cultivos de C.vulgaris en estanque operados a una
o s e -1

densidad celular minimade 0,2 g
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Al elevar la densidad celular minima de los cultivos a 0,3 g I'l, los cultivos no
fueron viables en invierno pero si tuvieron la misma productividad y composicién que
los operados a 0,2 g-I"* el resto del afio. Asi mismo, a densidades celulares iniciales mas
altas, 0,4 g I'', solo los cultivos operados en primavera y verano fueron viables, pero ni
la productividad ni la composicién bioquimica sufrieron modificaciones significativas
con respecto a los cultivos operadosa 0,2 g I,

Cultivo de Chlorella vulgaris en reactor plano vertical (RPV)

Simultdneamente a las experiencias en estanque abierto, se realizd un analisis
de la productividad en cultivos de C.vulgaris en reactor plano vertical (RPV), a lo largo
de un ciclo anual. Debido a problemas técnicos en las instalaciones no se pudieron
llevar a cabo experiencias representativas del comportamiento de esta microalga en
RPV en otofio.

La irradiancia incidente era especialmente limitante para la productividad de
los cultivos de C.vulgaris en RPV. A baja irradiancia (invierno), la productividad de
biomasa era menos de la mitad que la registrada en periodos de mayor irradiancia
(primavera y verano). Con el fin de asegurar la viabilidad del cultivo fue necesario
modificar la densidad celular minima y la frecuencia de dilucion en funcién de la
irradiancia incidente. En condiciones en las que la irradiancia incidente era elevada, los
cultivos se operaron con una densidad celular minima de 0,8 g I, A valores bajos de
irradiancia, el valor de la densidad celular minima se redujo a la mitad (Tabla 20).

Tabla 20. Densidad celular minima, frecuencia de diluciones, irradiancia media incidente y
temperatura media de cultivos semicontinuos de C.vulgaris en RPV

o Densidad celular Frecuencia diluciones Irradiancia mediaincidente Temperatura media
Estacion . 1 ; 21 o
minima (g!™) (dias) (MIm™d™) (2C)
Invierno 0,4 2-3 10,52 19,843
Primavera 0,5 diarias 15,613 25,412
Verano 0,8 diarias 21+1 26,112

En condiciones de baja irradiancia (invierno) los cultivos presentaban una
productividad de biomasa de 7 g m? d™. Esta productividad se incrementaba conforme
la irradiancia se hacia mayor. Asi, en verano, los cultivos de C.vulgaris tuvieron mas del
doble de productividad de biomasa (16 g m? d*) que en invierno, fijando hasta hasta
30 g de CO, m? d* (Tabla 21). En la Figura 63 se recoge la evolucién de la
concentracion de biomasa a lo largo de ciclos sucesivos de dilucién de cultivos
semicontinuos a la intemperie de C.vulgaris. El contenido de proteinas de la biomasa
generada era constante a lo largo del afio (cercano al 50%), al igual que el contenido
en lipidos y carbohidratos (20 y 30%). La maxima productividad de almiddn se daba en
condiciones de alta irradiancia (verano), siendo aproximadamente 460mg almidon m
d™.
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Tabla 21. Productividad de biomasa y tasa de fijacion de CO, en cultivos de C.vulgaris en RPV

Productividad de biomasa Tasa de fijacién de CO,
Estacion
(g1"d") (gm”d’) (g1"d") (gm?d™)
Invierno 0,06+0,05 716 0,11+0,09 1310
Primavera 0,08+0,02 9,215 0,15+0,04 17,315
Verano 0,14+0,07 16,248 0,260,13 3015

Figura 62. Evolucion de la concentracion de biomasa y composicion bioquimica de la misma en
experiencias representativas de cultivos de C.vulgaris operados en RPV a lo largo del afio

130



DISCUSION

131






Discusion

Los principales criterios de preseleccion de estirpes para su aplicacién a
procesos de retirada de CO, fueron la capacidad relativa de generacién de biomasa
junto con el contenido en carbohidratos de la misma, si bien se prestéd también
atencidn a la tolerancia de los cultivos a condiciones de intemperie. Sobre estas bases
se preseleccionaron las estirpes que figuran en la Tabla 1 (Materiales y Métodos).

Esta seleccion preliminar se basé en una revision exhaustiva de la bibliografia
especializada, en combinacidn con la experiencia propia del grupo. Si bien existia una
amplia informacidn al respecto, ésta era altamente diversa y heterogénea. Los valores
de productividad que se encontraban en la literatura correspondian en general a
cultivos de laboratorio, algunos en régimen estanco, otros en semicontinuo o
continuo, sometidos a distintos valores de irradiancia, con variedad de medios de
cultivo y de condiciones de pH y temperatura. No parecia oportuno elegir alguna de las
especies identificadas, como elemento central de un sistema de eliminaciéon de CO,
acoplado a la produccion de carbohidratos, sin una verificacion de su potencial.

Resultaba por tanto esencial comparar el comportamiento de todas las estirpes
en condiciones definidas e idénticas, para lo que se establecieron protocolos
normalizados de experimentacion, tanto para las condiciones de operaciéon como de
toma de muestras y de parametros a valorar. De esta manera, se pudo obtener
informacidn contrastada sobre de la capacidad de generacién de biomasa y de retirada
de CO; para cada estirpe.

Aproximacion en cultivo estanco

En una primera aproximacion, se comparé el comportamiento de las distintas
estirpes en régimen estanco de cultivo y bajo condiciones normalizadas. Los resultados
obtenidos mostraron que Chlorella vulgaris y Spirulina sp. PCC6313 tenian la tasa de
crecimiento mas alta (0,8 d™). Otras estirpes presentaban valores algo mas bajos pero
considerables, como Chlorococcum sp., Scenedesmus vacuolatus o las del género
Anabaena, con 0,7 d.

En cuanto a la capacidad de fijar CO, durante la fase exponencial, y con la
excepcion de Spirulina sp. PCC6313, las microalgas presentaban valores superiores a
las cianobacterias.

Los resultados obtenidos se comparan, en general, favorablemente con los de
la literatura. La mayor tasa de fijacion correspondia a Chlorella vulgaris, con 1,2 g CO, I
1 d™. Para algunas estirpes de Chlorella se han comunicado tasas de fijacién de carbono
de hasta 1,8 g CO, I d* (Ho et al., 2011). Sin embargo, Hang (Han et al., 2012)
encontraba para Chlorella vulgaris tasas similares a las obtenidas en este trabajo,
aunque para Scenedesmus sp. eran casi el doble de las aqui determinadas para
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Scenedesmus vacuolatus. En cuanto a Chloroccocum sp., apreciada por su elevado
contenido en lipidos, el valor obtenido era inferior al de 1 g CO, It d* encontrado en la
bibliografia (Wang et al., 2008). Porphyridium purpureum presentaba una elevada tasa
de fijacién de CO, pero no una buena tasa crecimiento. Este resultado podria
explicarse en base a la elevada viscosidad verificada para los cultivos de esta
microalga. Se considera que los cultivos de Porphyridium son altamente viscosos por
la excrecion de polisacaridos (Borowitzka, 2013). Estos polisacdridos podrian ser, junto
con la biomasa, el destino final del carbono fijado fotosintéticamente.

Con respecto a las cianobacterias, Spirulina (Arthrospira) ha sido ampliamente
propuesta para la produccién de biomasa asociada a la eliminacién de CO,. De Morais
ha descrito una estirpe, aislada de efluentes proximos a centrales térmicas, con una
tasa especifica de crecimiento de 0,44 d™ y una capacidad de fijacién de 0,22 g CO, I
d?, (de Morais y Costa, 2007) significativamente inferiores a los obtenidos en este
trabajo. Los valores determinados para la tasa de crecimiento de estirpes de Anabaena
eran elevados (0,7 d), aunque inferiores a algunos recogidos en la bibliografia
(Moreno et al., 1998). No obstante, las especies del género Anabaena no destacaron
por su capacidad de fijacidn fotosintética (0,4 g CO, I"* d%), si bien otros autores han
citado valores de 0,7 g CO, It d (Nayak y Das, 2013) y de hasta 1,45 g CO, It d (Pires
et al., 2012). Las estirpes de Nostoc presentaban valores muy bajos de tasa especifica
de crecimiento y de fijacidn, similares a los obtenidos por otros autores (Yu et al.,
2009).

La informacion relativa a la biomasa producida tras 8 dias de cultivo se
considerd igualmente relevante, tanto bajo el punto de vista de la maxima capacidad
de acumulacién de biomasa, como por registrarse en una situacién de alta densidad
celular que implica una limitacién por luz, habitual en los cultivos a la intemperie. Al
finalizar la fase estacionaria, los cultivos de microalgas eran mas densos que los de
cianobacterias, destacando principalmente los de Scenedesmus vacuolatus y Chlorella
vulgaris, con acumulaciones de biomasa de 8,3y 6,6 g I respectivamente. Estos
valores coincidian con los publicados por otros autores para ambas estirpes (de
Morais y Costa, 2007; Ho et al., 2011; Anjos et al., 2013).

En un cultivo operado en modo estanco, el organismo crece a expensas de los
nutrientes aportados inicialmente en el medio de cultivo, derivandose con el tiempo
una situacion de limitacién de disponibilidad de dichos nutrientes. En los cultivos de
microalgas, después de 8 dias, el nitrogeno aportado como sal de nitrato, se
encontraban en una clara situacidn de limitacion, evidenciada por un elevado valor de
la razén C/N de la biomasa (Tabla 6). En el caso de las cianobacterias la situacion era
diferente ya que las especies seleccionadas (exceptuando Spirulina sp. PCC6313) eran
capaces de fijar nitrogeno atmosférico manteniendo asi una baja relacion C/N. En
cuanto a la composicién bioquimica de la biomasa generada, las cianobacterias
destinaban preferentemente el C de nueva fijacion a carbohidratos y proteinas, y en
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mucha menor proporcion a lipidos. La composicién bioquimica de las cianobacterias
empleadas en este trabajo no diferia de la reportada por otros autores para los
géneros Anabaena, Nostoc o Spirulina (Vargas et al., 1998; Gonzalez Lopez et al.,
2009; Sydney et al., 2010). En el caso de la biomasa de las microalgas, el contenido
proteico era bajo, como resultado de la limitacidon nitrogenada, y el C asimilado
también se destinaba preferentemente a carbohidratos. Asi, el contenido de éstos
superaba el 30% de la biomasa en todas las especies, destacando Porphyridium con
un 60%, similar a la publicada por Becker (Becker, 2007). Al final de la fase
estacionaria, Chloroccocum sp. y las especies del género Chlorella (Chlorella sp. y
Chlorella vulgaris) presentaron un contenido lipidico superior al 20% de la biomasa.
Aunque Makareviciene (Makareviciene et al., 2013) ha referido hasta mas del 50% de
lipidos en diferentes estudios para Chlorella vulgaris o Scenedesmus sp., otros autores
restringen este contenido a porcentajes mds discretos (10-30%) (Becker, 2007;
Demirbas y Demirbas, 2010).

El calor de combustiéon determinado para todas las especies fue de unos 20 kJ
g'l, similar al de la madera. Si bien otros autores establecen valores de calor de
combustion para el caso de Chlorella vulgaris similares a los obtenidos en este trabajo
(Ilman et al., 2000; Scragg et al., 2002), existe en la literatura un registro de 38 kJ g™
(Mallick et al., 2012). No obstante, el valor del calor de combustion de la biomasa esta
influenciado por su composicion que, a su vez, depende de las condiciones de cultivo,
lo que podria justificar esta variabilidad. La biomasa de cianobacterias, por regla
general, presentaba un calor de combustiéon menor que la de microalgas, debido
fundamentalmente a su menor contenido en lipidos. Los valores determinados en
este estudio eran analogos a los publicados por otros autores para condiciones de

cultivo similares (Huang et al., 2013).

Aproximacion en cultivo continuo

Los resultados obtenidos en régimen estanco, aun siendo validos para una
aproximacion experimental en primera instancia, tenian considerables limitaciones
gue reducian su potencial como criterios determinantes para la seleccion de un
microorganismo fotosintético en un sistema de secuestro de CO,. Por ello, debian
complementarse con experiencias basadas en otras estrategias, en condiciones mas
cercanas a las propias de un proceso de produccién industrial, como las que ofrecen
los cultivos en régimen continuo.

El sistema de cultivo en régimen continuo implica el mantenimiento de
estados de equilibrio, determinados por la velocidad de dilucidon impuesta. Cuando la
velocidad especifica de crecimiento iguala a la velocidad de dilucién se genera un
estado estacionario al que corresponde un determinado valor de densidad celular,
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compensandose la generacion de células por crecimiento con la dilucién producida
por el aporte de medio fresco (Pirt, 1975).

Los resultados obtenidos empleando ambos regimenes de operacion divergian
significativamente entre si, de manera que los altos valores de tasa de fijacion de CO;
durante la fase exponencial presentados por algunas estirpes en régimen estanco, no
se revalidaban en condiciones de cultivo continuo. En cualquier caso, en cultivo
continuo dificilmente podrian alcanzarse niveles tan elevados de densidad de
biomasa y contenido en determinados componentes celulares como en régimen
estanco, a menos que la velocidad de dilucidon fuera extremadamente baja. Como
anteriormente se razono, el régimen estanco tiene un caracter acumulativo, pudiendo
suministrar una idea del potencial maximo de un organismo respecto a fijacion de
CO,, acumulacion de biomasa y de alguno de sus componentes, mientras que el
régimen continuo permite aproximarse a una situacion real de produccidn.

La operacién de los cultivos en régimen continuo, manifiesté que estirpes que
en cultivo estanco presentaban gran potencialidad, como ocurria con Porphyridium
para la produccién de carbohidratos, no refrendaba esta adecuacion para un proceso
de caracter industrial. Sin embargo otras, como Chlorella vulgaris y Scenedesmus
vacuolatus presentaron buenos comportamientos en ambos regimenes de operacion.
Los valores determinados de productividad de biomasa para ambas especies eran del
orden del doble que los publicados por Gouveia (Gouveia y Oliveira, 2009), pero la
mitad de los calculados por Pegallapati y (Pegallapati y Nirmalakhandan, 2013).
Claramente, todos estos valores depende de las condiciones de operacion y del modo
en que se realizan los calculos por tanto no se consideran irrelevantes las
comparaciones con los valores publicados por otros autores.

Las cianobacterias ensayadas, con la excepciéon de Nostoc punctiforme, no
alcanzaban valores elevados de generacién de biomasa. De hecho, las especies del
género Anabaena no soportaron la tasa de dilucidon impuesta, haciendo inviable su
cultivo en este modo de operacidn.

La tasa de fijacidn de CO, que presentaban los cultivos continuos de microalgas
era ligeramente superior a la determinada para las cianobacterias Nostoc punctiforme,
Nostoc PCC 9202 vy Spirulina, aunque habria que tener en cuenta que los cultivos de
cianobacterias se operaron a velocidad de dilucion doble de la utilizada para
microalgas, lo que repercutia en su productividad.

Otro aspecto a evaluar de cara a la seleccidn final estaba relacionado con la
capacidad de fijar N, de algunas cianobacterias, ya que no requerian el aporte de
nitrato al medio de cultivo, reduciendo asi los riesgos de contaminacion por otros
microorganismos, asi como los costes de operacién en procesos a gran escala. Su
naturaleza filamentosa facilitaba la autofloculacién, rasgo de gran importancia en
relacion a la recogida de su biomasa. Por ultimo, la biomasa de Nostoc era rica en
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carbohidratos (con valores que superaron en algunos casos el 30% del peso seco), si
bien la fraccidn lipidica era menor que la presente en microalgas.

Una vez conocido el comportamiento de las estirpes de microalgas y
cianobacterias preseleccionadas bajo condiciones uniformes, y tras la valoracidon
conjunta de los resultados, se procedio a la seleccién de una estirpe para su posterior
caracterizacion y cultivo al exterior. En conjunto, aplicando los criterios de seleccidon
definidos, destacaron Chlorella vulgaris y Scenedesmus vacuolatus, con tasas de
fijacion cercanas al gramo de CO, por litro y dia, con una biomasa rica en
carbohidratos, asi como en lipidos, especialmente en el caso de S.vacuolatus. Estas
propiedades, asi como la existencia de experiencia previa en lo relativo al cultivo a la
intemperie (Chisti, 2007) de distintas estirpes de estos géneros, justificaron la eleccién
de Chlorella vulgaris y Scenedesmus vacuolatus como los organismos mas apropiados
en relacion a los objetivos de este trabajo, cifiendo la posterior experimentacion a
estas dos especies de microalgas.

OPTIMIZACION DE CONDICIONES PARA CRECIMIENTO Y ELIMINACION DE CO;
POR Scenedesmus vacuolatus Y Chlorella vulgaris EN CULTIVO CONTINUO

La caracterizacion de ambas especies se ha realizado en régimen continuo ya
gue permite analizar los efectos resultantes de la modificacion de una variable
individual, manteniendo inalteradas las demas condiciones de cultivo. La primera
variable estudiada fue el pH. La tolerancia a este factor en un intervalo amplio de
valores es una caracteristica relevante para organismos que intervengan en sistemas
de retirada de CO, de gases de escape, ya que el contenido en SO, y NO, de la
corriente del mismo puede variar, provocando cambios en el pH ya que al disolverse
en un medio acuoso generan oxidos de azufre y nitréogeno. Por otra parte, el pH afecta
al equilibrio entre las distintas formas de carbono disuelto, modificando Ia
disponibilidad de diéxido de carbono para el cultivo (Chi et al., 2011; Van Den Hende et
al., 2012). En este trabajo se ha verificado que C. vulgaris y S. vacuolatus presentaban
una significativa tolerancia al pH, ambas con rendimiento o6ptimo a pH 7,5, y
admitiendo valores de pH mdas extremos, como 6 o 9, sin que la productividad se
redujera mas del 20%. La productividad de C. vulgaris era ligeramente superior a la de
S. vacuolatus en el intervalo de pH estudiado y similar a los valores publicados por
otros autores (Arbib et al., 2013; Frigon et al., 2013), justificando su uso para la
retirada de CO,.

La tolerancia a la temperatura es una condicidon critica en el cultivo a la
intemperie, ya que su control no siempre es posible y, en cualquier caso, supone un
importante factor de coste para los cultivos a gran escala (Ras et al.,, 2013). S.
vacuolatus mostré su rendimiento dptimo para crecimiento y fijacion de CO, a 302C,
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con un intervalo de tolerancia entre 25 y 359C, con caidas en la productividad del
orden del 10%, similar a los datos publicados para otras especies del mismo género,
como S. almeriensis (Sanchez et al., 2008). C.vulgaris, si bien presentaba mejor
rendimiento que S. vacuolatus dentro del intervalo térmico en el que era viable su
cultivo, parecia adaptarse mejor a temperaturas moderadamente frias, como 202C, en
discordancia con la propuesta de otros autores (desde 25 a 429C) (Wang et al., 2008;
Huesemann et al.,, 2013; Kim y Hur, 2013). Sobre estas bases, el cultivo de S.
vacuolatus podria ser mas adecuado en zonas cdlidas, mientras que el de C. vulgaris
podria desarrollarse en zonas algo mas frias.

La velocidad de dilucién (D) impuesta un cultivo va a determinar tanto la
concentracion de biomasa obtenida como el volumen de cosechado a manipular,
parametros criticos en los procesos de produccion. El intervalo de valores de velocidad
de dilucion admitido por S. vacuolatus y por C. vulgaris fue amplio y muy similar,
dando idea de la buena adaptabilidad de la velocidad de crecimiento de ambas
especies. La velocidad de dilucién para la que S. vacuolatus presentaba la tasa de
fijacion de CO, mas elevada fue de 0,6d; aunque a valores mas bajos de D la
productividad de biomasa no se veia comprometida, si lo hacia la fijacién de carbono.
Este resultado diferia de los publicados para especies del mismo género (Scenedesmus
obliquus) utilizadas en procesos de biomitigacion de CO, (Lucas-Salas et al., 2013)
donde la velocidad de dilucién 6ptima se fijaba en 0,2d™.

Para Chlorella vulgaris, este trabajo ha puesto de manifiesto que, tanto la
productividad de biomasa como la fijacion fotosintética de carbono, presentaban
valores mdaximos o préximos en un amplio intervalo de valores de velocidad de
dilucién, seleccionandose 0,5d™* como valor adecuado ya que permitia trabajar con
volumenes menores, mas faciles y econdmicos de manipular. Esta tasa de dilucién
mostraba coincidencia con las publicada por otros autores (Hadj-Romdhane et al.,
2012), aunque Tang (Tang et al., 2012) y Cuaresma (Cuaresma et al., 2009) sugerian
valores mas bajos (0,33 y 0,24d™, respectivamente).

La disponibilidad de luz y la temperatura son dos factores interrelacionados
que afectan marcadamente al crecimiento y rendimiento de los cultivos al exterior
(Richmond, 1986). C. vulgaris y S. vacuolatus mostraban algunos comportamientos
similares. Asi, el tratamiento estadistico de los datos indicaba que, para ambas
microalgas, la irradiancia incidente era la variable mas influyente sobre Ia
productividad y tasa de fijacion de CO,, que ambos parametros respondian
positivamente al aumento de la irradiancia (independientemente de la temperatura
del cultivo) y que la disponibilidad de luz no modificaba el valor dptimo de
temperatura. Sin embargo, existian algunas diferencias apreciables que podrian
resultar decisivas para seleccionar el organismo mas idéneo en funcién de las
condiciones climaticas. S. vacuolatus, a baja temperatura, solo era viable si la
irradiancia incidente era muy elevada. En el caso de Chlorella, la baja temperatura
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tenia poco efecto sobre la productividad independientemente de la irradiancia. De
forma contraria, a alta temperatura, Chlorella no era viable a ninguna irradiancia
mientras que Scenedesmus mantenia su productividad pero sdlo a alta luz. Atendiendo
a estos resultados se podria concluir que S. vacuolatus seria el organismo de eleccién
para ser utilizado en latitudes donde la irradiancia fuese elevada todo el afio,
minimizando el efecto negativo de la bajada de temperatura en invierno. Chlorella
podria utilizarse en regiones de temperatura moderada sin un requerimiento muy
estricto de disponibilidad de luz. Esta ultima observacidén esta en consonancia con el
uso extendido de especies del género Chlorella en latitudes templadas del planeta
(Alemania, Japdn, etc).

Los modelos de comportamiento de los cultivos frente a las distintas variables
gue gobiernan los mismos, son una poderosa herramienta para el disefio y operacion
de procesos eficientes utilizando microalgas (Sdnchez et al., 2008). A partir de los
modelos puede simularse la respuesta de cultivos de S. vacuolatus y C. vulgaris, y
derivarse las condiciones dptimas de operacion que maximicen la tasa de fijacion de
CO, para unas condiciones ambientales especificas.

Para el caso de S. vacuolatus, el modelo se ha construido con datos relativos a
la influencia de la irradiancia incidente y la temperatura sobre la eficiencia de los
cultivos, mientras que para C. vulgaris, los datos empleados recogian, ademas, la
influencia de pH y suministro de nitrato.

S. vacuolatus presentaba una elevada tasa de crecimiento con Hmax = 0,88d™ y
un valor de I, relativamente bajo, inferior a 90 pE m?2s? lo gue indicaba una elevada
afinidad por la luz. El coeficiente de extincion de la biomasa es alto, O,17m2g’1, superior
al determinado para otras especies de Scenedesmus (Sanchez et al 2008). La
disponibilidad de luz, expresada como irradiancia promedio, puede ser tratada, en el
caso de los cultivos de microalgas, en forma andloga a la de un nutriente cuya
disponibilidad pueda ser limitante. De esta manera, la velocidad de crecimiento esta
influenciada por la irradiancia promedio, encontrandose fotolimitados los cultivos de S.
vacuolatus a valores de irradiancia promedio inferiores a 200 HE m?2s?, similares a los
publicados por Hanagata et al (1992) para esta misma microalga. La bondad del
modelo, complementado para considerar también la influencia de la temperatura,
guedaba demostrada por la excelente correlacion existente entre los valores predichos
y los determinados experimentalmente. A partir del mismo, podria estimarse una tasa
maxima tedrica para la fijacion de CO, para S. vacuolatus en cultivo continuo de 1,2 g
co, It d?, superior a valores recogidos en la bibliografia (Ho et al., 2011; Choi et al.,
2012).

El modelo propuesto para C. vulgaris es mas completo, ya que ademads de la
influencia de irradiancia y temperatura, recogia también la del pH y disponibilidad de
nitrato sobre la productividad del cultivo. En el caso de C. vulgaris, el valor de la I era
de 35,5 pE m s'l, indicativo de una afinidad por la luz superior a la de S. vacuolatus. El
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coeficiente de extincidén de la biomasa es también muy superior, 0,6m2g’1, indicando
que la atenuacion de la irradiancia en el seno del cultivo era muy fuerte. El ajuste entre
los valores experimentales y los propuestos por el modelo aglutinando todas las
variables es muy preciso. Los valores maximos que predice el modelo propuesto para
productividad de biomasa y tasa de fijacién de carbono para cultivos continuos de C.
vulgaris eran ligeramente superiores a los de S. vacuolatus, aproximandose a los 0,7 g
biomasa I d* y debiendo superar los 1,2 g CO, I'* d™* y superiores a los descritos en la
bibliografia para microalgas modelo para la eliminacién de CO, (Gonzalez Lépez et al.,

2009).

Ciertas especies de microalgas tiene la capacidad de producir niveles altos de
polimeros de reserva. C. vulgaris, particularmente, se ha considerado un organismo
adecuado para su empleo en procesos de retirada de CO, asociados a la produccion de
lipidos (especialmente triacilgliceroles) y carbohidratos fermentables (Doucha et al
2005; Douskova et al 2009).

Respecto a los carbohidratos generados fotosintéticamente, se les reconoce
dos papeles esenciales, uno estructural como componentes de la pared celular, y otro
como reservorio de carbono, en forma de almidén. Este compuesto, de movilizacion
rapida, sirve para proporcionar energia metabdlica de manera inmediata a los
procesos que la requieren, fundamentalmente en condiciones de oscuridad. La
acumulacién de lipidos como reservorio de carbono se corresponde mas con una
situacion de estrés mas dilatado en el tiempo (Markou et al., 2012).

Esta capacidad para acumular sustancias de reserva ha generado un creciente
interés por el potencial uso de la biomasa de microalgas para generar biocombustibles
(Vunjak-Novakovic et al 2005; de Morais y Costa 2007; Ratledge y Cohen 2008). Una
proporcion considerable de las investigaciones estan centradas en la produccién de
biodiesel ya que muchas microalgas son de naturaleza oleaginosa y pueden ser
explotadas para este fin (Chisti 2007). De hecho, es en la actualidad una linea
prioritaria de investigacion que ha llevado a la secuenciacién de al menos 10 genomas
de diferentes microalgas para la obtencidn de lineas celulares en las que se acumulen
preferentemente lipidos (Work et al., 2012; Liu y Benning, 2013). Sin embargo, hasta la
fecha se ha prestado poca atencién a la produccién de almidon a partir de microalgas
como materia prima para la obtencion de combustible. Almidén, celulosa u otros
polisacaridos acumulados por ciertas microalgas puede ser utilizados como materia
prima para la produccién de etanol (Huntley y Redalje 2007; Rosenberg et al 2008;
Subhadra y Edwards 2010). Microalgas como Chlorella, Dunaliella, Chlamydomonas,
Scenedesmus o Spirulina contienen cantidades apreciables de almidéon o glucégeno
(>50% de su peso seco) (Ueda et al., 1996). Matsumoto et al. (Matsumoto et al., 2003)
han descrito 76 especies de microalgas marinas con un contenido en carbohidratos
entre el 40 y el 53%. La microalga Chlorococum sp también se ha considerado como
una fuente interesante de etanol (Harun et al 2010). Se estima que se pueden producir
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entre 50000 y 150000L de etanol por hectarea y afio a partir de microalgas (Cheryl,
2010), varios 6rdenes de magnitud superior a la produccidon obtenida por otras
materias primas.

Multiples estudios han demostrado que las alteraciones en las concentraciones
de nutrientes pueden modificar el crecimiento y metabolismo secundario de las
microalgas (Behrens y Kyle, 1996; Hsieh y Wu, 2009). Ademas este crecimiento
depende no solo del adecuado aporte de macronutrientes sino de algunos
micronutrientes como Fe, Mn o Zn (Sunda et al., 2005).

La disponibilidad de nitrégeno en el medio, y su consecuente efecto sobre el
contenido en N de la biomasa, reflejado en la razén C/N, tiene una fuerte influencia
sobre el nivel celular de proteinas, carbohidratos y lipidos. En condiciones de limitacion
nitrogenada, se reduce el flujo del C recién fijado a proteinas y otras biomoléculas
nitrogenadas, aumentando concomitantemente la sintesis de compuestos orgdanicos
no nitrogenados, como lipidos y carbohidratos, los cuales se almacenan como
productos de reserva. Algunas microalgas almacenan preferentemente triacilgliceroles
(Kumar et al 2010) y otras acumulan almidén (Rodolfi et al.,, 2009; Dragone et al.,
2011). El alga modelo Chlamydomonas reinhardtii acumula cantidades significativas de
almiddén cuando se restringe su crecimiento, bien por limitacion en la disponibilidad de
CO; cuando se cultivan en luz o bien por la falta de acetato si estan en oscuridad. Esta
respuesta mimetiza la acumulacion de almiddn en hojas y érganos de almacenamiento
no fotosintéticos de plantas superiores y parece responder a control genético nuclear
relacionado con cambios en actividades enzimdticas asociadas al metabolismo del
almiddn. Para esta microalga se han descrito acumulaciones de hasta un 45% (Hirano
et al 1997). Douskova (Douskova et al., 2008) ha publicado que Chlorella vulgaris
crecida en condiciones de limitacion de fdésforo, nitrégeno o azufre aumenta de
manera sustancial su contenido en almiddn. Pero segun otros autores (Branyikova et
al., 2011) cuando las células de Chlorella tienen una limitacion en el suministro de P y
N, el contenido celular en almidén aumenta un 55% y un 38% respectivamente, pero
tras 20h el cultivo deja de acumular almidén y comienza a consumirlo. Por otra parte,
cultivos de Chlorella que creciendo en condiciones éptimas acumulan un 37% de
almidén, cuando se someten a condiciones de supresion de sintesis de proteina
alcanzan el 70% (Doucha y Livansky, 2009). En Scenedesmus quadricauda la limitacidon
de nitrégeno inhibe la replicacion del ADN, la division nuclear y celular y la sintesis de
proteinas mientras que la sintesis de almidén no se veia sustancialmente afectada
(Ballin et al., 1988).

En la bibliografia consultada se encuentran propuestas de cultivos de C.
vulgaris en régimen mixotrofico encaminados a la obtencion de biomasa y almiddén en
los que se alcanza un contenido en almidon inferior al 5%, con una productividad de 15
mg It d* (Abreu et al., 2012). Claramente, los costes de produccién y los problemas de
contaminacién de estos cultivos hacen poco viable este tipo de estrategia. Todo ello
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sin tener en cuenta que la fijacién de CO, queda reducida si se utiliza una estrategia de
cultivo en la que parte del carbono incorporado proviene de una fuente organica.

En este trabajo quedaba claramente de manifiesto que la disponibilidad de
nitrégeno, medida como suministro especifico de nitrato (SEN), y la velocidad de
dilucién, eran los factores que mas afectaban a la acumulacion de almiddn en cultivos
continuos de C. vulgaris refrendado, ademads, por el modelo de acumulacién
propuesto. En las condiciones éptimas determinadas, C. vulgaris acumulaba mas del
30% de biomasa en forma de almiddn, con una productividad maxima (65 mg I d)
mas de cuatro veces superior a la del cultivo mixotréfico. No encontramos elementos
de comparacién en la bibliografia, respecto a la productividad de almidén en cultivos
fotoautotréficos ya que en ninguno de los trabajos citados se refieren los valores
alcanzados de productividad. Por otro lado, para gran parte de la bibliografia existente
relativa a produccién de biomasa rica en almiddn por microalgas, los procedimientos
empleados para su determinacion no son especificos para este polisacarido, sino
genéricos para carbohidratos totales, por lo que algunos de los valores publicados para
contenido o productividad de almidén deben ser tomados con la debida cautela. En
este trabajo se han empleado procedimientos especificos para almiddn, evitando tener
en cuenta los carbohidratos (principalmente celulosa) que forman parte de la pared
celular. Estos y otros carbohidratos celulares distintos del almidén podrian hacerse
disponibles como sustrato para fermentacion, tras un proceso adecuado de hidrolisis.
Si bien este tratamiento comporta un importante coste afladido, posibilita un mayor
aprovechamiento de la biomasa generada (Harun y Danquah, 2011; Gerken et al.,
2012).

Uno de los objetivos principales de este trabajo se centraba en |Ia
determinacién de condiciones dptimas para la acumulacién de almiddn por cultivos de
microalgas asociada a la eliminacién de CO,. Este enfoque, con un marcado interés
biotecnoldgico, combina la actividad de fijacion fotosintética de carbono con la
generacion de biomasa apropiada para fines energéticos. A tal fin se ha determinado,
para C. vulgaris, la acumulacidon y productividad de almidén en cada condicion de
cultivo. Atendiendo a estos resultados, las condiciones Optimas para dicha
acumulacién no coincidian con aquellas que maximizaban la tasa de fijacidon
fotosintética de CO,. Por tanto, si se desea implementar un sistema de retirada de CO,
ligado a la produccion de almidén se deberia llegar a un compromiso entre ambos
objetivos, en el que, a pesar de verse reducida ambas capacidades respecto de sus
correspondientes limites maximos, los rendimientos netos de fijacion de carbono y
produccién de almidon fuesen aceptables y econdmicamente viables.

Las condiciones ambientales también juegan un papel importante en la
composicion de la biomasa. La alta intensidad de luz tiende a aumentar la produccién
de polisacaridos (Friedman et al., 1991). Se ha demostrado que la sintesis de
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carbohidratos al exterior es significativamente superior en los dias soleados (Tredici et
al., 1991).

La sintesis de almiddn en C. vulgaris esta claramente influenciada por la luz,
encontrandose los valores de acumulacion mas altos en situaciones de maxima
irradiancia incidente. Branyikova et al (2011) sugieren que el factor con mayor impacto
sobre la sintesis de almidon en Chlorella sp. es la irradiancia disponible como
combinacion de la concentracion de biomasa y la irradiancia incidente. Segun estos
autores, el contenido en almiddn de la biomasa se multiplica por cinco al pasar de 215
a 330 HE ms™. Nuestro estudio sobre la acumulacién de almidén a lo largo del ciclo
diario mostraba que los valores maximos se obtenian al final del periodo de
iluminacion. Por tanto, estaria justificado disefar estrategias de cosechado de la
biomasa que coincidiesen con este momento del dia para optimizar la productividad
de almiddn a la intemperie. Resultados similares, también con Chlorella pero cultivada
a la intemperie en reactores de capa fina, han sido publicados por Branyikova et al
(2011) con contenidos maximos de almidéon del 18% al comienzo de la tarde y
minimos, 10%, al inicio de la mafiana.

Para que la productividad de biomasa de microalgas sea maxima es necesario
suplementar al cultivo con una cantidad suficiente de didxido de carbono (Benemann,
1993) ya que el contenido atmosférico, junto a la limitacién en la transferencia de
masa, no permite sustentar un crecimiento activo. El CO, representa una parte
sustancial de los costos de operacion de los sistemas de produccién de microalgas
(Kadam, 1997). Para su reduccion se han propuesto diversas aproximaciones utilizando
gases con un alto contenido en CO, procedentes de incineradoras de residuos (Wang
et al., 2008), centrales eléctricas de carbon (Maeda, 1995; Kadam, 2002) o de keroseno
(Chae et al., 2006), calderas de gas natural (Doucha et al., 2005), o mezclas de gases de
combustién simuladas (Brown, 1996). La mayor parte de estos gases residuales
contienen mas de un 15% de CO,, suficiente para sustentar la produccién de
microalgas a gran escala. Desde otro punto de vista, los cultivos de microalgas pueden
considerarse una de las aproximaciones mas efectivas para fijar CO, (de Morais y
Costa, 2007) contribuyendo a su retirada de las fuentes emisoras y por tanto a la
calidad medioambiental (Nigam y Singh, 2011).

La mayor parte de los estudios se han centrado en evaluar la tolerancia de
distintas microalgas a concentraciones elevadas de didxido de carbono sin prestar
demasiada atencion al posible uso de la biomasa generada (Douskova et al., 2009) y sin
tomar en consideracion que la concentracion de CO, en la fase gaseosa no refleja
necesariamente la concentracién a la que estd expuesta la microalga ya que ésta
depende de la trasferencia de materia y del pH del medio (Kumar et al., 2011).

Diversas especies de microalgas pueden crecer con altas concentraciones de
CO, (Wang et al., 2008) y moderados niveles de SO, y NO, (Matsumoto et al., 2003). El
flujo al que se pueda inyectar el gas va a depender de la irradiancia y temperatura del
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cultivo (Doucha et al 2005). Las especies mas utilizadas en estos estudios han sido
Chlorella, Scenedesmus, Nannochloropsis y Chlorococcum empleando concentraciones
de CO, que van desde el nivel atmosférico al 100% (Seckbach et al., 1970; Kurano et
al., 1995). Chlorococcum littorale, una microalga marina, mostraba una excepcional
tolerancia a altas concentraciones de CO,, por encima del 60% (Satoh et al., 2004). De
Morais y Costa (2007) también han publicado que Scenedesmus obliquus, Chlorella
kessleri y Spirulina sp. exhiben buena tolerancia a altos contenidos de CO; (superiores
al 18%). Especies aisladas de ambientes extremos pueden crecer rapidamente y tolerar
condiciones de alto CO, como Thermosynechococcus elongatus que crece con 20% de
CO, (Eberly y Ely, 2012). Varios experimentos han revelado que la regulacién de los
fotosistemas | y Il, la produccion de ATP y la homeostasis de pH se mantienen en
condiciones de alto CO, en especies que toleran elevadas proporciones de este gas
pero no en especies sensibles (Demidov et al., 2000) pero, en cualquier caso, se
desconocen hasta la fecha los procesos que hacen posible que estas células crezcan en
condiciones de alto CO, (Baba y Shiraiwa, 2012).

El aporte adecuado de CO, para asegurar el maximo crecimiento es
aproximadamente de un 5% para Chlorella (Nielsen, 1995). De forma general, el
crecimiento de microalgas y cianobacterias se inhibe a altas concentraciones de CO,.

Como ya se ha comentado, el uso de gases de escape viene justificado como
medida de abaratamiento de costes para la produccion de biomasa acoplada a la
eliminacion de CO,. Estos gases tienen una composicion heterogénea con presencia en
algunos casos de compuestos altamente toxicos y dcidos como NOy y SO,, responsables
de la rdpida acidificacién del medio de cultivo. En este trabajo se ha evaluado la
capacidad tanto de S. vacuolatus como C. vulgaris de emplear, como adecuada fuente
de carbono, el CO, proveniente de gases de combustidn de centrales térmicas de
generacion de electricidad. A tal fin, se utilizd una mezcla de gases preparada “ad hoc”
de composicién similar a la de las emisiones de una central térmica que emplea
carbones bituminosos como combustible fésil para la produccion del vapor de agua
necesario generar energia eléctrica y que contenia, entre otras sustancias, 12% de CO,,
0,06% de SO, 0 0,08% de NO,.

Previamente se analizd la tolerancia de estas microalgas al suministro en
continuo de distintas concentraciones de dioxido de carbono puro. C. vulgaris
mostraba una excelente respuesta a gaseo constante con diferentes concentraciones
de CO, puro, siendo su cultivo viable hasta un 10% de diéxido de carbono en la
corriente general de gas. S. vacuolatus era mas restrictiva que C. vulgaris, ya que sus
cultivos sdlo eran viables cuando se gaseaban en continuo con un 1% de CO, puro.

Respecto al uso de la mezcla de gases de combustidon, S.vacuolatus toleraba
estos efluentes cuando la corriente estaba diluida 12 veces, conteniendo por tanto un
1% de CO,. En estas condiciones, S.vacuolatus presentaba la misma productividad de
biomasa y tasa de fijacion de carbono que cuando se burbujeaba con 1% de CO, puro o
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cuando se hacia a demanda, con valores de asimilacion de carbono de 1,2 g de CO, por
litro de cultivo y dia y productividades de 0,7 g biomasa I* d*. Estos valores de
productividad de biomasa y de fijacién de carbono estaban préximos (0,8 g biomasa I"*
d!) a los descritos para especies de Scenedesmus aisladas en ambientes extremos, si
bien, las condiciones de cultivo diferian a las de este trabajo (de Morais y Costa, 2007)
y eran muy superiores a los 0,5 g de CO, It d* referenciados por Ho et al (2010) para
Scenedesmus obliquus. Por otro lado, C.vulgaris a pesar de admitir un rango mas
amplio de porcentajes de CO, puro, era igualmente restrictiva en cuanto al origen de la
fuente de carbono, tolerando exclusivamente mezcla de gases de combustién diluida
12 veces o a demanda sin dilucién. Su capacidad de fijacion de carbono en todos los
casos se veia mermada, siendo un 25% (0,9 g CO, I* d) menor que el maximo
determinado en este trabajo (1,2 g CO, I'* d™).

Las especies del género Chlorella han sido ampliamente estudiadas y utilizadas
en procesos de biomitigacion de gases de origen industrial (Van Den Hende et al.,
2012), aunque las condiciones de cultivo, los valores para la asimilacion de carbono y
los contenidos en 6xidos nitrosos y sulfurosos son muy heterogéneos, como queda
recogido en revisiones recientes (Pires et al., 2012), donde se reportan tasas de fijacion
de carbono en especies del género Chlorella con valores que van desde 0,6 hasta 14 g
CO, I'* d™. Cabe destacar las experiencias llevadas a cabo por Douskova (Douskova et
al., 2009), utilizando como fuente de carbono el CO, proveniente de gases de escape
de una incineradora municipal, con una composicion muy heterogénea (NO,, SO,,
Hg...), donde se mostraba que el cultivo de C.vulgaris era viable rindiendo unos valores
de fijacion de carbono superiores a los aqui determinados (4,4 g CO, I'* d). Los
resultados presentados por Keffer (Keffer y Kleinheinz, 2002) se aseguran también un
efecto nulo sobre el crecimiento de C.vulgaris de los éxidos nitrosos y sulfurosos.

En la mayor parte de los trabajos dirigidos a analizar el uso de microalgas para
depurar gases contaminantes no se hace alusion al destino final de la biomasa, es
decir, a la productividad de sus componentes celulares. En este trabajo se ha
demostrado que la utilizacién de gases de combustiéon diluidos convenientemente
permite obtener una biomasa de Scenedesmus con mas de un 50% proteina y 30% de
lipidos. En el caso de los cultivos de Chlorella se han registrado productividades de 10
mg de almidén It d!, bastante inferiores a las obtenidas con CO, puro inyectado a
demanda. Se han comunicado valores de contenido en almiddn de hasta un 34% de la
biomasa generada (Marsalkova et al., 2010). De nuevo se trata de cultivos estancos, si
bien a la intemperie, que utilizan el CO, contenido en gases de escape.

Cultivos al exterior de Scenedesmus vacuolatus y Chlorella vulgaris

La adecuada eleccién del sistema para la produccién de microalgas a gran
escala es un aspecto clave en el proceso de eliminacion de CO,. Se han desarrollado
multitud de disenos, desde sistemas abiertos a biorreactores cerrados; estos ultimos
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permiten un mejor control del proceso y mayores productividades. Ademads, pueden
construirse en una disposicion vertical, reduciendo los requerimientos de espacio (Pulz
et al., 2001). Sin embargo los costes de construccidn, de operacién y mantenimiento
resultan muy elevados. Puesto que el objetivo basico de este trabajo es la retirada de
CO,, los costes del reactor deben ser bajos y la eficiencia energética elevada, aunque
ello implique una reduccion en la productividad de biomasa (Mufioz y Guieysse, 2006).
Con estas consideraciones, para el presente estudio se compararon estanques abiertos
y reactores planos operados a la intemperie, para evaluar su potencial respecto a la
retirada de CO,.

Aungue los estudios en laboratorio han permitido establecer las condiciones
Optimas para maximizar la fijacion de didxido de carbono por ambas microalgas, los
estudios al exterior requieren un nuevo esfuerzo de optimizacion. Para ambos tipos de
reactor se ajusté la densidad celular minima y la frecuencia de dilucidn, en funcién de
la época del afio, para conseguir un uso eficiente de la luz, ya que la irradiancia
incidente es un parametro que no se puede controlar en los sistemas a la intemperie.
Otro factor clave en los cultivos al exterior, la temperatura, estuvo controlada en el
RPV dentro de unos margenes y sin control en los sistemas abiertos. Sélo el pH se
ajusté al 6ptimo establecido.

La primera informacidn destacable de este estudio al exterior fue la acusada
diferencia en la capacidad de retirar CO, que presentan los cultivos a la intemperie
respecto a la obtenida en las columnas de burbujeo, mantenidas bajo estricto control,
dentro del laboratorio. Las tasas de fijacién se reducian un orden de magnitud para las
dos especies de microalgas y en ambos sistemas de cultivo. Este resultado es de
especial interés porque a menudo se hacen extrapolaciones a grandes superficies y
periodos anuales, del potencial de las microalgas para generar un determinado
producto, a partir de datos en pequefio volumen y condiciones controladas.

Otro aspecto clave puesto de manifiesto en los cultivos al exterior es la
diferente susceptibilidad de las microalgas a contaminaciones por otros organismos.
Entre los patdgenos con capacidad para infectar microalgas se han descrito virus,
bacterias, protozoos, hongos (Elbrachter y Schnepf, 1998; Brussaard, 2004; Mayali y
Azam, 2004). Se ha detectado contaminacidén por virus en mas de 50 especies de
microalgas (Nagasaky et al., 2005), incluyendo algunos que infectan a especies de
microalgas responsables de afloramientos masivos. En las dos uUltimas décadas se han
identificado muchas bacterias algicidas, la mayor parte de ellas gram-negativas
(Doucette et al., 1998). Parece que su efecto daiino se debe a la liberacidon de
ectoproteasas (Mitsutani et al., 2001). Los protistas descritos como parasitos de
microalgas son zooflagelados, amebas y euglenas (Schweikert y Schneph, 1997). El
género Amoebophrya es el mas infectivo (Park et al., 2004). La presencia de protozoos
puede comprometer seriamente la viabilidad del cultivo (Subashchandrabose et al.,
2013). Los hongos mds genéricamente implicados en asociaciones parasitarias con
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microalgas pertenecen al filum Chytridiomycota, denominados cominmente como
quitridos (lbeling et al., 2004). Estos pardsitos tienen un amplio rango de huéspedes
(Gutman et al., 2009) y causan una alta mortalidad en poblaciones da microalgas de
agua dulce o marina (Van Donk, 1989). Se han descrito contaminaciones por estos
hongos en sistemas de cultivo al exterior de Scenedesmus obliquus (Abeliovich y
Dikbuck, 1977). Su eliminacién resulta complicada y costosa (Letcher et al., 2013) ya
gue requiere el uso de fungicidas.

Estos episodios de contaminacidon se han manifestado en los cultivos de C.
vulgaris y S. vacuolatus tanto en estanques abiertos como en RPV. Este hecho ha
resultado especialmente dramatico en el caso de Scenedesmus que durante la
experimentacion sufridé continuas infecciones por el quitrido Paraphysoderma
sedebokerensis haciendo inviable su cultivo y por tanto reconsiderando su seleccion
inicial como organismo idéneo para procesos de retirada de CO,. Gutman et al (2009)
han descrito episodios de infeccién por este mismo quitrido en varias microalgas,
algunas explotadas comercialmente como es el caso de Haematococcus pluvialis. Los
datos referenciados de cultivo al exterior de alguna especie de Scenedesmus
(S.obliquus) corresponden a sistemas tubulares cerrados (Hulatt y Thomas, 2011).

Sin embargo, los cultivos de Chlorella vulgaris solo resultaron infectados
ocasionalmente por protozoos que, aunque reducian la productividad, no afectaban la
viabilidad. Este hecho justifica la elecciéon definitiva de esta microalgas para el
propdsito de este trabajo y permiten enfatizar la necesidad de verificar en cultivos al
exterior, en condiciones reales de produccion, el uso potencial de una microalga para
cualquier aplicacién practica. C. vulgaris ha sido ampliamente utilizada en sistemas
masivos de produccidn al aire libre por su adaptabilidad a condiciones ambientales
cambiantes y su alta tasa de crecimiento que la hacen competitiva en relacion a
algunos contaminantes. Esta capacidad de adaptacion a las condiciones de exterior se
ha reflejado en los resultados de este trabajo donde ha sido posible cultivar la
microalga tanto en estanques abiertos como en RPV a lo largo de todo el afio a pesar
de las fluctuaciones en luz y temperatura.

La Figura 63 resume el comportamiento de los cultivos de C.vulgaris en
estanque abierto en un ciclo anual correspondiente a la latitud de la ciudad de Sevilla.
Cuando la irradiancia incidente es baja, los cultivos deben operarse a una densidad
celular minima menor que en condiciones de alta irradiancia. Por tanto, la operacién
de los cultivos al exterior debe ser modulada en funcion de la situacién ambiental.

Realizando un promedio anual, en estanque abierto, Chlorella vulgaris es capaz
de fijar unos 11 g de CO, por metro cuadrado y dia. Este valor es el doble del obtenido
en nuestro grupo con la cianobacteria Anabaena ATCC 33047, en el mismo disefio de
reactor y mismo emplazamiento (Clares, 2011), superior a la obtenida con Dunaliella
salina (Garcia-Gonzdlez et al.,, 2003) y del mismo orden que la publicada para
Muriellopsis sp (Blanco et al., 2007). Considerando un tiempo de operaciéon anual
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Tasa de fijacion CO, (g m'zd'l)

Invierno Primavera Verano Otorfo

Figura 63. Evolucion de la fijacion de CO, a lo largo de un ciclo anual de cultivos de C.vulgaris en
estanque abierto. Cada punto representa el valor promedio de las experiencias llevadas a cabo en
cada estacion (4-5 experiencias)

aproximado de 300 dias (paradas de limpieza, etc) se pueden estimar rendimientos de
3,3 Kg de CO, m? afio” no muy alejados del valor maximo de 6 Kg de CO, m? afio”
propuesto por algunos autores (Borowitzka, 2010).

En cultivos al exterior cobra especial importancia el disefio del reactor, cuyo
principal objetivo es maximizar la utilizaciéon de la luz manteniendo una elevada
relacion entre el volumen de cultivo y la superficie ocupada, ademas de una adecuada
distribucién de nutrientes y transferencia de masa y gases (Acién Fernandez, 2013). En
este sentido, el reactor plano vertical utilizado en este trabajo tenia mayor relacion
volumen/superficie que el estanque abierto, ademas del control de temperatura, uno
de los aspectos mas favorables en este reactor.

La tasa de fijacion de CO; de los cultivos de C.vulgaris en RPV era el doble que
en estanques abiertos, con valores minimos de 15 g CO, m?2d™? y maximos de 30 g CO,
m?2 d? en las mejores condiciones de iluminacion (Figura 64). A pesar que, por
problemas en la instalacion, no se pudo completar el estudio anual, el valor promedio
calculado fue de 6 kg de CO, m™ afio™! para 300 dias de operacidn, similar al obtenido
por nuestro grupo para Anabaena ATCC 33047 (Clares, 2011), o publicado para
Nanochloropsis sp (Zhang et al., 2001).

Aun asumiendo que el emplazamiento geografico de los reactores es distinto,
asi como sus dimensiones, y por tanto las comparaciones deben ser tomadas con
precaucion, los datos de productividad volumétrica de C.vulgaris a lo largo del afio en
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RPV son similares a los obtenidos por Ugwu (Ugwu, 2008) para Nannochloropsis y por
Rodolfi (Rodolfi, 2009) para diferentes estirpes de Chlorella y Scenedesmus.

Tasa de fijacién CO, (g m2d™)

Invierno Primavera Verano

Figura 64 Evolucion de la fijacion de CO, a lo largo de un ciclo anual de cultivos de C.vulgaris
en RPV. Cada punto representa el valor promedio de las experiencias llevadas a cabo en cada
estacion (4-5 experiencias)

El rendimiento de cada uno de los reactores podria mejorarse introduciendo
modificaciones: en el caso de los estanques, aportando elementos de control de
temperatura, en el caso de los RPV reduciendo el paso de luz o mejorando el sistema
de aireacién (Richmond y Cheng-Wu, 2001).

De acuerdo con los resultados que aqui se presentan, el reactor mas adecuado
para el cultivo de Chlorella vulgaris es el RPV ya que, ademas de su elevada capacidad
de fijacién de CO,, presenta ventajas adicionales como un bajo consumo energético,
gran capacidad de mezcla, moderado coste de construccion, simplicidad de manejo y
susceptibilidad de escalado. Tomando estas consideraciones en su conjunto, el RPV
puede suponer una opcion de interés como sistema de cultivo para su aplicacién a la
retirada de CO, presente en gases de chimenea acoplada a la producciéon de una
materia orgdnica con alto contenido en almiddn a partir de microalgas.
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Conclusiones

De entre once cianobacterias y microalgas, Scenedesmus vacuolatus y Chlorella
vulgaris son las especies cuyas caracteristicas son las mas adecuadas para destinarlas a
la generacion de biomasa rica en carbohidratos con CO, como fuente de carbono.

El régimen de operacion en continuo es el mas idoneo para conseguir la mayor
eficiencia en los cultivos de microalgas. Para Scenedesmus vacuolatus, en condiciones
dptimas, se alcanzan valores de 0,6 g I d™ para la productividad de biomasay de 1,2 g
It d* para la tasa de fijacién de CO,. Su facilidad para flocular es una ventaja afiadida
para la eleccion de Scenedesmus vacuolatus como el organismo potencialmente mds
adecuado al propésito de este trabajo.

El principal factor condicionante tanto del crecimiento de Chlorella vulgaris, como de
la produccion de biomasa y fijacion de CO, por sus cultivos es la irradiancia promedio,
seguido en importancia por temperatura, disponibilidad de nitrégeno y pH. Operando
en las condiciones fijadas como éptimas, la productividad resultante es de 0,7 g
biomasa I'*d?, siendo la tasa de fijacién de CO, de 1,3 g I'*d™.

La generacion de modelos de comportamiento respecto a distintas variables permite
predecir la productividad de biomasa y tasa de fijacion de CO, de los cultivos en
funcién de dichas variables. El modelo propuesto, tanto para Scenedesmus vacuolatus
como para Chlorella vulgaris, asigna los mayores valores de productividad para el valor
mas elevado de irradiancia incidente maxima (3000 HE m™ s™) y para una velocidad de
dilucion de 0,5 d™*. Los valores predichos son analogos a los registrados
experimentalmente.

Resulta factible cultivar Scenedesmus vacuolatus y Chlorella vulgaris utilizando como
fuente de carbono el CO, contenido en mezclas de gases que simulan emisiones de
origen industrial. Sin embargo, para garantizar la viabilidad de los cultivos, dicha
mezcla gaseosa debe bien diluirse convenientemente con aire o suministrarse a pulsos
en respuesta a la demanda del cultivo, monitorizada como aumento del pH del medio.

El almidon sintetizado por Chlorella vulgaris representa un valioso producto del
metabolismo fotosintético, de clara aplicacidén practica. Las variables que condicionan
la acumulacién de este metabolito en cultivos en régimen continuo en fotoquimiostato
son la velocidad de dilucidon y el suministro especifico de nitrato.

Las condiciones que mas favorecen la acumulacién de almidén por Chlorella vulgaris
son: pH, 7,5; temperatura, 252C; velocidad de dilucion, O,9d’1; irradiancia incidente
maxima, 3000 uEm'zd'l; y nitrato en el medio fresco, 5mM. Asi puede alcanzarse una
productividad de 50 mg almidén I d}, aunque este valor podria ser ain mas alto si la
recogida de biomasa se hace coincidir con el final del periodo de maxima irradiancia.

153



Rafael Garcia Cubero

10.

Los cultivos al exterior de Scenedesmus vacuolatus son sensibles a contaminacién por
diversos microorganismos, lo que puede comprometer la utilizacién de esta microalga
en procesos que requieran que se cultive en sistemas abiertos.

En las condiciones climaticas predominantes en Sevilla, Chlorella vulgaris puede
cultivarse a lo largo de todo el afio, tanto en estanques abiertos sin control de
temperatura como en reactores planos verticales atemperados, sin problemas de
contaminacion.

El reactor plano vertical ofrece mayor rendimiento que los estanques abiertos para el
cultivo a la intemperie de Chlorella vulgaris. La tasa promedio anual de fijacion de
carbono es de 8 g de CO, m?2d?en estanque abierto, siendo 2,5 veces mayor en el
rector plano vertical, por lo que este ultimo sistema parece idéneo para su empleo en
procesos de captacion del CO, presente en emisiones industriales.
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