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1. INTRODUCCION Y
CONSIDERACIONES GENERALES

Bajo el término de microalga se incluyen aquellos microorganismos unicelulares capaces de llevar a cabo la
fotosintesis. En esta categoria quedan agrupadas tanto las cianobacterias (conocidas tradicionalmente como
algas verdeazuladas) como las algas eucariotas (tradicionalmente algas verdes, rojas y doradas).

Las microalgas son generalmente organismos fotoautdtrofos, es decir, organismos que obtienen la energia de
la luz proveniente del Sol y se desarrollan a partir de materia inorgdnica. Sin embargo, algunas especies de
microalgas son capaces de crecer empleando la materia organica como fuente de energia o de carbono. Seguin
esto, la produccidn de microalgas se divide en:

- Fotoautotrofa: las algas obtienen la energfa del Soly el carbono de los compuestos inorganicos (sales).

- Fotoheterotrofa: las algas obtienen la energia del Sol y emplean compuestos organicos como fuente de carbono.

- Mixotrofica: muchas algas son capaces de crecer bajo procesos tanto autotrofos como heterétrofos, de manera que
la fuente de energia es tanto la luz como la materia organica. El carbono lo obtienen, por o tanto, de compuestos
organicos y del CO,. Algunas de estas algas son la especie Spirulina platensis o la especie Chlamydomonas
reinhardtii.

- Heterotrofa: los compuestos organicos proporcionan tanto la energfa como la fuente de carbono de estas algas.
Por lo tanto, existen algas que pueden desarrollarse bajo ausencia de luz, como por ejemplo la especie Chlorella
protothecoides.

La composicion de las microalgas (su contenido en lipidos, carbohidratos y proteinas) es variable y puede ser
manipulada mediante varios parametros durante su proceso de cultivo, dependiendo ademas de la especie
considerada. En general, as cianobacterias tienen un contenido lipidico de hasta un 20%, mientras que el
contenido de lipidos de las algas procariotas oscila entre el 20 y el 50% en peso seco.

Las microalgas son las plantas con mayor crecimiento de la tierra (100 veces mas rapido que los arboles) y pueden
crecer en distintos ambientes tanto de pH como de temperatura.

El cultivo de microalgas no es una actividad nueva. Mas de sesenta afios de investigacion en ficologia aplicada
avalan un conocimiento actual sobre produccion masiva de microalgas que ha permitido su uso como alimento
en la acuicultura de especies marinas, la depuracién de aguas residuales y la producciéon de compuestos para
sectores como la dietética y la cosmeética. Se trata de productos cuyo valor de mercado permite llevar a cabo de
forma rentable este tipo de actividad econdmica.

La produccién masiva de microalgas se llevd a cabo por primera vez en Alemania durante la Il Guerra Mundial,
para la produccién de Lipidos.

El empleo de las microalgas para la depuracion de las aguas residuales ha sido promovido desde finales de los
afios cincuenta por Oswald (1957). Asi mismo, en los afios 70 se desarrollaron en los EEUU sistemas abiertos de
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cultivo de microalgas para el tratamiento de aguas residuales en los que se transformaba la biomasa obtenida en
metano (Ugwu, 2008). Sin embargo, este sistema de tratamiento se ha visto frenado debido a la gran superficie
de terreno que necesita y a la utilizacion de otros sistemas de tratamiento como el de fangos activados.

No obstante, las algas son empleadas hoy en dia en numerosas partes del mundo para el tratamiento de aguas
residuales, pero a pequefa escala. La capacidad de las algas de eliminar del agua tanto nitrégeno como fésforo,
entre otros, las convierte sin embargo en una posibilidad real para la eliminacion de nutrientes de las aguas
residuales, demostrandose que en la eliminacion del fdsforo pueden ser tan eficientes como el tratamiento
quimico convencional (Hoffman, 1998). Sus principales ventajas son el menor coste, ya que no son necesarios
productos quimicos, y la recuperacion de los nutrientes en forma de biomasa que puede ser empleada como
fertilizante. Diversos autores han estudiado el consorcio algas-bacterias para la depuracion de aguas residuales,
en el que las primeras generan el oxigeno necesario para la respiracion de las sequndas, cuya descomposicion a
su vez proporciona los nutrientes necesarios, junto a la energia luminica, para la fotosintesis.

En los ultimos afios, la Unidn Europea ha apostado firmemente por la obtencion de nuevas fuentes de energfa
limpia, como los biocombustibles. EL objetivo es que en el afio 2020 un 20% de la energia producida en Europa
provenga de energias renovables. La motivacion para este cambio de postura es no solamente la necesidad de
reducir el uso de derivados de petroleo y, consecuentemente, la dependencia de los paises exportadores, sino
también el reducir las emisiones de los gases de efecto invernadero (Wackett, 2008).

El término biocombustible se refiere a los combustibles liquidos 0 gaseosos para el sector transporte, que son
predominantemente producidos por la biomasa (Demirbas, 2008). Una clasificacion actual incluye los términos
biocombustibles de Primera, Sequnda y Tercera generacion:

- Los “Biocombustibles de Primera generacion”, es decir el etanol y el biodiesel, son producidos de una parte
especifica, normalmente comestible, de plantas tradicionales como la cafia-de-azucar, la soja, el trigo, el maiz
0 la palma aceitera.

- Los “Biocombustibles de Segunda generacion”, también denominados los biocombustibles celuldsicos,
son producidos de materias primas no alimentarias como son los residuos agroindustriales y las gramineas
forrajeras de alta produccion de biomasa.

- Los “Biocombustibles de Tercera generacion” son los producidos a partir de la materia prima modificada
genéticamente. Los agentes de conversion, es decir, microorganismos y algas, también son modificados
genéticamente para que el proceso sea mas eficiente.

Al contrario que los biocombustibles de primera generacion, las algas se pueden cultivar en cualquier lugar
del mundo, no compitiendo en ocupar hectdreas con los cultivos alimentarios y suponiendo, ademas, un valor
anadido en la cadena alimentaria.

Asf mismo, tienen un rendimiento productivo mucho mayor que cualquier otro cultivo de biocombustibles,
con muy alto contenido de BTU de combustion (3 veces mas alta que la madera), proporcionando asi un valor
calorifico mayor a su energia y con cero contenido de emisidn en azufre en su combustion, cumpliendo, por
tanto, con los requerimientos mds estrictos de emisiones para combustibles de transporte y ayudando asf a los
gobiernos europeos a alcanzar su objetivo de aumento del uso de biocombustibles en el transporte para el afio
2020. Ademads, no existe impacto medioambiental en caso de vertido de algas accidental.
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La idea de utilizar las microalgas con fines energéticos no ha surgido ahora, ya que existen estudios publicados
hace mds de treinta afios en los que ya se hacia referencia. Recientemente, ha proliferado la idea de utilizar
la biomasa de las microalgas cultivadas para la obtencion de nuevas fuentes de biocombustibles, creando
numerosas expectativas y confianza en una solucion a corto plazo para los problemas asociados al uso de los
combustibles fosiles.

Otras aplicaciones del cultivo de microalgas es su uso en plantas de carbdny en otras plantas industriales altamente
contaminantes para facilitar el control de las emisiones de carbono, mediante la absorcion y biofijacion de grandes
cantidades de CO, durante su cultivo. En dichos procesos de fijacion de carbono, se generan créditos de carbono
gue suponen una tercera fuente de ingresos ademas de los derivados de la produccion de aceite y de la biomasa.
La biomasa algal también es utilizada en la fabricacion de biogas que a su vez es una fuente de electricidad limpia.

La produccion a escala industrial de algas para usos no energéticos comenzé en los afos sesenta en Japon con
el cultivo de la microalga Chlorella para su uso como aditivo en alimentacion, extendiéndose su produccién a
paises como los EEUU, Israel, India o Australia. Sin embargo, el consumo de microalgas para alimentacion esta
restringido a unas pocas especies debido a la estricta legislacion alimentaria. Las especies predominantes en
forma de comprimidos o en polvo son Chlorella, Dunaliella y Spirulina, si bien existen estudios que relacionan el
consumo de cianobacterias con varias enfermedades del sistema nervioso.

Las microalgas son una fuente importante de acidos grasos poliinsaturados, esenciales para el ser humano por
reducir principalmente el riesgo de enfermedades cardiovasculares. La fuente principal de estos dcidos grasos son
los aceites de pescado, si bien, actualmente existe comercialmente el dcido docosahexaenoico (DHA) producido
a partir de microalgas.

De las microalgas, sobretodo de la especie Dunaliella salina, se obtiene también B-caroteno, que tiene un amplio
rango de aplicaciones como por ejemplo aditivo en cosméticos, como colorante y como fuente de provitamina A.
Ademas, de la microalga Haematococus pluvialis se obtiene astaxantina, que se emplea en la industria cosmética
y nutracéutica, como colorante y en alimentacion.

LaC-ficocianina, que se obtiene principalmente de Spirulina platensis y Porphyridium cruentum, tiene aplicaciones
en nutricion humana y animal y como colorante natural para alimentos y cosméticos, asi como en la industria
farmacéutica por su poder antioxidante.

Las microalgas se cultivan también para su uso en la alimentacion animal como suplementos que mejoran por
ejemplo la respuesta inmunoldgica y la fertilidad, controlan el peso o el estado de las pieles de los animales. En
acuicultura se emplean principalmente microalgas como Chlorella, Spirulina o Scenedesmus.

Asi mismo, el carbdn vegetal resultante de la pirolisis se emplea como fertilizante y se ha propuesto como un
biocombustible que fija CO,, aungue se encuentra atin en fase de estudio (Brennan 2010).

A pesar del potencial de las microalgas para su aprovechamiento en los sectores de la energia, la depuracion
y la fabricacién de productos de alto valor afadido, su produccién tanto a nivel industrial como semiindustrial
se ha visto impedida principalmente por falta de rentabilidad econdmica. Los principales motivos, que a su vez
constituyen posibles campos de mejora, son Los siguientes:
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- Laseleccion de especies debe permitir tanto la produccion de biodiesel como la produccion de otros productos
de valor anadido.

- Los sistemas de produccion necesitan un mayor grado de desarrollo que permita alcanzar eficiencias
fotosintéticas mas altas.

- EL mantenimiento de monocultivos, evitando la contaminacion, es un problema a solventar en determinados
sistemas de cultivo.

+ Se deben reducir tanto la evaporacion como las pérdidas de difusion de CO,

- La energia consumida en el proceso debe ser minimizada, ya que en ocasiones el gasto energético total (por
bombeo, transferencia de CO,, separacion, secado, extraccion, etc.) es superior a la energia obtenida.

- La existencia de pocas plantas industriales en funcionamiento, y el recelo de sus propietarios a compartir y
difundir informacién, hace dificil a recoleccién de datos para realizar balances completos y la optimizacion
de los sistemas productivos.

En consecuencia, la investigacion actual en el campo de la produccion y el cultivo de microalgas se desarrolla
en varios frentes, como el de la ingenierfa: disefio de fotobioreactores que aprovechen dptimamente la luz, la
simulacion de dinamica de fluidos para estudiar el efecto en la productividad de las condiciones hidrodinamicas
y de la agitacion, el estudio del empleo de membranas para inyectar el CO, en el cultivo, la modelacion de los
procesos de toma de nutrientes, etc, estudios orientados en definitiva a maximizar la productividad y disminuir el
consumo energético.

Ademas del campo de la ingenieria, en biotecnologia se estan realizando por ejemplo estudios microbioldgicos
que pretenden reducir la energia requerida en un reactor para la fotosintesis, reduciendo en los sistemas
fotosintéticos de las microalgas el tamafio de la antena que recoge la luz, de tal forma que se permite que
cada uno de ellos tome sélo la luz que necesita. De esta manera la luz que se suele disipar en forma de calor
y fluorescencia en el reactor y su superficie, penetra en el cultivo aumentando la eficiencia general (Stephens
2010). De esta forma se puede también disminuir la energia de agitacion.

Por otro lado, las colecciones de algas existentes contienen infinidad de especies y cepas que, junto con los
recientes avances en ingenieria genética, suponen una base importante sobre la que desarrollar procesos y
sistemas de produccion de microalgas que sean capaces tanto de aumentar las productividades de los procesos
actuales como de producir nuevas sustancias de alto valor.

Ademas, se buscan microalgas que sean capaces por un lado de tratar aguas residuales de diferentes caracteristicas
y carga contaminante de modo estable y eficiente,y por otro que no presenteninhibicion ante gases de escape que
ahora son toxicos. En este sentido se estan desarrollando técnicas como la lipidémica, gendmica y metabolomica
que trabajan en la busqueda y desarrollo de microalgas con gran capacidad de crecimiento, adaptabilidad al
medio, tolerancia a contaminantes y habilidad de producir productos de alto valor anadido.

Asi mismo, existe un gran potencial en la combinacion de procesos en los que participan microalgas, como la
obtencidn de biodiesel a partir de microalgas que a su vez fijan gases de escape o depuran aguas residuales,
0 la digestion anaerobia para obtencidon de metano de las microalgas una vez se les ha extraido los lipidos u
otras sustancias de interés. Combinando la produccién de microalgas y el tratamiento de aguas se produce
un importante ahorro en el consumo de nutrientes, ya que éstos provienen de un agua residual que, a su vez,
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ha de ser tratada. La combinacién de varios procesos mejora por tanto la viabilidad tanto econémica como
medioambiental.
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2. SISTEMAS DE CULTIVO DE
MICROALGAS

2.1 Factores para el crecimiento de microalgas

Los factores influyentes en el crecimiento de las microalgas son comunes, sin embargo, cada especie y subespecie
de microalga presenta sus caracteristicas propias respecto a las condiciones éptimas de crecimiento, asf como
unas productividades maximas alcanzadas en diferentes configuraciones de sistemas de cultivo.

La productividad de las microalgas estd determinada, principalmente, por el pH del medio, la salinidad, la
disponibilidad y concentracion de nutrientes, la intensidad y el tipo de luz, la densidad celular del cultivo, la
temperatura y la contaminacion o la depredacién por otros organismos.

En promedio, las microalgas doblan su biomasa en 24 horas. Sin embargo, en fase exponencial algunas algas
pueden doblar su biomasa en tiempos tan cortos como 3,5 horas (Brennan 2010).

2.1.1Lug

La disponibilidad de luz es el principal factor limitante de los cultivos fotoautdtrofos de microalgas. Los nutrientes
inorganicos e incluso el CO, pueden ser incorporados al medio de cultivo en exceso, de forma que nunca sean
limitantes al crecimiento. Por el contrario, la luz debe ser continuamente suministrada al cultivo, ya que a energia
radiante no se puede acumular (Molina-Grima et al., 1996).

El problema del control de la luz como factor de vital influencia en el crecimiento de las microalgas radica en la
imposibilidad de definirlo mediante un Unico pardmetro, ya que entran en juego intensidades, frecuencia de los
cambios luz-oscuridad, duracion de os ciclos, configuracion del reactor o estanque, hidrodindmica etc.

Los organismos fotosintéticos solo emplean la fraccion del espectro de luz solar que es fotosintéticamente activa,
esdecirentre 350y 700 nm, lo que supone un 40% de la radiacion total del Sol. La mayor parte de los ecosistemas
naturales vegetales presentan una eficiencia de conversién de energia luminica en biomasa de alrededor del 1%.
Sin embargo, en el caso de las microalgas se han demostrado eficiencias de conversion luz-biomasa entre 1y 4
% en sistemas abiertos como estanques y alin mayores en fotobioreactores cerrados (Stephens 2010).

El crecimiento de los microorganismos fotosintéticos es proporcional a la intensidad de la luz recibida siempre
que ésta se sitlie por debajo de un cierto valor maximo. A partir de éste valor maximo, el crecimiento se ve
fotolimitado ya que los sistemas fotosintéticos receptores se ven dafados y la fotosintesis, por tanto, inhibida. En
la mayoria de as microalgas la fotosintesis se ve saturada a niveles luminicos que representan sobre el 30% de
la radiacion total solar, lo que supone unos 1.700 a 2.000 yE/m?s. Las microalgas se adaptan a los cambios de
luz variando el contenido de clorofila A de sus células, de modo que las microalgas adaptadas a bajos niveles de
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luminosidad tienen una respuesta mas rapida a cambios en la intensidad luminosa ya que tienen mas clorofila
que las que estan adaptadas a intensidades de luz altas.

La produccion de microalgas al aire libre estd condicionada generalmente a la luz recibida como factor limitante
(Pulz, 1998). Por otro lado, las microalgas deben adecuarse a los cambios en la biomasa a lo largo del dia debido
a que las concentraciones dptimas de biomasa son diferentes para diferentes niveles de irradiacion solar.

Por tal motivo, la iluminacion artificial puede contribuir a una produccion continua, pero con un mayor coste
tanto econdmico como energético. Es importante, por tanto, conocer el espectro de absorcion de las microalgas
cultivadas, antes de la eleccion de luz artificial. Dicho espectro depende de los pigmentos mayoritarios presentes
en ellas. Kommareddy y Anderson (2003), realizaron un estudio en el que utilizaban ldmparas fluorescentes,
incandescentes, halogenas, y LEDs (emitiendo en 643 nm), determinando que los LEDs son la fuente mas eficiente
y economica, ya que emiten mas del 98% de su luz entre 600 y 700 nm.

2.1.2 Nutrientes

En funcion de los nutrientes empleados, las microalgas se pueden clasificar en autétrofas, heterdtrofas, o
mixotroficas. Es importante destacar que un déficit de nutrientes provoca en las microalgas una acumulacion de
lipidos siempre que haya luz y CO, disponibles (Rodolfi 2009, Khozin-Goldberg 2006).

Los principales nutrientes minerales que las microalgas toman del medio y necesitan para su desarrollo son:

Carbono: Las microalgas autotrofas pueden emplear como fuente de carbono el CO, presente en la atmdsfera o
en gases de escape, asi como los iones bicarbonato (HCO,-) mediante la enzima anhidrasa carbonica. Son capaces
de tolerar hasta unas 150.000 ppmv de CO, en aire de media, aunque hay especies de microalgas como Chlorella,
que han demostrado que toleran hasta 400.000 ppmv. Cuando se provee a las algas de carbonato, se hace
generalmente en forma de Na,CO, y NaHCO..

Se puede calcular estequiométricamente la necesidad de carbono conociendo la composicion de la biomasa,
resultando un minimo de 1,85 g CO,/g biomasa. Por otro lado, para asegurar que las microalgas pueden tomar
dicho CO,, su presion parcial en el liquido ha de ser de 0,1-0,2 kPa.

Los compuestos organicos proporcionan para las microalgas heterdtrofas tanto la energia como la fuente de
carbono. Asi mismo, las microalgas mixotroficas son capaces de crecer bajo procesos tanto autétrofos como
heterdtrofos, de manera que la fuente de energia es tanto la luz como la materia organica, obteniendo el carbono
de compuestos organicos y del CO,

Nitrogeno: es otro de los macronutrientes esenciales en el crecimiento de las microalgas. El contenido en
nitrégeno de la biomasa algal puede suponer desde un 1% hasta mas del 10%, en funcién de la disponibilidad
y el tipo de fuente de nitrégeno. Las microalgas pueden tomar nitrogeno del medio generalmente en forma de
urea, nitrato, nitrito, amonio, nitrégeno gas y 6xidos de nitrégeno (NOx). En un estudio (Xin 2010) se demostrd que
la microalga Scenedesmus sp., crece mas rapidamente con amonio, sequido de urea y finalmente de nitrato, en
cambio, la eliminacion de fésforo y nitrégeno fue mas completa en el cultivo donde el nitrégeno estaba presente
en forma de nitrato y urea que en el cultivo realizado con amonio, puesto que el nitrogeno en forma de amonio,
cuyo equilibrio de disociacién depende de la temperatura y el pH del medio, inhibe también el crecimiento de
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las microalgas debido a que es normalmente toxico para los organismos fotosintéticos, ya que desacopla el
transporte electrénico en el fotosistema Il y compite con el agua en las reacciones de oxidacion que generan
el O, libre. La tolerancia al amonio depende de la especie cultivada: por ejemplo, Spirulina se ve prdcticamente
inhibida ante concentraciones de 200 mg NH,+/L mientras que Chlorella sorokiniana no muestra inhibicion
ante concentraciones de 400 mgNH,+/L. Lo que aun no se ha determinado es que forma de nitrégeno es mas
beneficiosa energéticamente para la produccion de microalgas.

EL fésforo es tomado del medio en forma de ortofosfatos (P-PO,-3), cuya concentracion en equilibrio con las
formas protonadas depende del pH del medio. Factores como un pH excesivamente alto o bajo, o la ausencia de
jones como potasio, sodio 0 magnesio, ralentizan la toma de fosfatos por parte de las microalgas.

La cantidad necesaria de fosforo es mucho menor que la de nitrégeno para una misma cantidad de biomasa generada.
Diversos autores concluyen que la toma de nutrientes por parte de las microalgas se ve influida por la relacion N:P
en el medio de cultivo, de modo que se producird un mayor crecimiento y toma de nutrientes cuanto mas proxima
esté a la composicion de las microalgas. Por ejemplo, para la microalga Chlorella la relacion dptima es de 8:1 (Aslan
y Kapdan, 2008). Sin embargo, como las microalgas son capaces de adaptarse al medio de cultivo pueden tomar, en
principio, uno de los nutrientes en una proporcién mayor que la presente en su composicion celular.

Las microalgas requieren, para su crecimiento, ademas de otros macro- y micronutrientes (Richmond, 2004).
Aparte del C, N y P, otros elementos son necesarios para el cultivo de microalgas, tanto macronutrientes (S,
K, Na, Fe, Mg, Ca) como micronutrientes o elementos traza (B, Cu, Mn, Mo, Zn, V'y Se), tal como se observa en
la composicion elemental de las células microalgales. Muchos de dichos elementos traza son relevantes en
reacciones enzimaticas y en a biosintesis de compuestos necesarios para el metabolismo. Aligual que el P, estos
jones traza muestran cierta afinidad por otros compuestos del medio y precipitan. Para evitar este problema,
se anaden al medio agentes quelantes de metales, como el EDTA (especialmente el Na-EDTA, que es de facil
disolucion).

2.1.3 Salinidad

La salinidad del medio de cultivo tiene una gran influencia en el crecimiento de las microalgas asf como en la
productividad de lipidos para biodiesel u otras sustancias de valor. Araujo (2011) en un estudio con diez cepas de
microalgas diferentes observo como cada una respondia de modo distinto ante un cambio en la salinidad del
medio de 25 g/L a 35 g/L, calculando los resultados de rendimiento y productividad de biomasa y de aceite por
volumen cultivado. Sin embargo, especies de microalgas como Chaetoceros gracilis y Tetraselmis tetrathele no
presentaron cambios frente a a salinidad. La mayor productividad se alcanzo con Chlorella vulgaris, que alcanzo
una relacion biomasa inicial:final de 1:10.

2.1.4 pH

EL pH del medio influye tanto en la proporcion de las especies del equilibrio quimico del CO,, y por tanto, en la
alcalinidad del medio, como en la forma quimica en que se encuentran algunos nutrientes y micronutrientes
necesarios. Cada especie de microalga tiene un rango de pH en el cual su crecimiento es 6ptimo, dependiendo de
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qué especies quimicas esté mas habituada a asimilar. EL pH en la mayoria de cultivos de microalgas se encuentra
entre 7y 9,con un optimo entre 8,2-8,7.

Elproceso fotosintético de fijacion de CO, provoca un aumento gradual de pH en el medio debido a la acumulacion
de OH-, lo que puede promover la eliminacion de nitrégeno en forma de amoniaco por stripping a la atmosfera
y la eliminacién de fosforo por precipitacion de ortofosfatos.

Elcontrol de pH se consigue mediante aireacion o inyeccion controlada de CO,, pero también mediante la adiccion
de dcidos o bases.

2.1.5 Oxigeno

El nivel de oxigeno disuelto es un parametro que debe ser controlado en el cultivo de microalgas, ya que altas
concentraciones de oxigeno disuelto pueden inhibir la fijacion de carbono por parte del enzima RuBisCo. Esta
inhibicion se ve favorecida por un déficit de CO, y por la alta radiacion y temperatura.

Muchas especies de microalgas no son capaces de sobrevivir en un medio sobresaturado de oxigeno mas de 2 0
3 horas. EL nivel de saturacion varia siendo para algunas especies el 120% de saturacién en el aire mientras que
para otras el 200%.

Asi mismo, en cultivos de alta densidad, la produccién fotosintética de oxigeno puede alcanzar hasta los 40
mg/L, de forma que con la radiacion adecuada pueden llegar a desarrollarse radicales de oxigeno libres. Estos
radicales son toxicos para las células y causarfan dafios en sus membranas. La presion parcial del oxigeno en el
cultivo puede disminuirse aumentando la turbulencia y stripping de aire.

2.1.6 Agitacion

La agitacion facilita la eficiencia en el transporte, impidiendo la sedimentacion de las algas y su adherencia a
las paredes del reactor, homogeniza el pH y asequra la distribucion de los gases y de a luz. Con una correcta
agitacion se somete a las algas a ciclos rapidos de mezclado, en los que en cuestion de milisequndos pasan de
Una zona oscura a una zona iluminada.

EL flujo turbulento es de gran importancia en cultivos de alta densidad, puesto que en el medio natural las
densidades celulares del fitoplancton rondan las 103 células/ml, de modo que la distancia media entre células
es de 250 veces su didmetro, mientras que en sistemas artificiales de cultivo esta distancia se ve reducida a tan
solo 10 veces su didmetro, ya que se alcanzan densidades de 109 células/mL. EL flujo laminar provoca, ademas de
una distribucion heterogénea de la luz, gradientes de difusion.

Sin embargo, no todas las especies toleran una agitacion fuerte que suponga un buen mezclado en el reactor, ya
que son sensibles al estrés hidrodindmico.
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2.1.7 Temperatura

Enelcrecimiento de las microalgas, la temperatura es un factor a considerar, puesto que influye en los coeficientes
de velocidad de las reacciones biosintéticas (Richmond, 1986). La relacion entre temperatura y velocidad de
crecimiento aumenta exponencialmente hasta que se alcanza la temperatura optima.

A pesar de que una gran variedad de microalgas son capaces de desarrollarse en unrango amplio de temperaturas,
como la especie Chlorella que puede crecer entre 5y 42°C, todas ellas presentan un rango fuera del cual se ven
inhibidas e incluso mueren.

Por otro lado, si existe una fluctuacién muy amplia entre la temperatura maxima y minima, puede ser igual
de importante tanto el calentamiento durante las horas del dfa con poca luz como la refrigeracion durante as
horas de mayor iluminacion. En este sentido, conviene cuando sea posible el empleo de frio o calor recuperado
del mismo proceso o de un proceso industrial asociado, para mantener un balance neto favorable de energia. La
refrigeracion puede ser evitada mediante el uso de sistemas que regulen la cantidad de luz que llega al reactor,
como sistemas de sombra, dilucién de la luz, etc.

Diversos autores han demostrado que en el caso de que el didxido de carbono o la luz sean limitantes en el
cultivo, la temperatura no ejerce una influencia significativa.

2.2 Principales sistemas de cultivo de microalgas

Las microalgas se pueden cultivar de manera fotoautotrofa, fotoheterdtrofa, heterdtrofa o en condiciones de
mixotrofia. Segun Brennan (2010) la produccion fotoautotrofa es hoy en dia el Unico método de produccion de
microalgas a gran escala que resulta econdmicamente rentable y técnicamente viable en el caso de que no haya
produccion de energfa.

Respecto a los sistemnas de cultivo, éstos se suelen clasificar, seguin su configuracion y el tipo de funcionamiento
en:

2.2.1 Tecnologia de cultivo de algas de primera
generacion: Sistemas abiertos

El sistema de cultivo abierto se ha venido empleando desde los afios 50 (Borowitzka 1999) y es el mas comun
para la produccién comercial de microalgas (Pulz, 2001).

Se pueden clasificar en aguas superficiales naturales, como estanques, lagunas y lagos, y estanques artificiales.
Los sistemas artificiales presentan diferentes disefios: inclinados (de capa fina), circulares y los mas extendidos son
los estanques de carrusel o canales (raceway ponds).
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Los canales o “raceway ponds” suelen ser canales de hormigon ovalados poco profundos (de unos 15-20 cm)
en forma de circuito cerrado, donde el cultivo es recirculado y mezclado para favorecer a estabilizacion del
crecimiento y la productividad de las microalgas. Elementos como un rodete, hélices, inyectores de aire, etc.,
se suelen encargar de ello, de modo que el indculo y los nutrientes se integran en el sistema al principio, y las
microalgas se recirculan a través del bucle hasta el punto de extraccion, evitandose asf también la sedimentacion.

Debido a la poca profundidad de los canales, la difusion desde la atmosfera permite a las algas obtener el CO,
necesario para su crecimiento. No obstante, se pueden instalar difusores en el fondo del estanque y reflectantes
de luz para poder aumentar la profundidad de los mismos.

Creative Commons Texas A&M Agrilife. http://www.flickr.com/photos/agrilife/

Otro tipo de sistemas de cultivo abierto son “piscinas inclinadas” en las que la turbulencia es creada por la propia
gravedad. Presentan una serie de inconvenientes tales como la fuerte evaporacion, la ineficiente utilizacion del
terreno y la sedimentacion de las células en los sectores en los que la velocidad de flujo es menor, asi como el
coste energético de bombear el cultivo de nuevo a la parte superior.

También existen “tanques circulares” para el cultivo de microalgas pero este sistema presenta una serie de
desventajas tales como la ineficiente utilizacion del terreno, el elevado coste de las construcciones de hormigon
y el alto consumo de energfa. En los estanques circulares la agitacién se realiza mediante una pala que gira
recorriendo toda la superficie. A pesar de ser costosos en su construccion y operacion, son muy usados en Japon,
Taiwan e Indonesia para la produccion de Chlorella (Lee, 2001).

Tanto los tanques circulares como las piscinas inclinadas no son sistemas comerciales que se empleen en la actualidad.
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La produccion mediante estanques o lagunaje es un método mas barato en comparacion con los fotobioreactores,
tanto en inversion como en mantenimiento y consumo energético durante el funcionamiento.

Sin embardo, en un sistema de cultivo abierto es dificil mantener una sola especie de microalga, debido a la
facilidad de contaminacion bioldgica, que puede incluso suponer la infeccidon de dicho cultivo por bacterias u
otros microorganismos. El modo de consequir mantener un monocultivo en este tipo de sistemas es mediante
el control de las condiciones ambientales, de modo que éstas tomen valores extremos, lo que es posible en el
cultivo de microalgas extremofilas, pero no con otro tipo de microalgas. Por ejemplo, Chlorella, Dunaliella salina
y Spirulina presentan esta opcion, mediante el control de un alto nivel de nutrientes, una elevada salinidad y una
elevada alcalinidad respectivamente.

El control de la temperatura es también complejo en un sistema de cultivo abierto, ya que si bien es verdad que
la evaporacion ejerce efecto de refrigeracion, las oscilaciones diarias no se ven amortiguadas, y por otro lado la
evaporacion provoca cambios en la composicion idnica del medio de cultivo.

Otros posibles problemas de este tipo de sistemas son La dificultad de mezclado eficiente, la potencial falta de
(O, y lalimitacion de la luz en capas inferiores. Para maximizar la productividad de biomasa se ha de optimizar el
mezcladoy la profundidad del estanque.

Ventajas Desventajas
- Barato de construir - Baja productividad (bajas densidades del cultivo)
- Bajo coste de funcionamiento. - Grandes superficies de cultivo necesarias

- Trabajo intensivo preciso

- Falta real de control de cultivo

- Riesgos de enfermedades bacterianas para las
algas (Fagos)

- Complejo control de la temperatura

- Dificultad de mezclado eficiente

- Potencial falta de CO,

- Limitacion de la luz en capas inferiores.
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2.2.2 Tecnologia de cultivo de algas de segunda
generacion: Sistemas cerrados

Los sistemas cerrados de cultivo de algas surgieron para solucionar la problematica de los sistemas de cultivo
abiertos. Son sistemas mas caros pero suplen las carencias de Los sistemas tradicionales.

Los sisteras cerrados se encuentran en total aislamiento con el ambiente exteriory, por tanto, sin contacto directo
con la atmdsfera. Este aislamiento total del medio externo supone una reduccion total de la contaminacion, un
mayor control de las condiciones de cultivo y, en general, una mayor rentabilidad.

2.2.2.1 Camaras de algas

Las camaras de algas son sistemas cerrados de pequena escala de produccion. En ellas se llevan a cabo cultivos
de algas escalares donde el volumen del cultivo va aumentando.

Existen recipientes de tamarios muy diversos en os que se mantiene el cultivo bajo unas condiciones muy
controladas de temperatura, luz, etc.

El control del parametro temperatura se realiza con una combinacion de termostatos y calefactores, mientras
que la luz aplicada es artificial y se suele aportar por medio de tubos fluorescentes que permiten una distribucion
homogénea de la luz y de la radiacion ultravioleta, asi como un control de la temperatura, ya que emiten poca
cantidad de calor.

En funcion de las necesidades de cada tipo de cultivo se pueden elegir diferentes tipos de materiales con distintas
caracteristicas de espectro luminico.

Creative Commons Microphyt. http://www.flickr.com/photos/microphyt/
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2.2.2.2 Fotobioreactores

Un fotobioreactor es un sistema cerrado forzado al maximo en busca de la obtencidn del mayor crecimiento de
la microalga que se desee cultivar.

Los fotobioreactores se caracterizan por la requlacion y control de la mayoria de parametros de crecimiento
importantes, al mismo tiempo que reducen el riesgo de contaminacion y las pérdidas de CO, por difusion. Ademas,
permiten condiciones de cultivo reproducibles, el control de la temperatura y un disefio flexible (Pulz, 2001).

En estos equipos, la luz no incide directamente en las células, sino que atraviesa unas paredes transparentes
para llegar hasta ellas. Por ello en los fotobioreactores cerrados el intercambio directo de gases entre el cultivo
y la atmosfera suele estar fuertemente limitado. La principal consecuencia es la acumulacién de oxigeno en su
interior.

Las posibilidades técnicas de un fotobioreactor cerrado son mucho mayores que las de los sistemas abiertos.
Pueden clasificarse segun su disefio y modo de operacion:

- Desde el punto de vista del disefio, los fotobioreactores pueden clasificarse como: (a) planos o tubulares,
(b) horizontales, verticales, inclinados o espirales, (c) serpentines (tubos acodados, circulacién en serie) o (d)
multiples (circulacion en paralelo desde un colector repartidor a uno recogedor).

- Desde el punto de vista del modo de operacién, los fotobioreactores pueden clasificarse como: (a) impulsados
agitados por aire o por bombas, (b) reactores de una fase (el intercambio de gases se produce en una cdmara
separada) o (c) reactores de dos fases (no existe cdmara de intercambio de gases, sino que éste se produce a lo
largo de todo el reactor).

Laeleccion del tipo de fotobioreactor es complicaday no debe hacerse sin un estudio previo de la especie a cultivar
que incluya la resistencia a condiciones ambientales o hidrodindmicas, los costes de operacion, la necesidad de
esterilidad, el valor del producto final o de los recursos hidricos o de suelo disponibles (Ugwu et al., 2007).

De todas las posibles configuraciones, los fotobioreactores cerrados que mas estan siendo investigados para su
aplicacion a la producciéon comercial de sustancias de alto valor afiadido, son:

* Fotobioreactores tubulares:

Los reactores tubulares son uno de los fotobioreactores mas adecuados para cultivos en el exterior, debido a
su alta relacion area iluminada/volumen reactor. La transferencia de materia asi como el grado de agitacion
en los fotobioreactores tubulares son limitados, causando altas concentraciones de O2. Los problemas de
fotoinhibicidn también son comunes, ya que si no hay un buen grado de mezcla las células de la superficie
reciben grandes cantidades de luz, mientras que a las interiores no les llega la suficiente (Ugwu et al., 2007).

A principios de los 80, Pirt y colaboradores desarrollaron un fotobioreactor tubular que posteriormente fue
patentado (Pirt et al., 1983).
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Molina-Grimay colaboradores han contribuido con importantes avances al desarrollo de los fotobioreactores.
El reactor de mayor tamafio que han desarrollado es un reactor tubular horizontal, con desorcion en columna
airlift, de 30.000 litros, instalado en el interior de un invernadero, para amortiguar los cambios de temperatura
(Molina- Grima, 2008).

Creative Commons Microphyt. http://www.flickr.com/photos/microphyt/

« Fotobioreactores de paredes planas, inclinados o verticales:

Formados por dos [dminas de materiales transparentes generalmente de plastico (rigido o flexible) verticales
oinclinadas, entre las que se agita el cultivo mediante sisternas mecanicos o neumaticos.

El espacio entre las ldminas suele ser de entre 1y 20 cm, y la altura de las mismas de hasta 2 m. Tienen la
ventaja de posibilitar grandes superficies de cultivo expuestas a la luz por unidad de superficie de terreno
(hasta 500 m?irradiados/100m?), aunque resulta dificil mantener las turbulencias adecuadas.

Las concentraciones de O, disuelto son bajas y las eficiencias fotosintéticas que se alcanzan son altas.

Tiene ciertos problemas, como la dificultad de escalado, la imposibilidad de controlar la temperatura y un
posible estrés hidrodindmico de ciertas especies (Ugwu et al. 2007).

Este tipo de reactores han sido ampliamente investigados por Tredici y colaboradores (Tredici et al., 1991,
Tredici y Chini-Zitelli, 1998). Una nueva version de reactores planos estd construida con bolsas de plastico e
inmersos en un estanque de agua para regulacion térmica.

Las principales ventajas de los sistemas de bolsas de plastico verticales son:

- Mas superficie solar para inculcar el cultivo
- Mayor produccion por hectdrea que los estanques
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Sin embargo los sistemas de bolsas de plastico presentan las siguientes desventajas:

- Trabajo intensivo preciso

- Falta real de control de cultivo

- 4 afios de vida Util para las bolsas de plastico

- Obstruccion de bolsas debido a la adherencia de as algas a las bolsas

FTURA DE DIIXIDO DE
CARBONO CON MICROALGAS

(=]

Creative Commons Universidad EAFIT. http://www.flickr.com/photos/eafit/

* Fotobioreactores de columna vertical:

Los fotobioreactores de columna vertical constan de un tubo vertical de altura generalmente entre 1y
3'm, y un didmetro que oscila entre 5y 50 cm, en el que se burbujea aire desde el fondo (Ugwu et al.,
2007) como sistema de agitacion. Son compactos y de bajo coste, y muy sencillos de esterilizar y de operar
monosépticamente. La desorcion de gases tiene lugar en la parte alta de la columna. Se estima que pueden
ser adecuados para el cultivo a gran escala, sin embargo, tampoco existen aplicaciones comerciales.

Por su posicion vertical absorben menos radiacion que los dispuestos horizontalmente, pero no acumulan
oxigeno. Estos reactores suelen utilizarse como sistemas de produccion de indculos debido al elevado control
de las condiciones de operacion que se alcanzan en los mismos.

* Fotobioreactores iluminados interiormente:

La iluminacion interior de los fotobioreactores puede ser natural, mediante el uso de colectores solares y
fibra dptica que recogen luz solar del exterior y la transfieren al interior de los reactores, o puede ser artificial,
mediante [dmparas fluorescentes. Los reactores con colector solar siguen siendo investigados actualmente,
dado su gran potencial de productividad porque reduce los problemas de accesibilidad a la Wz y la
fotoinhibicion, asi como por su rentabilidad. La iluminacion artificial sélo se esta considerando generalmente
en la investigacion, puesto que el consumo de energia es muy elevado para ser utilizada en producciones
comerciales.
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Creative Commons Los Alamos National Laboratory. http://www.flickr.com/photos/losalamosnatlab/

En funcidn del material empleado en la construccion, se pueden distinguir:

- Fotobioreactores de plastico:

Ventajas

- Alta productividad
- Control basico del cultivo

Desventajas

- Trabajo intensivo preciso, requiere la limpieza de tubos
- 4 afos de vida Util de los tubos de plastico
- Obstruccion de tubos debido a la adherencia de las algas al plastico

* Fotobioreactores de aluminio y cristal:

Ventajas:

- Alta productividad por km?

- Posibilidad de produccién continua

- Total control del crecimiento del alga

- Sistema de autolimpieza

- Tiempo minimo de mantenimiento

- Vida Util de 30 afios

- Amplia area para luz en el sistema

- No hay partes plasticas

- Minimos costes de operacion y mantenimiento
- Bajo consumo de energia

Desventajas:

- Mayor coste de inversion por km? que otros sistemas de produccion hasta que se alcancen las economias
de escala
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2.2.2.3 Sistemas de cultivo hibridos

Recientemente ha sido propuesto el uso de sistemas hibridos que combinan diferentes etapas del crecimiento
en fotobioreactores y lagunas abiertas o estanques. Generalmente estos sistemas consisten en una primera etapa
de produccion de la biomasa en fotobioreactores, donde hay mayor control de las condiciones ambientales,
minimizando la contaminacion y maximizando la division celular. En la sequnda etapa las microalgas son
cultivadas en lagunas abiertas para acumulacion de productos inducidos por la deficiencia de nutrientes de ese
sistema (Brenan y Owende, 2010; Hernandez et al., 2009).

2.2.2.4 Sistemas de cultivo heterotroficos

Un numero significativo de microalgas es capaz de crecer en ausencia de luz, usando substratos de carbono
organico,como la glucosa. En los sistemas heterotroficos, el cultivo de las algas se realiza en bioreactores agitados,
en una adaptacion de la tecnologia de fermentacion. Son sistemas que permiten facil cambio de escalay generan
la mayor densidad de biomasa producida. Asi mismo, proporcionan un alto grado de control del crecimientoy la
reduccion de los costes de cosecha, pero tienen un consumo de energfa mayor (Borowitzka, 1999).

Ese tipo de cultivo es usado actualmente para la produccion comercial del alga Crypthecodinium cohnii, para
produccién de dcidos grasos ricos en omega 3 (Martek, 2010) y de Chlorella en Japdn. Recientemente, Li et al.
(2007) testaron su uso en la produccién de biodiesel, concluyendo que con esta técnica de cultivo es posible
alcanzar un mayor grado de lipidos en las microalgas, o que favorecerfa su uso en comparacion al uso de
fotobioreactores (Li et al., 2007).

2.3 Parametros de diseno de los fotobioreactores

Los criterios comunes de disefio de un fotobioreactor son aquellos que conllevan una alta productividad
volumétrica y de conversion de energia luminica de forma econémicamente viable. Un fotobioreactor eficiente
no se puede disefiar sin los adecuados conocimientos del comportamiento de las microalgas durante su cultivo.
Por tal motivo vy, centrandonos en el cultivo de microalgas fototrofas, los fotobioreactores deben ser disefiados
para un organismo y unas condiciones ambientales concretas, ya que las microalgas presentan gran diversidad en
cuanto a morfologia, requerimientos nutritivos y de luz y resistencia a diferentes tipos de estrés, como el hidrodin.

Los principales criterios de disefio son: relacion superficie iluminada/volumen del reactor, orientacién e inclinacion,
sisternas de mezcla y desorcion de gases, sistemas de limpieza, transparencia y durabilidad del material, y
sistemas de requlacion de la temperatura. Para los fotobioreactores comerciales son ademas de gran importancia
la facilidad de operacién y de escalado, asi como los bajos costes de construccion, operacion y mantenimiento.

Un pardmetro importante en el disefio de un fotobioreactor es la distancia de penetracion de la luz, que depende
de la intensidad de la radiacion incidente, la dispersion de la luz en la superficie del reactor y la atenuacion en el
medio de cultivo.
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La dispersion en la superficie debe ser minimizada para maximizar la luz que entra al fotobioreactor, y la
atenuacion depende de la longitud de onda de la radiacién y la densidad del cultivo, provocando un gradiente de
intensidad de luz en su direccion de penetracidn. Para cada especie, es necesario encontrar la densidad dptima de
cultivo para cada configuracion de reactor, de modo que la intensidad de luz incidente y transmitida en el cultivo
permita el crecimiento de las microalgas e impida su inhibicion. Seguin Richmond (2000), la proporcion optima
entre zona iluminada de un reactor y zona oscura es 15:85, es decir, un 15% del reactor corresponderfa a zona
fotica mientras que un 85% de las algas estarfan en la oscuridad en cada momento.

EL flujo turbulento es de gran importancia en cultivos de alta densidad, puesto que el flujo laminar provoca,
ademas de distribucion heterogénea de la luz, gradientes de difusion. Segun este principio, los fotobioreactores
con alta densidad de cultivo han de ser generalmente delgados y disponer de mezclado rapido, para que la
eficiencia de conversion de la luz solar se veaincrementada. Sin embargo, tanto la construccion como la operacion
de dichos reactores no hacen facil su escalabilidad de modo rentable. EL movimiento o la mezcla de las células
en el sistema es esencial para evitar sedimentaciones, estratificaciones térmicas, para distribuir los nutrientes, etc;
el movimiento del oxigeno generado fotosintéticamente es positivo para facilitar su escape y consequir ademas
turbulencia en las células microalgales, provocando con ese movimiento que pasen en el interior del tubo por
periodos de luz-oscuridad alternos. La velocidad media de flujo en los diferentes sistemas existentes se ha
establecido en unos 20-30 cm/s, puesto que el empleo de una velocidad mayor puede afectar a las microalgas
cultivadas, ya que son sensibles al estrés hidrodinamico.

En cuanto a la geometria del reactor, ésta condicionard el recorrido realizado por las células mientras son
impulsadas por la agitacion. Por ejemplo, en los reactores tubulares, a mayor diametro mayor recorrido y tiempo
necesario para pasar de a zona iluminada (zona fotica) a la zona oscura. EL tiempo que tarda una célula en
hacer este recorrido se denomina como ciclo luz/oscuridad. Por tal motivo, uno de los mayores esfuerzos en
la investigacion aplicada de microalgas se ha centrado en el disefio de fotobiorreactores que optimizan las
condiciones de agitacion, la superficie iluminada, la penetracion de luz, etc., para que cada célula reciba una
iluminacién adecuada. Este sigue siendo actualmente uno de los retos de la investigacién (Pulz, 2001).

Elsuministro de carbono, en forma normalmente de CO,, y la eliminacion del oxigeno generado son, después de
la distribucién de luz, la cuestién de mayor importancia en un fotobioreactor.

Una ventaja de los fotobioreactores frente a los sistemas abiertos de cultivo (estanques) es un menor escape
de CO, a la atmosfera. Recientemente Las investigaciones se centran en el uso de membranas para favorecer la
transferencia de gas al seno del fluido en el cultivo (Posten 2009).

La acumulacion de oxigeno derivado de la actividad fotosintética es uno de los principales factores que limitan
el desarrollo de los fotobioreactores, estando la cantidad de oxigeno producido directamente relacionada con el
volumen del sistema. Con una buena tasa fotosintética la concentracién de oxigeno disuelto puede alcanzar un
nivel en torno a 4-5 veces al valor de saturacién en aire. En cantidades de saturacién, la concentracion de oxigeno
en el aire, ronda los 7,2 mg O,/L, asumiendo este nivel como el 100% de saturacion, en los fotobioreactores
pueden producirse acimulos peligrosos de niveles de oxigeno como consecuencia de la alta tasa fotosintética
que van a experimentar las microalgas. Dado que estos niveles son toxicos para los organismos fotoautdtrofos, es
frecuente el empleo de sistemas de desgasificacion para su extraccion. En sistemas de cultivo vertical, los sistemas
de desgasificacion son mas faciles, ya que es suficiente con suministrar aire, que favorece la salida del oxigeno
por la parte superior; por el contrario, en sistemas horizontales se debe disefar un sistema que favorezca la salida
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del oxigeno. La salida del oxigeno generado por las microalgas es de gran importancia puesto que, cuando se
producen las reacciones oscuras de a fotosintesis, donde se sintetizan los compuestos organicos, si tenemos una
gran cantidad de oxigeno disuelto en el agua va a favorecer la reaccion de fotorespiracion de las algas, donde
el carbono orgdnico creado va a ser transformado de nuevo en CO.. Esto implica una pérdida considerable de la
biomasa creada con anterioridad.

En sistemas cerrados de cultivo, como los fotobioreactores, es necesaria ademas la refrigeracion adicional en zonas
calidas, donde la relacién entre nivel de luz y la temperatura puede afectar en gran medida a la biomasa algal.
La temperatura puede ser controlada facilmente por varios mecanismos, como rociadores de agua, inmersion
del colector solar en un bafio (piscina) termostatizado, situar reactor dentro de un invernadero, etc (Rebolloso-
Fuentes, 1999).

La automatizacion de los procesos de produccion de microalgas es imprescindible, tanto para la reduccion del
coste de produccién por minimizaciéon de la mano de obra necesaria como, principalmente, por la mejora de
la produccion. Esta mejora viene dada por la adecuacion de las condiciones de cultivo a los requerimientos de
las diferentes especies y por el aseguramiento de la produccion como consecuencia del mantenimiento de la
estabilidad de los mismos.

La automatizacion puede realizarse en muy diferentes niveles, desde un menor nivel de automatizacion que
implicarfa solo los trasiegos de liquidos (medio de cultivo, cultivo, cosechado) necesarios para la operacion
en continuo de los reactores, hasta el mayor nivel de automatizacién que implicaria el control de todos los
parametros de cultivo como el pH, la temperatura, la agitacion, el oxigeno disuelto, etc. En todos los casos es
necesario un minimo control y automatizacion del proceso para asegurar su estabilidad y produccion. A partir de
dicho minimo, se pueden incorporar todo tipo de mejoras como el control de pH por inyeccion de CO, y/o gases
de combustion, lo que repercute notablemente en el aumento de la productividad con un bajo incremento del
coste. Sin embargo, la automatizacion excesiva no sélo puede incrementar de forma insostenible el coste sino que
puede incluso introducir inestabilidad en el sistema. Actualmente se estan desarrollando diversas herramientas
para el control y automatizacion de tareas en procesos de produccion de microalgas (Berenguel M, et. al, 2004).
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2.4 §Como se maximiza el cultivo de algas?

Los factores a tener en cuenta para maximizar el cultivo de algas son los siguientes:

Escoger las cepas de alga adecuadas (se conocen mas de 6.000 cepas).

Mantener una concentracion de CO, dptima en todo el sistema con inyecciones a intervalos requlares.
- Aplicar todas las longitudes de onda de luz necesarias en el sistema mediante reflectores y un disefio

adecuado.

Filtrar espectros de luz daninos para que no se adentren en el sistema.

Eliminar el oxigeno para evitar el envenenamiento de la capa superior.

Monitorizar la profundidad del cultivo de alga para asequrar una cosecha adecuada.
- Asequrar una correcta circulacion de agua y nutrientes.

Mantener una temperatura 0ptima de cultivo en todo momento.

Prensar las algas antes del cosechado.

Ubicar el sistema en un invernadero.

Es muy importante optimizar la luz necesaria para el cultivo puesto que, mientras mas adecuada sea la luz
solar que reciba el sistema mejor tasa de crecimiento tendrd, ya que esto proporciona todas las longitudes de
onda necesarias para un cultivo continuo de microalgas. Sin embargo, las microalgas absorben y se cultivan sin
problemas en luz difusa o reflejada (albedo), como aquella que proporciona un dia nublado; si se incorporan
reflectores al sistema de cultivo, éstos aumentan la luz albedo que entra en el sistema, fortaleciendo asi el cultivo
de algas con niveles bajos de luz.

Un dia medio proporcionara aproximadamente 6 horas de luz solar al sistema y por tanto limita a un maximo
de 8 horas la productividad diaria. Sin embargo, con el uso de matrices de luz de crecimiento agricola de LED
avanzados durante dfas particularmente nublados y por la noche, eninvernadero, se garantiza un cultivo continuo
de 24 horas/dia.

2.5 Separacion y post-tratamiento de las algas
producidas

2.5.1 Separacion

En la produccion de microalgas, su separacion del medio de cultivo supone entre el 20 y 30% del coste total
(Molina Grima 2003), lo que supone que esta etapa es determinante en la rentabilidad y en el balance energético
del proceso.

Las microalgas son, en general, dificiles de separar por su pequefio tamafio, si bien, algunas cianobacterias
sedimentan por su tamafo (decantacion espontdnea) o flotan, y algunas microalgas forman agregados
(biofloculacidn), lo que facilita su decantacion.
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Un método de extraccion o cosecha adecuado podra involucrar una o mds etapas y sera realizado en sistemas
fisicos, quimicos y/o bioldgicos, con la finalidad de remover gran cantidad de aguay procesar grandes volumenes
de biomasa algal. La experiencia ha demostrado que todavia no existe un método de separacién universal y esa
es actualmente un area en la que hay bastante espacio para investigacion y desarrollo (Mata et al., 2009).

La técnica de separacién depende de la especie de microalga, la densidad del cultivo, el uso posterior y factores
economicos como el precio del subproducto obtenido. Normalmente, tiene lugar en dos etapas: en una primera
etapa se produce una separacion mas basta en la que se alcanza una concentracion de microalgas entre el 2y 7%
(mediante floculacion, sedimentacion por gravedad o flotacion). En una segunda etapa se realiza un secado mas
fino y de mayor coste energético, mediante centrifugacion, filtracion o ultrasonidos.

La flotacion solo es factible en los casos de las especies que flotan naturalmente, y no necesita reactivos
quimicos, al contrario que la floculacion, que consiste en adicionar cationes multivalentes o poliméricos
(FeCL,,AL(SO,), Fe,(S0,))) paraneutralizar las cargas negativas que de forma natural poseen las membranas
exteriores de las microalgas, y facilitar su agregacion.

En el caso de la decantacidn, su eficacia depende del radio de las microalgas y su densidad. Es el método
mas empleado en el tratamiento de aqua residual, debido a las grandes cantidades de biomasa con que
se trabaja y su bajo valor afadido, pero solo es posible en algunos casos, como en el alga Spirulina.
Aplicandose ultrasonidos previos a la decantacion se optimiza la eficiencia de agregacion y el factor de
concentracion del proceso.

En el caso de productos de alto valor afiadido, la centrifugacion es el método mas extendido (Molina
Grima 2003), aunque presenta como inconveniente el elevado consumo energeético y de mantenimiento
del equipo, asf como el peligro de dafiar las células debido al esfuerzo cortante, por lo que no siempre es
un sistema rentable. Es un método rdpido y que alcanza grados de sequedad del 85%.

La filtracion puede ser un método mas competitivo comparado con otros sistemas de separacion: por
ejemplo, para volimenes menores a 2 m3/dia, la rentabilidad es mayor que en el caso de centrifugacion
(Brennan 2010); Para mayores volumenes (>20m?3/dia) los costes de bombeo y de reemplazo de las
membranas pueden hacer perder competitividad. La filtracidn se puede realizar mediante flujo tangencial
(membranas externas) o fibra hueca (membranas sumergidas), asi como mediante microfiltracion,
ultrafiltracion, filtracion a vacio, etc. Sin embargo, las microalgas pueden causar un importante efecto
de fouling en las membranas debido a que segregan materia organica extracelular que aumenta la
resistencia a la filtracion. No obstante, existen pretratamientos para contrarrestar este efecto.

La seleccion de la técnica adecuada de cosecha es, por tanto, fundamental en el cultivo y produccion de biomasa
de algas. Y, por tanto, debe ser un factor considerado en la seleccion de especies a ser utilizadas.

Para elegir el procedimiento de separacion adecuado, se debe considerar la calidad necesaria y el valor afadido
del producto final deseado. En caso de que sea un producto de relativo bajo valor (como biocombustibles), debera
utilizarse solamente sedimentacion por gravedad, generalmente reforzada por floculacion. Para productos de alto
valor agregado y que necesiten de alta calidad, tales como aditivos de alimentos o con aplicaciones farmacoldgicas,
es recomendable el uso de centrifugas que pueden procesar grandes vollimenes de biomasa y, ademas, estos
dispositivos pueden ser higienizados y esterilizados facilmente de forma que se evita efectivamente la contaminacion.
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Otro criterio basico para la seleccion del proceso de extraccion es su potencial para ajustar el nivel aceptable de
humedad de forma que se faciliten los procesos posteriores. Por ejemplo, la biomasa cosechada por sedimentacion
posee humedad mas alta que aquella centrifugada. En el caso de la reduccion de humedad por calor, ésta es
aun mas cara que la centrifugacion, por lo que el uso de este método de cosecha es justificable solo cuando se
necesite la biomasa deshidratada.

2.5.2 Post-tratamiento

Una vez separada la biomasa de algas del medio de cultivo (5-15% peso seco), ésta debe ser rapidamente
procesada, pues es altamente perecible, pudiendo danarse en pocas horas, dependiendo de la temperatura
ambiente (Mata et al., 2010); Brennan & Owende, 2010).

Por tal motivo, la biomasa algal, una vez separada del medio de cultivo, suele ser deshidratada para evitar
reacciones de descomposicion. Se deshidrata mediante secado al sol, con spray, en tambores, a baja presion,
en lecho fluidizado o por congelacidn. En el caso de extraccion de lipidos para obtencion de biodiesel, se debe
encontrar el equilibrio entre el grado de secado y la rentabilidad del proceso (valor energético del producto final).

En el caso de extraccidon de productos de interés, es normal a necesidad de romper las células previamente para
recuperarse los productos intracelulares, como son los aceites. La mayor parte de los métodos de ruptura de las
células aplicados a las microalgas fueron adaptados de aquellos usados en microorganismos no fotosintéticos y
de las plantas oleaginosas, e incluyen prensado, uso de solventes, homogeneizacion a alta presion, autoclavado
0 Uso de enzimas.
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3. DEPURACION DE AGUAS
MEDIANTE MICROALGAS

3.1 Conceptos generales

Las aguas residuales presentan elevadas concentraciones de contaminantes, como nitrégeno, fosforo y metales
pesados, que deben eliminarse antes de que éstas sean vertidas al Dominio Publico Hidrdulico, con el fin de evitar
problemas que pueden llevar a la degradacién de la calidad ambiental de toda una zona. Actualmente, existen
procesos eficaces para eliminar estos contaminantes de las aguas residuales, pero estos procesos tecnoldgicos
presentan una serie de inconvenientes derivados de su elevado coste y complejidad de operacion, la generacion
de residuos (lodos) o su alto consumo energético. Para eliminar estas desventajas, diversos investigadores han
centrado sus estudios en depurar aguas residuales con algas mediante técnicas de biorremediacion.

Por biorremediacién se entiende la utilizacién de organismos vivos, de cualquier reino, para depurar ambientes
contaminados. La fitodepuracion es la utilizacion de plantas verdes (macrofitas o microfitas) para depurar
efluentes liquidos y/0 gaseosos. La fitodepuracion es, por lo tanto, una técnica especifica de biorremediacion.

La fitodepuracion permite la eliminacion simultanea de las sustancias contaminantes de las aguas residuales,
que para las plantas pueden ser nutrientes, y del CO, de la atmosfera, utilizando para ello el metabolismo de
las plantas verdes y la energia del sol. Como resultado del metabolismo se produce un aumento de la biomasa
mas o menos pronunciado, dependiendo de la especie vegetal que se utilice como biofiltro, y de las condiciones
existentes de insolacion, temperatura y concentraciones de nutrientes en el agua residual.

Como ventaja frente a otras técnicas de depuracion de aguas residuales, la fitodepuracion permite aprovechar la
capacidad de las plantas verdes de metabolizar sustancias contaminantes con la ayuda de la energia solar. Por lo
tanto, la energia consumida para depurar es gratuita.

Otra ventaja de la fitodepuracion es el hecho de que las plantas necesitan del CO, atmosférico para absorber los
contaminantes del agua, fijando ambos en la biomasa que constituye sus tejidos y liberando oxigeno (0,). Por lo
tanto, al implantar un sistema de fitodepuracion no sélo se depuran las aguas contaminadas, sino que también
se contribuye a mitigar el efecto invernadero.

El uso de microalgas para tratamiento de diversos tipos de aguas residuales contaminadas, ha sido objeto de
estudios en los ultimos afios (Phang et al., 2000; Gronlund, 2002; Olguin et al., 2003; Olguin, 2003; Bécares,
2006; Hu'y Sommerfeld, 2004; Asplund, 2008; Gonzalez et al., 2008; Powell et al., 2008) y mas recientemente
combinando la depuracién de las aguas con la produccion de biomasa algal para la produccion de biocombustibles
(Bhatnagar et al., 2010; Johnson y Wen, 2010; Li et al.,2010).

No obstante, en la actualidad el uso de las microalgas para el tratamiento de aguas residuales se emplea a
pequena escala. Uno de los principales motivos por el que estos cultivos de microalgas no son empleados en el
tratamiento de agua residual a gran escala es la dificultad y coste de la separacion de la biomasa algal generada
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del agua depurada, debido al pequeno tamario de las microalgas y su baja densidad, sobre todo, en un sistema de
canales de oxidacion o estanques. En este sentido, se ha investigado con especies de cianobacterias filamentosas
con alta capacidad de autofloculacion, asi como con biomasa fijada mediante técnicas de separacion. Por otro
lado, para una eliminacion efectiva de nutrientes es necesaria la seleccion de especies de microalgas que soporten
las condiciones del medio y las posibles concentraciones de contaminantes, asi como una productividad alta de
biomasa fotosintética.

3.2 Sistemas de depuracion de aguas mediante algas

3.2.1 Sistemas abiertos

Los principales sistemas de depuracion con algas son lagunas de estabilizacion no demasiado extensas, o sistemas
de lagunaje de alta carga (high rate algal ponds o HRAP en inglés). Estos sistemas artificiales son canales de
oxidacion de poca profundidad, los cuales disponen de sistemas mecanicos de mezclado, y han demostrado gran
eficacia en el tratamiento del agua residual contaminada.

Los sistemas abiertos pueden ser también lagunas o humedales artificiales al aire libre, separados del ambiente
natural mediante adecuadas impermeabilizaciones de suelos y barreras de contencion que eviten eventuales
desbordes. Sus principales ventajas son el bajo coste de implantacion y mantenimiento, y su valor paisajistico y
biotdpico, puesto que permiten convertir zonas degradadas en pequenios ecosistemas controlados. Sus principales
inconvenientes son las grandes superficies de suelo que necesitan, el rendimiento variable de depuracion en
funcion de la estacion del afio y, en el caso de regiones geograficas muy secas, la enorme pérdida del agua por
evapotranspiracion, lo que conlleva un riesgo de que los nutrientes lleguen a concentrarse mas rapidamente
de lo que las plantas puedan metabolizar, dando origen a fendmenos de eutrofizacion, muerte de las plantas,
agotamiento del O, y malos olores por la descomposicion anaerabica de la materia organica.

El efecto de la oscilacion de la temperatura y la luz solar a lo largo del dia y del afio es importante en la
productividad de las algas para la depuracion de aguas, tanto en el sentido limitante como inhibitorio. El cultivo
de algas en sistemas de lagunaje con iluminacion natural puede presentar, por Lo tanto, desventajas derivadas de
dicha estacionalidad. Asi mismo, otro posible problema es la presencia de zooplancton depredador del cultivo de
algas, como protozoos, hongos e incluso virus.

Existen sistemas naturales de depuracion abiertos de lagunas con macrofitas acudticas sumergidas, como pueden
ser las algas, asi como sistemas de depuracion abiertos artificiales mediante balsas de agua residual en las que
se vierten las microalgas para la regeneracion del agua. Independientemente de la especie de que se trate, las
aguas no deben ser demasiado turbias, pues a eficiencia depurativa de las algas depende precisamente de que
reciban mucho sol.

Los sistemas de lagunaje de alta carga (HRAP) se empezaron a desarrollar en la década de 1950. Son lagunas de
unos 300 a 600 cm de profundidad que trabajan en el rango de 4-10 dias de tiempo de retencién hidrdulico. .
El agua se impulsa normalmente con una rueda a una velocidad de entre 10 y 30 cm/s, consumiendo el total
del sistema hasta 0,57 kWh/kg DBO eliminada. Su poca profundidad favorece el crecimiento de las microalgas,
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debido a la posibilidad de penetracion de la luz en todo el volumen de agua. Han sido empleados para tratar
efluentes de la digestion anaerobia de purines y de residuos de acuicultura (Olguin 2003).

Una vez completada la absorcidon de contaminantes por las algas, se vierte el agua ya depurada y limpia. Asi
mismo, la biomasa generada es filtrada para su posterior aprovechamiento.

Creative Commons Texas A&M AgriLife. http://www.flickr.com/photos/agrilife/

Principalmente, los sistemas de lagunaje de alta carga (HRAP) han sido empleados con éxito en el tratamiento
de aguas residuales derivadas de agricultura y ganaderia, donde los principales contaminantes son los nutrientes
nitrogeno vy fosforo. Asi mismo, existen referencias del empleo de este tipo de lagunaje para tratar agua residual
de industrias de goma, textiles (Lim 2010), mineras y para eliminar metales pesados.

3.2.2 Sistemas cerrados

Se trata de estructuras cerradas que contienen las plantas en su interior, constituyendo en cierto modo
microecosistemas, con mecanismos de regulacion mas o menos complejos.

Los sistemas cerrados resultan mas costosos, pero su eficiencia depurativa y de produccion de biomasa es mayor,
porgue mantienen las condiciones de vida de las plantas dentro de un rango ¢ptimo para las mismas.

El fotobiotratamiento es una tecnologia de cultivo cerrado para la depuracién de aguas residuales mediante
microalgas, proceso que ademas permite operar durante la noche y obtener energia a través de la biomasa algal
resultante. Los fotobioreactores son estructuras de material transparente de variadas formas, con o sin fuentes de
luz artificial, en las que se inyecta el agua residual a tratary el aire puro 0 mezclado con gases de combustion. La
metabolizacion de los nutrientes y del CO, es realizada por microalgas en suspension.
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Se caracterizan por alcanzar elevadas eficiencias depurativas con menor ocupacion de suelo que los sistemas
abiertos, sin perder agua por evapotranspiracion, pero con un coste operativo algo mayor puesto que se requieren
bombas para hacer circular el agua residual, sopladores para hacer burbujear el aire, y centrifugas o algun otro
sisterna para separar las microalgas del agua ya depurada.

E R T lfij :

Creative Commons Microphyt. http://www.flickr.com/photos/microphyt/

3.3 Principales especies de cultivo utilizadas en Lla
depuracion de aguas residuales

En la actualidad, existen diversos estudios publicados y experimentos realizados para calcular el rendimiento
de la depuracién de aguas residuales mediante distintas especies de microalgas, las tasas de remocion de
contaminantes del agua y la consecuente produccion de biomasa con alto valor como materia prima para la
generacion de biocombustibles u otros usos.

Una de las primeras descripciones del empleo de algas en el tratamiento de aguas residuales se remonta al afio
1957y se debe a Oswald, quien describe un sistema de tratamiento mediante lagunaje. Las algas hanido ganando
atencion desde entonces debido a su potencial de eliminacidn de nutrientes de aguas residuales urbanas (de-
Bashan 2010), industriales (Bordel 2009) y de la agricultura (Olguin 2003).

Junto a los cultivos de algas en suspension, otros autores han investigado la depuracion de aguas residuales
mediante algas fijas mediante biofilms o en medios como alginato o quitosan (Abe y Takahashi 2008).

Se han desarrollado tanto monocultivos como cultivos de varias especies en aguas residuales artificiales y
reales, de modo que estudios simultaneos sobre un extenso numero de especies de microalgas han concluido
que éstas son aptas para la eliminacion de contaminantes en aguas residuales y que la eficacia del proceso
es muy prometedora. Los resultados muestran porcentajes de eliminacion que alcanzan el 100% en algunos
casos, variando en funcion de las condiciones de operacion, las especies empleadas vy las caracteristicas del agua
residual. Otros estudios han trabajado con aguas de elevada carga organica, ya sea procedente de ganaderfa o de
agricultura, concluyendo también que la depuracion mediante microalgas es posible.
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Algunas de las especies estudiadas son Phormidium, Botryococcus, Chlamydomonas, Scenedesmus obliquus
(Martinez et al., 2000, Park et al., 2010), Spirulina platenses (Lodi et al., 2003, Olguin et al., 2003) y Chlorella
sp. (Hernandez et al., 2006, Wang et al., 2009). Estas especies pueden utilizar en su crecimiento diferentes
compuestos de nitrégeno tales como amonio, nitrato o urea (Xin et al., 2010).

Hay que destacar el potencial que presentan las microalgas no solo en la eliminacion de nutrientes de las aguas
residuales sino también en la eliminacion de metales pesados en dichas aguas.

En la Tabla 1 se resumen algunas de las microalgas que han sido empleadas en la depuracion de diversos tipos
de aguas residuales.

Microalga Tipos de aguas residuales

Prototheca zopfi Hidrocarburos derivados del petroleo

Chlorella pyrenoidosa Tintes azoicos en aguas residuales

Chlorella sp. Residuos de ganaderfa digeridos anaerdbicamente

Ankistrodesmusy Scenedesmus  Aguas residuales de industria del papel y alperujos

Spirulina platensis Agua residual urbana

Chlorella sokoniana Agua residual en heterotrofia sin luz

Botryococcus braunii Agua residual tras tratamiento secundario

Scenedesmus sp. Altos niveles de amonio en efluente de digestion anaerobia

Tabla 1. Microalgas empleadas en la degradacidn de diversos contaminantes (Rawat 2010)

Entre las principales especies de cultivo estudiadas en la depuracion de aguas residuales mediante microalgas
podemos distinguir, en funcion del tipo de agua residual a tratar, las siguientes:

3.3.1 Microalgas para la depuracion de aguas
residuales urbanas

El principal potencial de las microalgas en la depuracion de aguas residuales urbanas se fundamenta en su
capacidad de asimilacion, y por tanto, en la eliminacién del medio de nutrientes, principalmente nitrégeno y
fosforo. Por tal motivo, la mayoria de estudios se centran en el uso de las microalgas como tratamiento terciario
de las aguas urbanas, es decir, aquél tras el cual el agua es devuelta al medio, y previo al cual se ha eliminado la
mayor parte de materia organica disuelta y suspendida.

En concreto, algunas especies de microalgas verdes presentan especial tolerancia a medios con elevada
concentracion en nutrientes. Estas especies son Chlorella (ej. Chlorella stigmatophora, Chlorella vulgaris, etc) y
Scenedesmus (ej. Scenedesmus obliquus), y existe gran cantidad de estudios sobre ellas.
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Fotografia de la microalga Scenedesmus sp.

Wang y Min (2009) evaluaron el crecimiento de Chlorella en el agua residual urbana, en cuatro momentos
distintos de su proceso de tratamiento: previa a la decantacion primaria, tras la decantacion primaria, después
del tratamiento de fangos activos y el sobrenadante de la centrifuga de fangos. Su estudio aporta datos de
velocidades especificas de crecimiento (desde 0,34 d-1 tras fangos activos hasta 0,95 d-1 para el sobrenadante)
y de eliminacion de nutrientes y DQO. Ademas se observa que las microalgas eliminan aluminio, calcio, hierro,
magnesio y manganeso del sobrenadante de la centrifuga.

Asi mismo, Wang 'y Lan (2011) estudiaron la produccién de biomasa y la eliminacién de nutrientes mediante el
cultivo de Neochloris oleoabundans en un agua residual urbana, una vez finalizado el tratamiento secundario,
obteniendo una concentracion de biomasa de 2.100 mg/L, una produccion de 233mg/Ld y una eliminacion total
de 218 mgN-NO3/Ly 47 mgPO4/L.

En un estudio, Ruiz-Marin (2010) obtuvo un porcentaje de eliminacion de amonio del 100% y del 60% en cultivos
tipo batch de Scenedesmus obliquusy Chlorella vulgaris, respectivamente.

Posteriormente, Yang y Li (2011) han conseguido mediante Chlorella elipsoidea eliminaciones de 99% y 95%
de nitrégeno total y fésforo total, respectivamente, al tratar aguas residuales urbanas después de su tratamiento
secundario mediante tres configuraciones diferentes (fangos activos, A20 y canales de oxidacion).

Chlorella stigmatophora
Chlorella vulgaris
Scenedesmus obliquus
Chlorella elipsoidea
Neochloris oleoabundans

Creative Commons Microphyt. http://www.flickr.com/photos/microphyt/
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3.3.2 Microalgas para la depuracién de aguas
residuales industriales

En el caso de las aguas residuales industriales el principal interés no suele ser la eliminaciéon de nutrientes
sino la eliminacion de metales pesados, tales como cadmio, cromo, zinc, etc., 0 compuestos tdxicos organicos
(hidrocarbonos, biocidas, tensioactivos) que pueden ser fijados por determinadas microalgas.

Las microalgas fotosintéticas son capaces de acumular metales pesados mediante adsorcion quimica, intercambio
ionico y quimisorcion, enlace covalente, precipitacion de superficie, reacciones redox o cristalizacion sobre la
superficie de su pared celular. En ocasiones el metal es transportado al interior de la célula como mecanismo de
defensa para evitar su intoxicacion, o simplemente como medio para acumular elementos traza necesarios para
su desarrollo. A su vez, las microalgas son capaces de segregar metabolitos que actlian como agentes quelantes
de iones metalicos. Otro motivo por el cual las aguas industriales tratadas mediante microalgas presentan menor
concentracion de iones metalicos es la precipitacion quimica debido al aumento de pH asociado a la fotosintesis.

En un estudio levado a cabo por Wang y Min (2009) queda patente que la capacidad de eliminar metales como
hierro, aluminio, manganeso, magnesio y zinc de las microalgas es mayor que la de la biomasa bacteriana y
flngica, estuiandose cuatro tipos diferentes de agua residual, obteniéndose porcentajes de eliminacion de entre
el 56yel100%.

Asi mismo, las algas (ej. Phormidium, Scenedesmus, Chlorella) inmovilizadas en matrices sintéticas como
acrilamida, poliuretano, resinas, espumas de polivinilo 0 en polimeros naturales como alginato, carragenato, agar,
agarosa, asi como en quitosano, son capaces de eliminar diversos metales pesados. La completa revision de de-
Bashan (2010) cita cadmio, cromo, cobalto, oro, iones férricos, plomo, mercurio, niguel, uranio y zinc. Por otro
lado, recoge ejemplos de empleo de microalgas en la eliminacion de compuestos organicos como Los biocidas,
hidrocarbonos o surfactantes.

Debido a que en las aguas residuales industriales los nutrientes no se encuentran en altas concentraciones, el
crecimiento de as algas es mds lento y por tanto la cantidad de biomasa algal generada es menor.

Existe un estudio en agua residual de una industria de fabricacién de alfombras, donde las microalgas Chlorella
saccharophila, Pleurochrysis carterae y Botryococcus braunii son capaces de generar, sin embargo, una cantidad
importante de biomasa, que podria ser empleada para usos energéticos (Chinnasamy 2010).

Chlorella saccharophila
Pleurochrysis carterae
Botryococcus braunii

Creative Commons Proyecto Agua. http://www.flickr.com/photos/microagua/
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3.3.3. Microalgas para la depuracion de aguas
residuales de explotaciones ganaderas y agricolas

Estas aguas se caracterizan por presentar concentraciones de nutrientes muy elevadas, y diversos estudios
han demostrado la capacidad de determinadas especies de microalgas de eliminarlos del medio, como
ejemplo Botryococcus braunii, estudiada por An et al. (2003), Microspora willeana, Ulothrix sp.y Rhizoclonium
hierglyphicum (Pittman 2011).

Park y Jin (2010) han estudiado el tratamiento mediante el cultivo de Scenedesmus sp. de efluentes provenientes
de digestion anaerobia de purines, demostrando la capacidad de dicha microalga de eliminar altos contenidos
en nutrientes (5-6 mg NH4+/1-d) y la importancia del aporte de carbono inorgdnico en forma de alcalinidad del
medio, ante la ausencia de inyeccion de CO,.

Markou (2011) hace referencia a numerosos ejemplos de cultivo de cianobacterias para tratar residuos y aguas
residuales de industrias de ganado porcino, vacuno y de aves.

Botryococcus braunii
Microspora willeana

Ulothrix sp.

Rhizoclonium hierglyphicum
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Creative Commons Roberto Venturini. http://www.flickr.com/photos/robven/
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4. BIOFIJACION DE CO,

4.1 Efecto invernadero y cambio climdtico

El siglo XXI pasara a la historia como el siglo del cambio climatico inducido por el hombre. Por primera vez en
la historia de nuestro planeta la especie humana llega a ejercer una presion tal sobre la biosfera, que los efectos
de la misma se pueden medir a escala mundial. El Mediterraneo en general, y Espafia en particular, corren el
riesgo de sufrir el avance progresivo de la desertificacion, salinizacion y ulterior erosion de suelos. En este sentido,
el principal agente precursor del efecto invernadero y, a su vez, del cambio climatico global es el CO, de origen
antropico.

La Convencion Marco de las Naciones Unidas (CMNUCC) fue adoptada en Nueva York el 9 de mayo de 1992y
entro en vigor el 21 de marzo de 1994. Su objetivo es reforzar la conciencia publica mundial sobre los problemas
relacionados con el cambio climatico, ya que existen claras evidencias de que el incremento de emisiones de
gases de efecto invernadero debidas a actividades antropogénicas es la principal causa del aumento de la
temperatura media en la nuestro planeta. Como consecuencia del aumento de la temperatura media global se
estan produciendo cambios en el clima terrestre, es lo que llamamos el cambio climatico.

El Protocolo de Kioto se aplica a las emisiones de seis gases de efecto invernadero:

- Dioxido de carbono (CO,).

. Metano(CHA).

- Oxido nitroso (N,0).

- Hidrofluorocarbonos (HFC).
- Perfluorocarbonos (PFC).

+ Hexafluoruro de azufre (SF).

4.2 EL didxido de carbono (CO,) y su ciclo

EL dioxido de carbono (CO,) es uno de los principales componentes de la atmdsfera y juega un papel muy
importante en el ciclo de las plantas, algas y cianobacterias ya que estas usan la energfa luminica del sol para
fotosintetizar carbohidratos a partir del didxido de carbono y expulsan oxigeno como consecuencia de la reaccion.
Durante la noche, cuando no hay luz solar, las plantas no pueden realizar la fotosintesis y desprenden didxido de
carbono procedente de la respiracion celular al igual que la mayor parte de los organismos de la Tierra, incluida
la especie humana.

El ciclo del didxido de carbono comprende a su vez dos subciclos, uno bioldgico (rapido) y otro geoldgico (lento).
En el ciclo bioldgico se produce el intercambio de CO, entre los seres vivos y la atmdsfera. Produciéndose la

fijacion de CO, de la atmosfera a los vegetales a través de la fotosintesis y la emision de CO, a la atmdsfera a través
de la respiracion animal y vegetal.
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En el ciclo geoldgico se requla la transferencia de CO, entre el suelo, atmdsfera y masas de agua (océanos, lagos, rios.... EL
(0, atmosférico, se disuelve con facilidad en agua, formando dcido carbénico (H,CO,). Este dcido influye sobre los silicatos
que forman las rocas y producen iones de bicarbonato. Los iones disueltos en el agua, son asimilados por los animales
acuaticos para formar sus tejidos y una vez estos mueren se depositan en los sedimentos marinos. A través de las erupciones
volcanicas, vuelve a la atmdsfera al fusionarse en combustion as rocas con los restos de los seres vivos. Ocasionalmente,
cuando la materia organica queda sepultada en anoxia, de forma que no hay oxigeno que produzca su descomposicién
aerobia y se produce la fermentacion que o transforma en carbon, petroleo o gas natural. Los grandes depasitos de piedra
caliza en el fondo de los oceanos asf como en determinados depositos en superficie son autenticos reservorios de CO,

4.3 Efectos ambientales del CO,

EL CO,, en concentraciones adecuadas en nuestra atmosfera, es uno de los gases de efecto invernadero que
contribuyen a que la Tierra tenga una temperatura habitable ya que impide la salida de calor de la atmosfera.
Su concentracion en la atmasfera se ha mantenido constante desde finales del Precambrico hasta la Revolucion
Industrial, momento a partir del cual comienzan a detectarse subidas significativas en su concentracion debido
a la quema de combustibles f6siles. Paralelamente al aumento de CO, en la atmosfera se ha incrementado La
temperatura global de la Tierra produciéndose en las Ultimas décadas un significativo calentamiento global.

Al mismo tiempo, este calentamiento global, genera el aumento de nivel del mar por tres factores principales:

1. Dilatacion térmica. Los océanos han absorbido aproximadamente el 80% del calor adicional y el agua al
calentarse, se dilata. Alrededor de la mitad del aumento del nivel del mar que se produjo a lo largo del siglo
pasado es atribuible al hecho de que los océanos, al calentarse, ocupan un mayor espacio.

2. Eldeshielo de los glaciares y los casquetes polares: Las grandes formaciones de hielo se derriten parcialmente
de forma natural en verano pero hasta ahora, en invierno, las precipitaciones en forma de nieve compuestas
en su mayor parte por agua de mar evaporada, bastaban para compensar el deshielo. Sin embargo, las
elevadas temperaturas persistentes causadas por el calentamiento global, hacen que la cantidad de hielo
que se derrite en verano haya aumentado y que las nevadas hayan disminuido.

3. Pérdida de hielo en Groenlandia y en la Antdrtida Occidental. Igual que con los glaciares y los casquetes de
hielo, el aumento del calor estd provocando que las placas de hielo que recubren Groenlandia y la Antdrtida
se derritan a un ritmo acelerado.

Cuando el nivel del mar se eleva con rapidez, tal y como ocurre en los Ultimos tiempos, incluso los pequefios
aumentos pueden tener consecuencias devastadoras en los habitats costeros. El agua de mar penetra en zonas cada
vez mas alejadas de la costa, lo cual puede generar consecuencias catastroficas como La erosion, las inundacion de
humedales, la contaminacion de acuiferos y de suelo agricola, y la pérdida del habitat de peces, pajaros y plantas.

Al mismo tiempo, muchos asentamientos humanos se podrian ver afectados por las inundaciones costeras. La
subida del nivel del mar les obligaria a abandonar sus hogares y a desplazarse a otras zonas. Las islas de poca
altitud podrian quedar totalmente sumergidas.

El calentamiento global también estd generando una pérdida significativa de a biodiversidad y a redistribucion
de habitats de muchos organismos animales y vegetales.
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4.4 EL Protocolo de Kioto

El Protocolo de Kioto es el acuerdo firmado por los principales pafses industrializados y en vias de desarrollo, el
11 de diciembre de 1997, en el que se promueve el desarrollo sostenible. Los paises firmantes, estan obligados
a cumplir los compromisos cuantificados de limitacién y reduccion de las emisiones, aplicando y elaborando
politicas y medidas de conformidad con sus circunstancias nacionales.

Los paises firmantes del Protocolo de Kioto se comprometen a la reduccion de sus emisiones de gases efecto
invernadero en un 5% respecto de sus emisiones en el afio base (1990) durante el periodo comprendido entre
los anos 2005y 2012.

En el Anexo B del Protocolo se recogen los compromisos de limitacion de de gases de efecto invernadero, los
cuales se muestran en la tabla 2.

Compromiso cuantificado de limitacion
Parte o reduccion de las emisiones
(% del nivel del afio o periodo de base)

Alemania 92 Islandia 110
Australia 108 ltalia 92
Austria 92 Japon 94
Bélgica 92 Letonia* 92
Bulgaria* 92 Liechtenstein 92
Canada 94 Lituania* 92
Comunidad Europea 92 Luxemburgo 92
Croacia* 95 Modnaco 92
Dinamarca 92 Noruega 101
Eslovaquia* 92 Nueva Zelanda 100
Eslovenia* 92 Paises Bajos 92
Espana 92 Polonia* 94
EE.UU. 93 Portugal 92
Estonia* 92 Reino Unido de G. Bretafia 92
Federacion de Rusia* 100 e Irlanda del Norte

Finlandia 92 Republica Checa* 92
Francia 92 Rumania* 92
Grecia 92 Suecia 92
Hungria* 94 Suiza 92
Irlanda 92 Ucrania* 100

* Paises que estan en proceso de transicion a una economia de mercado.

Tabla 2. Compromisos de reduccion de emisiones por los paises firmantes del Protocolo de Kioto.
Fuente: Anexo B Protocolo de Kioto, 1998.
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La Unidn Europea debe reducir globalmente el 8% de sus emisiones sobre la base de 1990 y para consequirlo,
los paises mas desarrollados deberan limitar sus emisiones mas alla del 8% y los menos desarrollados podran
incluso aumentarlas. Este acuerdo, se realiza con cuotas asimétricas para favorecer el crecimiento de los paises
menos desarrollados ademas de compensar su menor contribucion historica a la emision de gases invernadero.

Para consequir los objetivos de reduccién, el Protocolo contempla tres tipos de mecanismos:

1. Comercio de Emisiones: Los paises que emitan por debajo del limite impuesto por el Protocolo de Kioto
pueden vender su excedente de “derechos de emisiones de CO," a aquellos paises que lo excedan.

2. Implementacion Conjunta. Consiste en la inversion de un pais obligado al cumplimiento de Kioto en otro pais
también obligado al cumplimiento, en proyectos de reduccion de emisiones o fijacién de CO, involucrando
cualquier sector de la economia.

3. Mecanismos de Desarrollo Limpio. Se realiza entre un pais desarrollado que se encuentra obligado a reducir

sus emisiones y otro en vias de desarrollo que no lo estd. El pais desarrollado invierte en tecnologias de
desarrollo limpio que fijan o reducen las emisiones de CO, en el sequndo.

La Convencion Marco de las Naciones Unidas para el Cambio Climatico insta a los diferentes paises a la
estabilizacion de la concentracion atmosférica de los gases efecto invernadero, y establece que este objetivo se
alcanzard cuando las emisiones de gases invernadero antropogénicas se equiparen con las que La Tierra puede
absorber de forma natural.

Segun el IPCC (Intergovernmental Panel on Climate Change), las diferentes tecnologias para la reduccion en las
que se debe incidir son:

Mejora de la eficiencia energética, en la conversion, transporte y uso final de la energia.

Transicion de tecnologfas basadas en el carbon a tecnologfas basadas en gas natural para la produccion
eléctrica.

Aumento de las fuentes de energia de baja emision: renovables y nuclear.

Capturay secuestro de CO, para su almacenamiento en el subsuelo.

Secuestro de CO, en sumideros naturales o bioldgicos por procesos fotosintéticos o de absorcion del gas
en el agua del mar.

Para alcanzar los objetivos de reduccion de emisiones deben considerarse todas las opciones y aplicar la mas
adecuada en cada caso, debemos también tener en cuenta que las energias renovables no serdn capaces de
cubrir todas las necesidades de energia que se espera se necesite en os proximos afios y que los contras de la
energfa nuclear (insequridad, almacenamiento de residuos o incluso, amenazas terroristas) hacen que la decision
de considerarla no se base tanto en cuestiones técnicas sino en cuestiones de aceptacion social. Por ello debe
tenerse en cuenta que en os proximos afios se sequiran consumiendo energias procedentes de combustibles
fosiles.

Espana, como pais signatario del Protocolo de Kioto, se comprometio a contener el volumen de emisiones de CO,
en el periodo 2008-2012 en un +15% sobre los volumenes de 1990. En el afio 2008, las emisiones de CO, en la
economia espafiola excedian en un 20,9% estos limites.
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Desde 2008 hasta la actualidad Espafa se ve inmersa en una profunda crisis econémica que estanca el crecimiento
del PIB,al mismo tiempo que se llevan implementando desde 2005 toda una serie de politicas medioambientales
y energéticas dirigidas a reducir las emisiones contaminantes.

A la finalizacion del plazo, Espafia habfa cumplido con sus objetivos medioambientales a pesar de exceder en
algo mas de un 8% sus limites a través del uso de mecanismos de compensacion establecidos por el propio
Protocolo de Kioto.

Espafia presenta una alta dependencia de consumo de productos petroliferos o cual implica un elevado volumen
de emisiones al mismo tiempo que el sector eléctrico presenta una mejora de la eficiencia ambiental debida a la
introduccion de las energias renovables y la sustitucion de fuentes energéticas como el carbon.

EL7 de diciembre de 2013, se celebrd la Conferencia de las Naciones Unidas del Cambio Climatico en Doha, alli, los
194 palses reunidos, aprobaron una prérroga del compromiso de Kioto hasta 2020. Sin contar con Japdn, Rusia,
Canadd y Nueva Zelanda.

Si bien, el problema que se plantea es que los paises que se han comprometido a reducir sus emisiones durante
el sequndo periodo de Kioto, con los de la Union Europea, Australia y Noruega a la cabeza, generan poco mas
del 15% del total de emisiones contaminantes mundiales mientras que otros paises, como Estados Unidos, que
tiene un nivel mucho mas elevado de emisiones nunca llego a ratificar la primera parte del Protocolo de Kioto y
tampoco se ha sumado a este sequndo periodo.

En esta Conferencia, los paises miembros de la UE respaldaron aplazar la subasta de 900 millones de permisos de
emisiones de didxido de carbono (CO,) para tratar de limitar el exceso de oferta y forzar asi una subida de precios
ya que el sistema de comercio de derechos se disefid para que el precio de la tonelada estuviera entre los 25y los
30 euros, y las empresas tuvieran un incentivo para invertir en mejorar su tecnologia. El calculo de derechos que
se iban a poner en el mercado se hizo antes de que llegara la crisis econdmica y, con ella, el exceso de oferta que
ha llegado a situar el precio en 2,5 euros. En diciembre de 2013 se encontraba en torno a los 4,5 euros.

A dia de hoy, el sistema de derechos de emisién tiene un exceso de 2.000 millones de permisos y cada permiso
da derecho a emitir una tonelada de CO,, este hecho ha desplomado los precios ya que resulta mds barato
contraminar y pagar que invertir en mejores técnicas para hacerse mas limpias. Con la decision tomada en la
Conferencia por el Cambio Climatico se pretende salvar el sistema de comercio de derechos de emision a través
del backloading (término con el que se conoce el retraso en a salida al mercado de estos permisos) provocando
asf un incremento de los precios de los derechos de emision.
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4.5 Rol de Llas microalgas en el control del cambio
climatico global

La fijacion fotosintética del CO, atmosferico en plantas y arboles juega un papel fundamental para mantener
equilibrio de este gas y de hecho, numerosos estudios apuntan a que la reforestacion podrfa paliar parcialmente
el problema del calentamiento global.

Al mismo tiempo, encontramos organismos fotosintéticos como macroalgas y microalgas que también fijan el
(O, en forma de biomasa y lo retienen en su interior. Numerosos estudios se han centrado en el secuestro del
CO, por parte de las algas, debido al efecto invernadero del gas y al hecho de que las microalgas y cianobacterias
pueden fijar CO, con una eficiencia entre 10 y 50 veces mejor que las plantas terrestres.

De todos estos organismos, las microalgas son las mas adecuadas para la fijacion del CO, en gases de combustion
porgue son los Unicos organismos capaces de adaptarse a ambientes cambiantes de condiciones climaticas
(temperatura, ph, salinidad..) pudiendo incluso soportar condiciones extremas y de utilizar altas concentraciones
de CO,, que a diferencia de los cultivos vegetales o de los arboles éstas mejoran su productividad con el aumento
de la concentracion deCO, por encima de la concentracion atmosférica (hasta cierto limite).

Por otro lado, las caracteristicas fisicas de las microalgas y su elevada proporcion superficie/volumen ayuda a
la rapida difusion de nutrientes y CO, de forma que se hace mas fdcil los cultivos de alta densidad y la rdpida
fijacion, por lo que su potencial de productividad es mucho mayor que los de las plantas superiores y otras
plantas acudticas. Ademas, sus requerimientos de nutrientes son tan elevados que permite su cultivo en aguas
residuales, produciéndose también la fijacion del nitrégeno y el fosforo y disminuyendo la concentracién de estos
compuestos en las aguas.

Por todo ello, las microalgas se revelan como un elemento amortiguador de la acumulacion del CO, atmosfeérico
ya que son los principales productores primarios de los ecosistemas acuaticos, produciendo alrededor del 50%
de la fotosintesis total.

El equilibrio entre respiracion-oxidacion:

CH,0,+602==>6C0,+6H,0

6 1276

Y la fotosintesis:

6C0,+6H,0==>CH 0,+60,

6 1276

Marca la pauta del CO2 y, consecuentemente del cambio climatico.

EL consumo normal de dioxido de carbono de las microalgas se situa entre 200 y 600 mg CO,/Ld, aunque se
han recogido datos de eliminacion de 800 — 1000 mg/Ld en cultivos de Chlorella sp., interesantes sobre todo en
aplicaciones de mitigacion del efecto invernadero de los gases de escape de diversas industrias. A continuacion se
muestran valores de fijacion de CO, alcanzados por ciertas microalgas.



APLICACIONES DE LAS MICROALGAS: ESTADO DE LA TECNICA

Chlorella emersonii 4
Chlorella kessleri 02 =]
Chlorella kessleri 01 |— 1

Chlorella vulgaris_02 -
L

Chlorella vulgaris_01 <
Chlorella sp._05 = |
Chlorella sp._04 = |
Chlorella sp._03 4 |
Chlorella sp._02 =
Chlorella sp._01 =

Scenedesmus obliguus_03 =
Scenedesmus obliguus_(2 =
Scenedesmus obliguus_01 =

Scenedesmus sp._02 =

|

]

R |
Scenedesmus sp._01 4T

B

BT

T

1 1

Spirulina sp. =
Euglena gracilis =
Microcystis ichthyoblabe

Microcystis aeruginosa -

Botryococcus braunii =
Synechocystis aquatulis
Chlorococcum Littorale

Phaeodactylum tricornutum =
Nannochloropsis sp. =
Nannochloris sp.

] 1 1 1 1 A 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Consumo de didxido de carbono (mg/L-d) por varias especies de microalgas (Ho et al 2011). Fuente: Ruiz A., 2011, Puesta en marcha de un
cultivo de microalgas para la eliminacidn de nutrientes de un agua residual urbana previamente tratada anaerdbicamente.

El consumo de CO, por parte de las especies de microalgas citadas en la figura viene determinado no solo por la
especie sino también por otros parametros como la concentracion de CO, disponible, la configuracion del reactor,
el medio de cultivo, la temperatura o la intensidad de la luz. Por lo tanto, la figura no representa una comparacion
estricta entre especies sino informacidn orientativa sobre los rangos de valores y las especies de algas estudiadas
para la mitigacion del efecto invernadero del CO, industrial.

EL CO, s6lo es consumido durante el dia ya que las algas por la noche como cualquier organismo aerobico
producen CO, mediante la respiracion.

Otros factores que influyen en el crecimiento de las microalgas son la luz, la temperatura y los nutrientes que
estas tienen disponibles.

Las microalgas requieren de la luz solar para realizar la fotosintesis y para su crecimiento. Las microalgas absorben
la luz y por tanto, a mayor concentracion de ellas, menos luz podrd penetrar en el cultivo. Por esta razon, los
sistemas de cultivo de las microalgas son poco profundos y se optimizan en la captura de luz. Por la noche
0 en condiciones de oscuridad, la fotosintesis no puede realizarse, por o que las algas consumen la energia
almacenada para la respiracion. Dependiendo de la temperatura y de otras condiciones, por la noche se puede
llegar a perder hasta un 25% de la biomasa producida durante el dia (CHISTI, 2007). Aparte de CO, y luz, las
microalgas necesitan aportes nutricionales para crecer, sobre todo de nitrégenoy fosforo.
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Para la productividad estimada de 100 t biomasa/ha/afio se predice una fijacion de 165 t CO,/ha/ano, sin
tener en cuenta el didxido de carbono derivado del gasto energético en su produccion, en la transformacion a
biocombustible y en el que se producird al consumir el biocombustible. Si se utiliza el sistema combinado de
produccion de microalgas con el tratamiento de aguas residuales, inyectando CO, de gases de combustion, y
la biomasa resultante se destina a la produccion de biocombustibles y fertilizantes (a partir del residuo de la
produccion de biocombustibles), la reduccion neta de CO, se estima de una tonelada por tonelada de biomasa
(Harmelen y Oonk, 2006). En este caso el balance de CO, es realmente negativo gracias al ahorro de energia
derivado del tratamiento mas eficaz de las aguas residuales cuando se utilizan microalgas y en la produccion de
fertilizantes quimicos que son sustituidos por biofertilizantes.

4.6 Estado del arte de la biofijacion de CO, con
microalgas: pasado, presente y futuro

Los cultivos de microalgas como fuente de combustibles renovables para reducir el efecto invernadero del
calentamiento global han sido propuestos desde hace ya mas de sesenta afios. La idea de utilizar los gases de
combustion, fundamentalmente de las centrales térmicas, para la produccién de microalgas y conversion final
de la biomasa a biocombustible surgio por primera vez en el afio 1955, durante el encuentro de la Solar Energy
Society, (Arizona, USA), inspirada en los estudios de Oswald (Oswald, et al., 1957) sobre el tratamiento de las aguas
residuales urbanas mediante microalgas.

Después de la crisis energética del afio 1973, el aprovechamiento de los gases de combustién con microalgas
cobro especial interés, como una alternativa de energia, financiandose diversos programas de investigacion con
microalgas para su conversion en biocombustibles como biogas y biodiesel, especialmente en EEUU a través
del Departamento de Energia de los Estados Unidos de América (DOE). EL principal avance fue la aplicacion
de los sistemas propuestos por Oswald en reactores tipo raceway con agitacion de paletas, alcanzandose una
productividad de 60 t/ha/afo.

Durante los afios 80 se intensificaron los esfuerzos en la investigacion de fijacion de CO, con microalgas. Los
principales proyectos se llevaron a cabo en EEUU y Japdn. EL programa “Aquatic Species Program” (ASP), del
National Renowable Energy Laboratory de EEUU, demostrd que los fotobioreactores exteriores son factibles para la
utilizacion eficiente del CO, procedente de gases de combustion, dando lugar por un lado a altas productividades
y por otro lado, al aislamiento de especies de microalgas adecuadas para la fijacion de CO, en cultivos masivos
y el aislamiento de aquellas especies con alto contenido en lipidos orientadas a la produccion de biodiesel.
Dicho programa también introducia la necesidad de modificacion genética de las microalgas para conseguir los
objetivos propuestos a un menor coste, como por ejemplo minimizar la fotoinhibicion, lograr mayor contenido en
lipidos, facilitar el cosechado, etc., (Benemann, 1992).

Los estudios llevados a cabo por los programas japoneses por el Research Institute of Innovative Technology
for the Earth y Mitsubishi Heavy Industries Ltd., demostraron que las especies de microalgas Nannochloris y
Nannochloropsis no solo crecian bien en altas concentraciones de CO,, sino también cuando se inyectaban en el
cultivo los gases reales de combustion, conteniendo ademads SO, y NO, (Negoro et al., 1991) y metales pesados
como Niy V (Negoro et al., 1992). Asi, Negoro et al. (1992) realizaron diversas experiencias a pequefia y media
escala sobre el uso real de gases de combustion como fuente carbonada para la produccion de microalgas,
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inyectando directamente el gas de combustion en reactores abiertos de 0.10-0.20 m de profundidad donde
el CO, era fijado por microalgas como Nannochloropsis sp. y Phaeodactylum sp. En el afo 1995, Michiki logro
grandes avances en fotobioreactores con colectores solares e iluminacion interior a través de fibra dptica (Michiki,
1995). Asi mismo, en Japdn se levd a cabo también el proyecto “Research Innovative Technologies of the Earth”
(RITE) sobre la biofijacion de CO, con microalgas (Usui'y kenouchi, 1996, kuta et al., 2000).

Actualmente se siguen impulsando proyectos dirigidos a utilizar microalgas para la eliminacion del CO, de los
gases de combustion debido a los problemas ambientales y econdmicos que augura el cambio climatico y la
prevista escasez de petrdleo, aunque actualmente la atencidn se centra en maximizar la velocidad de fijacion de
CO, mediante la seleccion de genotipos adecuados y la modificacion genética asi como la optimizacion de los
sistemas de cultivo, ya que las microalgas tienen el potencial de fijar grandes cantidades de CO, en su biomasa y
ésta de ser transformada a biocombustibles. Puesto que existe este gran potencialy que la lucha contra el cambio
climatico requiere la coordinacion de diversas tecnologias, la Agencia Internacional de la Energia, mediante su
programa de |+D para la mitigacién de los gases de efecto invernadero, el I[EA greenhouse Gas R&D Programme,
ha creado la Red Internacional de investigacion para la biofijacion de CO, con microalgas. Esta red supone el mayor
esfuerzo coordinado que se esta llevando a cabo en la actualidad sobre la lucha contra el efecto invernadero
mediante el uso de microalgas, estimandose una productividad de las microalgas alrededor de las 100 toneladas
de biomasa/ha/afio en cultivo en raceways de poca profundidad y un alto rendimiento en la produccién de
biodiesel y otros biocombustibles. No obstante, estas previsiones alin deben ser demostradas en la practica, lo que
requerira considerables esfuerzos de [+D+i.

En cuanto a Europa, actualmente también se estan financiando proyectos de investigacion tales como el
“Aquafuels” o el “Enerbioalgae”. El proyecto “Aquafuels” recoge informes de las diversas iniciativas europeas
llevadas a cabo en materia de produccion de biocombustibles de algas considerando el ciclo de vida completo
(2010). EL proyecto “Enerbioalgae” pretende el aprovechamiento conjunto de la depuracién de aguas residuales
mediante microalgas junto con la depuracion de gases de combustion.

Ya que la biofijacion con microalgas puede actuar como sumidero real de CO,, esta tecnologia es particularmente
adecuada en un futuro para la promocion de Mecanismos de Desarrollo Limpio en palises en vias de desarrollo,
donde las condiciones climaticas (radiacion solar, disponibilidad de aguas saladas, etc) suelen ser favorables.
Ademas, el tratamiento de aguas residuales junto a la produccion de microalgas es un proceso tecnologicamente
simple, que aportaria beneficios ambientales directos sobre la zona e ingresos por la venta de biocombustible y
aplicacion de biofertilizante en su agricultura local, ayudando al desarrollo de la zona y a mejorar sus condiciones
de vida.

Si comparamos la biofijacion de CO, mediante microalgas con otras tecnologias existentes de reduccion de gases
de efecto invernadero, a fijacion con microalgas destinadas a la produccion de biocombustibles es mucho mas
competitiva dado el aumento progresivo de los precios de la energia, al no depender sus gastos de una fuente
fosily al aumentar su beneficio por la venta del biocombustible residual (Harmelen y Oonk, 2006). EL empleo de
reactores mas eficaces permite aumentar dicho valor.
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5. PRODUCCION DE
BIOCARBURANTES A PARTIR DE
MICROALGAS

5.1 Consideraciones generales

Una de las principales preocupaciones actuales a nivel mundial es la busqueda de fuentes de energia alternativas
0 complementarias al petréleo, dada la prevision de agotamiento de las reservas del planeta y los problemas
derivados de su uso, como emisiones de efecto invernadero, subida de los precios, inestabilidad de los mercados
por dependencia energética de paises productores, etc.

Por tal motivo, el desarrollo de las fuentes renovables de energfa es uno de los aspectos claves de la politica
energética nacional, puesto que:

- Contribuyen a la reduccion de los impactos que genera sobre el medio ambiente las emisiones de CO,,
Menor dependencia de los productos derivados del petréleo,
- Aumentan la diversificacion de las fuentes energéticas.

La Directiva 2003/30/CE sobre fomento del uso de biocarburantes fija como valores de referencia para el
establecimiento de objetivos indicativos nacionales una proporcion minima de biocarburantes y de otros
combustibles renovables del 5,75% del consumo de gasolina y gasoil.

La investigacion actual en microalgas estd mayoritariamente centrada en la obtencion de cultivos con alto
contenido en lipidos para la produccion de biodiesel. Existen, sin embargo, ademas de dicha conversidn, otras
posibilidades de aprovechamiento energético de las microalgas, similares a las de aprovechamiento de otros
tipos de biomasa existentes actualmente (residuo forestal, residuo organico urbano, etc.): mediante conversion
termoquimica, quimica o bioguimica.

El biodiesel es un combustible liquido que se obtiene a partir de lipidos mediante procesos de esterificacion y
transesterificacion. Estos lipidos provienen bien de grasas animales o bien de aceites de diversos cultivos, como
los de soja (en la actualidad la materia prima mas empleada), colza, maiz, girasol, palma, remolacha, etc. EL
principal problema de dichas materias primas vegetales es la necesidad de grandes extensiones de terreno para
su cultivoy, por tanto, su competencia con los productos de alimentacion, lo que ha generado en los Ultimos afios
un amplio debate sobre su sostenibilidad econdmica, medioambiental y social.

Numerosas especies de microalgas pueden serinducidas a producir elevadas cantidades de lipidos o dcidos grasos,
que pueden ser posteriormente empleados para la produccion de biodiesel, manipulando las caracteristicas
fisico-quimicas del medio de cultivo. Estas manipulaciones pueden ser simples, como por ejemplo variando la
salinidad del medio, la temperatura, el pH o la disponibilidad de micronutrientes. La acumulacion de lipidos se



APLICACIONES DE LAS MICROALGAS: ESTADO DE LA TECNICA

atribuye a un consumo de azucares mayor al crecimiento celular, que favorece la conversion a lipidos de los
azlcares en exceso. Sin embargo, generalmente as microalgas con alto contenido lipidico no presentan altas
velocidades de crecimiento, por lo que se busca es optimizar la produccién neta de lipidos por unidad de volumen
de reactor o de superficie ocupada.

Las ventajas del empleo de algas para la obtencion de biodiesel son principalmente las siguientes:

No compite en el mercado de productos de alimentacion: la superficie necesaria para su cultivo es mucho
menor, por ejemplo, empleando aceite de colza se producen alrededor de 1.190 L biodiesel/ha de cultivo,
mientras que en el caso de las algas se pueden obtener hasta 12.000 L/hg;

Alto grado de aceite, que puede llegar a 70% de su peso seco;

Su cultivo puede serrealizado en condiciones no adecuadas para la produccidn de cultivos convencionales,
como en suelos degradados, en regiones desérticas, etc, y el CO, necesario para la produccion puede ser
procedente de gases de combustidn de efluentes industriales;

No hay régimen de cosecha, es decir, la produccién se realiza durante todo el afio, lo que lleva a un
potencial de produccion por area al afio mucho mas alto que el de cultivos convencionales;

El consumo de agua es menor comparado al cultivo de plantas terrestres;

Alta velocidad de crecimiento, en comparacion con los cultivos tradicionales: la productividad por unidad
de superficie es entre 20 y 40 veces mayor en el caso de (as algas. Algunas especies llegan incluso a
doblar su biomasa en 3,5h en la fase de crecimiento exponencial;

Su cultivo no requiere aplicacion de fitosanitarios como herbicidas o pesticidas;

Los nutrientes necesarios para su cultivo (especialmente el nitrégeno y el fésforo) pueden ser obtenidos
de aquas residuales;

Las algas presentan ademas mayor eficiencia fotosintética que los vegetales superiores y pueden ser
cultivadas en medio salino simple (incluso en agua salobre) ademas de ser eficientes fijadoras de CO, (1kg
en peso seco de biomasa de algas utiliza cerca de 1,83 kg de CO,).

En cuanto a los problemas técnicos de la obtencién de biodiesel a partir de microalgas, estos se centran
principalmente en la dificultad de la extraccién de los lipidos de las células. Estos procedimientos son complejos
y estan todavia en fase de desarrollo. Los principales problemas econémicos derivan por tanto del alto precio de
la tecnologia necesaria, asi como del hecho que compiten con precios de carburantes relativamente bajos.
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5.2 Microalgas como fuente de biodiesel

En las Ultimas décadas se ha demostrado que las microalgas suponen una alternativa mas conveniente que
cualquier otro tipo de organismo para la produccién de triacilglicéridos y su conversion a biodiesel, ya que algunas
especies oleaginosas, siendo organismos fotosintéticos, solo requieren energfa solar, agua, CO, y algunas sales
para producir rendimientos muy altos de biomasa rica en lipidos (Li et al. 2008a). De hecho, son los organismos
fotosintéticos mas eficientes, puesto que absorben mas CO, y liberan mas O, que cualquier otra planta, crecen
extremadamente rapido y llegan a acumular grandes cantidades de diversos productos. Algunas microalgas
doblan su biomasa en 24 hy el tiempo de duplicacion de biomasa durante la fase exponencial puede ser tan
corto como 3.5 h (Chisti, 2007).

Mas especificamente, los beneficios que se obtienen al usar microalgas para la produccién de biodiesel son:

a. Las microalgas oleaginosas tienen un rendimiento de aceite mucho mayor que cualquier cultivo
convencional, siendo éste de 10 a 20 veces mayor que el derivado del aceite de palmay de 200 a 400
veces mayor que el derivado del aceite de soja.

b. Sélo el biodiesel producido a partir de microalgas tiene una verdadera huella ecoldgica pequeria,
dado que requiere una superficie de 1-2 drdenes de magnitud menores en comparacion a los cultivos
convencionales o los arboles. Segun Chisti (2007) requiere de 1.5 a 3.2 millones de hectdreas para
satisfacer el 50% de las demandas de energéticos de transporte en U.S.A. En contraposicion, la soja,
actual principal fuente de biodiesel en U.S.A. requiere de 330 a 450 millones de hectareas para la misma
finalidad. En México, se ha estimado que solo se requiere el 1% de la superficie total del pafs, para cubrir
el 100% de la demanda actual de diesel de petroleo (Garibay et al., 2009).

c. Con el biodiesel extraido de microalgas cultivadas en lagunas o estanques abiertos sélo se requieren
200.000 hectdreas para producir 1 quadrillon de BTU (Sheehan et al., 1998). Por contra, se requieren
aproximadamente 40 millones de hectdreas si se utiliza etanol derivado de maiz o 20 millones de
hectdreas si se utiliza biodiesel derivado de la soja.

d. Las microalgas oleaginosas pueden ser cultivadas tanto en agua de mar como en agua salobre,
disminuyendo asf la presién sobre el agua dulce requerida para la producciéon de alimentos. Algunas
especies de microalgas aisladas de agua dulce pueden crecer también en aguas residuales, eliminando
asi la competencia por el uso de agua para la agricultura.

e. Las microalgas son excelentes fijadoras de CO.. Por cada 100 ton de microalgas producidas, se consumen
183 ton deCO, (Chisti, 2007).

f. Respecto a la emision de gases invernadero, es de los pocos bionergéticos con un valor negativo, ya que
no se produce CO, durante el ciclo de vida de produccion y el valor de este parametro para microalgas
(-183 kg CO,/MJ) es el mds negativo respecto a los otros bionergéticos con valores negativos como el
etanol a partir de pastos o de residuos celuldsicos. Por el contrario, el diesel producido a partir de fuentes
fosiles emite 83 kg CO,/MJy el etanol a partir de maiz produce 81-85 kg CO,/MJ (Chisti, 2007).
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Productividad de aceite

0 20000 40000 60000 80000 100000 120000 140000

Productividad de aceite L/ha

M Maiz 172
Algodon 325
Soja 446
M Mostaza 572
Grasa amarilla 907
B Girasol 952
Cacahuete 1059
B Canola 1190
B Jatrofa 1892
B Coco 2689
[ Palma de aceite 5950
B Microalgas (1) 58700
B Microalgas (2) 136900

Productividad de aceite de las microalgas en comparacion con los cultivos convencionales (Gao et al. 2009 Schenk et al. 2008,
Christi 2007).

(1) 30% de aceite en biomasa (con base a peso seco)

(2) 70% de aceite en biomasa (con base a peso seco)
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5.3 Retos y oportunidades en la produccion de
biodiesel con microalgas

Seguin Loera-Quezada y Ollguiin (2010), los parametros claves que afectan a la factibilidad econdmica de la
produccion de biodiesel a partir de microalgas son fundamentalmente la productividad de la biomasa microalgal,
el contenido celular de lipidos y sobre todo, la productividad de lipidos, principalmente triacilglicéridos. Este
ultimo pardmetro determina el coste del proceso de cultivo, mientras que la densidad de la biomasa en el cultivo
y el contenido celular de los lipidos afectan significativamente al coste de los procesos de extraccion de lipidos y
de transformacion en biodiesel.

Por lo tanto, un proceso ideal deberfa permitir la produccion de lipidos a la mds alta productividad celular, con
el contenido mas alto posible en las células (Li et al., 2008b). Sin embargo esta situacion ideal es muy dificil de
encontrar en la realidad, ya que las células con alto contenido de lipidos son producidas bajo condiciones de
estrés fisioldgico, el cual estd asociado a condiciones limitantes de nutrientes y por (o tanto, asociados a una
baja productividad de biomasa y de lipidos. Por tal motivo, los mayores retos en el desarrollo de procesos para la
produccion de biodiesel a partir de microalgas consisten en:

a. Seleccionar las mejores cepas de microalgas, en términos de maximo contenido de lipidos y maxima
productividad, mejor perfil de lipidos y adaptabilidad al tipo de agua a utilizar y a las condiciones
ambientales;

b. Establecer estrategias de cultivo adecuadas que permitan lograr la maxima productividad de lipidos y de
biomasa algal;

¢. Lograr el uso de aguas residuales, evitando contaminaciones y niveles de concentracion toxicos;

d. Seleccionar el tipo de reactor mas adecuado o una combinacion de reactores, gue permitan una maxima
produccion de biomasa al minimo coste;

e. Lograr minimizar o eliminar los costes de recoleccion, y

f. Lograr una extraccion de lipidos y su posterior conversion a biodiesel, mediante estrategias de minimo
coste.

5.3.1 Seleccion de la especie de microalgas con
mejores atributos

La eleccidn de la especie de microalga oleaginosa para la produccion de biodiesel es el primer paso para el
desarrollo de un proceso de produccion, ya que el éxito depende principalmente de ello.

La especie debe tener las caracteristicas adecuadas para unas condiciones de cultivo especificas que permitan
obtener los productos particulares requeridos. Para el cultivo de microalgas a gran escala, las principales
caracteristicas deseables son un crecimiento rapido, un alto contenido de productos de alto valor agregado,
células grandes en colonias o filamentos, un desarrollo en ambientes extremos con gran tolerancia a condiciones
ambientales, tolerancia a niveles altos de CO, (15% o mds), a contaminantes y al efecto fisico de la agitacion o
turbulencia. Ademas, no debe excretar autoinhibidores (Griffiths y Harrison, 2009).
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Numerosas listas de cepas de origen marino o dulceacuicolas que muestran un alto contenido de Llipidos
(Chisti, 2007) han sido descritas, y existen diversos estudios con especies del género Chlorella (Liu et al., 2008;
Xiong et al., 2008), con especies de Dunaliella (Takagi et al., 2006), de Nannochloris (Takagi et al., 2000) y con
Botryococcus braunii(Liy Qin, 2005). Las especies Nannochlorisy Dunaliella son especies marinas que presentan
buenas ventajas para ser cultivadas en zonas costeras.

La tabla 3 muestra las diferencias del contenido de aceite en algunas especies de microalgas.

Especies de microalgas

Botryococcus braunii
Chaetoceros muelleri
Chaetoceros calcitrans
Chlorella sp.
Chlorococcum sp.
Dunaliella SP
Ellipsoidion sp.

Isochrysis sp.

Monodus subterraneus
Nannochloris sp.
Nannochloropsis sp.
Neaochloris oleoabundans
Nitzschia sp.

Pavlova sp.
Phaeodactylum tricornutum
Porphyridium cruentum
Scenedesmus sp.
Skeletonema sp.
Thalassiosira psudonana
Tetraselmis sp.

Contenido de lipidos

(% en peso seco)

25.0-75.0
33.6
14.6-164/39.8
5.0-63.0

19.3

6.0-71.0

274

70-40.0

16.0
20.0-56.0
12.0-53.0
29.0-65.0
16.0-470
309 -355
18.0-570
9.0-18.8/60.7
19-211
13.3-51.3
20.6

8.5-23.0

Tabla 3 Contenido de aceite de algunas especies de microalgas.

Fuente: Mata et. al., 2009

Productividad en lipidos

(mg/L/dia)

21.8

17.6
10.3-50.0
53.7
33.5-116.0
473

378

304
60.9-76.5
37.6-142.0
90.0-134.0
8.8-21.6
40.2 - 494
44.8

34.8
351-539
174 - 273
174
270-433
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.

Fotografia de la especie Nitzschia sp. empleada en la produccion de biodiesel.

En el afio 2009, Rodolfi et al. investigaron 30 especies de microalgas para seleccionar aquellas con alta
productividad en biomasa y alto contenido de lipidos, encontrando que Nannochloropsis sp., es particularmente
adecuada para la produccion de aceite.

Gouveia y Oliveira (2009), investigaron 6 especies de microalgas tanto marinas como dulceacufcolas para elegir
en términos de cantidad y calidad de aceite la mejor materia prima para la produccién de biocombustibles.
Neochloris oleoabundans (dulceacuicola) y Nannochloropsis sp. (marina) fueron las que mostraron mayor
contenido de lipidos (29'y 28,7%, respectivamente), por lo que resultan adecuadas para tal fin.

En los Ultimos afos, la investigacion se centra fundamentalmente en generar cepas mejoradas genéticamente
para la produccion de lipidos. Aunque la aplicacion de la ingenieria genética para tal fin se encuentra en etapas
muy tempranas, ya se han desarrollado herramientas de manipulacion genética en ciertos sistemas modelo para
manipular el metabolismo central del carbono en estos organismos (Radakovits et al., 2010).
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5.3.2 Induccion del aumento de la productividad
de lipidos

Las microalgas sintetizan dcidos grasos, que varfan dependiendo de la especie, como precursores para la sintesis
de varios tipos de lipidos. Sin embargo, sélo los lipidos neutrales son adecuados para la produccién de biodiesel
y dentro de éstos, los triacilglicéridos.

El contenido total de los lipidos en las microalgas puede variar, dependiendo de la especie y de las condiciones
de cultivo, desde el 1% hasta el 90% del peso seco (Spolaore et al., 2006; Chisti, 2007). Cuando las microalgas
se someten a condiciones de estrés debidas a estimulos ambientales quimicos v fisicos, ocurre la sintesis y
acumulacion de grandes cantidades de triglicéridos, junto con alteraciones importantes en la composicién de los
lipidos y 4cidos grasos. Los principales estimulos quimicos a aplicar son la deficiencia de nutrientes, la salinidad
y el pH del medio de cultivo, siendo la deficiencia de nitrégeno, con respecto a los nutrientes, el factor que mas
afecta el metabolismo de los lipidos (De et al., 1999; Li et al., 2008¢; Hu et al., 2008; Mendoza et al., 2008;
Solovchenko et al., 2008; Gouveia y Oliveira, 2009; Rodolfi et al., 2009). Los principales estimulos fisicos son
la temperatura y la intensidad luminica. Ademas de estos factores, la fase de crecimiento y la edad del cultivo
también afectan al contenido y composicién de los dcidos grasos, observandose un mayor contenido de lipidos en
la fase estacionaria con respecto a la fase logaritmica (Spolaore et al., 2006; Hu et al., 2008).

En estudios realizados con microalgas verdes, se observo que en el género Dunaliella su principal lipido de reserva
son los triglicéridos y que bajo condiciones de limitacion de nitrégeno y con un 1% de CO,, éstos aumentaron
del 1% al 22% respecto a los lipidos totales (Gordillo et al., 1998). Ademas, la especie Neochloris oleoabundans
puede acumular hasta el 80% de sus lipidos totales en forma de triglicéridos (Tornabene et al., 1983), lo cual la
sitlia como una de las especies con mayor potencial para la produccion de biodiesel.

No obstante, se han realizado muy pocos estudios sobre a induccion de lipidos por limitaciones de nutrientes con
reactores a escala piloto en condiciones exteriores.

En lo referente a la temperatura, se ha observado en muchas algas y cianobacterias que la insaturacion de los
dcidos grasos se incrementa cuando desciende la temperatura y viceversa, al aumentar la temperatura aumenta
también la saturacion de los dcidos grasos.

Asi mismo, se ha comprobado que la intensidad luminica influye notablemente en la composicién quimica
en general, en el contenido de pigmentos y en la actividad fotosintética de las microalgas. Normalmente, una
intensidad luminica baja induce la formacion de lipidos polares (fosfolipidos y glucolipidos), los cuales estan
funcional y estructuralmente asociados a las membranas celulares de las microalgas (Hu et al., 2008).
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5.3.3 Seleccion del tipo de reactor mds adecuado
para el cultivo de microalgas oleaginosas

La produccion de microalgas oleaginosas con el objeto de obtener biodiesel se puede realizar tanto en reactores
cerrados (fotobioreactores) o en reactores abiertos (raceways o Lagunas Abiertas y Lagunas de Oxidacion de Alta
Tasa), descritos en el apartado 2.2. de la presente gufa.

Los sistemas abiertos tienen un bajo coste de construccién, de operacion y de produccion. Sin embargo, presentan
numerosas desventajas, ya que requieren de grandes areas de superficie, sufren importantes pérdidas de agua
por evaporacion y de CO, por difusion a la atmosfera, el sistema de mezclado es deficiente lo que origina
una baja concentracién celular, lo que a su vez origina una baja productividad de biomasa algal. Ademas son
propensos a la contaminacion con otras algas y/o por organismos que se alimentan de microalgas; presentan
una costosa recuperacion del producto en los medios diluidos y una dificultad para el control de pardmetros
como la temperaturay el pH. Estos inconvenientes de los sistemas abiertos estimularon el desarrollo de diversos
tipos de fotobioreactores (sistemas cerrados) que permiten un control mas preciso de las condiciones de cultivo,
(Chisti, 2007; Wogan et al., 2008; Ugwu et al., 2008), el cultivo de una sola especie por tiempos prolongados sin
contaminacion y la obtencion de una alta productividad de biomasa algal (Molina-Grima et al., 1999; Ugwu et
al., 2008).

Por otro lado, es importante mencionar que existen numerosos estudios sobre el uso de fotobioreactores para
la produccién de microalgas oleaginosas, aunque la mayoria son experiencias a nivel laboratorio y muy pocas a
nivel de planta piloto (Rodolfi et al., 2009). Las revisiones sobre este tema son numerosas y contrapuestas: Chisti
(2007) promueve el uso de fotobioreactores y sin embargo otros expertos que han tenido afios de experiencias
de cultivo de microalgas a escala comercial defienden ampliamente el uso de las lagunas abiertas o raceways
(Ben-Amotz, 2009; Benneman, 2008).

El debate se centra fundamentalmente en dos aspectos: los fotobioreactores son mucho mas productivos que las
lagunas abiertasy permiten controlar mejor las posibles contaminaciones y los demas parametros y, sin embargo,
son mucho mas costosos, lo que impide una rentabilidad adecuada de produccion de biomasa. EL resultado de
esta situacion es que los procesos desarrollados en reactores cerrados no son atin economicamente rentables a
gran escala, por lo que algunas experiencias comerciales de este tipo han fracaso en los Ultimos afos.

Para evitar algunas de las principales desventajas del uso de las lagunas abiertas y de los fotobioreactores, una
opcién es optar por un cultivo que integra ambos sistemas, lo que se denomina un sistema de cultivo hibrido (Schenk
et al.,,2008). La combinacion de ambos sistemas es, para algunos autores, la eleccién mds adecuada para obtener la
mayor productividad tanto de biomasa como de lipidos, ya que la mayoria de las microalgas no acumulan biomasa
ni producen lipidos de manera simultanea. Este sistema se realiza en dos etapas: en la primera se incrementa la
densidad celular y en la sequnda se incrementa la acumulacion de lipidos. La primera etapa se lleva a cabo en
sistemas cerrados en os que se obtiene la mayor densidad celular posible y se minimiza el riesgo de contaminacion,
bajo condiciones de suficiencia de nutrientes. La sequnda etapa se realiza en lagunas abiertas usando el indculo
producido en el primer paso y se estimula la biosintesis de lipidos bajo condiciones de limitacion de nutrientes.
El resultado esperado de la combinacion de ambos sistemas es una alta densidad celular y un alto contenido de
aceite (Ryan, 2009). Este sistema hibrido fue adaptado exitosamente para el cultivo a escala comercial (2 ha) de
Haematococcus pluvialis para la produccién de astaxantina y aceite (Huntley y Redalje, 2007).
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5.3.4 Recoleccion de biomasa celular y extraccion
de lipidos

La recoleccion de la biomasa celular y la extraccion de los lipidos es uno de los retos mas importantes a vencer
respecto a la produccion de biomasa microalgal y de lipidos en particular. Incluso, en procesos de tratamiento de
aguas residuales con microalgas, el coste de la recoleccion determina La viabilidad econdmica de todo el proceso
(Olguin, 2003).

La extraccion de las algas consiste en la recuperacion de la biomasa en el medio de cultivo. Un método de cosecha
adecuado podrd involucrar una o mas etapas y sera realizado en sistemas fisicos, quimicos y/0 bioldgicos, con la
finalidad de remover la gran cantidad de agua y procesar grandes vollimenes de biomasa de algas. La experiencia
ha demostrado que todavia no existe un método de cosecha universal y esa es un area en que hay bastante
espacio para investigacion y desarrollo (Mata et al., 2009).

Se considera en general que los problemas basicos de la recoleccion de biomasa celular son:

a. Elpequefio tamafio de las microalgas (entre 3y 30 pm);

b.  Elque los cultivos tienen una densidad celular relativamente baja, especialmente en las lagunas abiertas (<
0.5 kg'm de biomasa seca) y se requiere cosechar grandes volumenes de liquido,

¢. El coste de la recoleccidon contribuye de una manera muy importante (del 20 al 40%), al coste total de
produccion de la biomasa.

Teniendo en cuenta que la mayoria de las microalgas oleaginosas son pequefias o no filamentosas, la filtracion no
es un método facilmente aplicable a la produccion de biodiesel a partir de microalgas, por lo que en la actualidad,
la floculacion con ciertas modificaciones a la floculacion tradicional que utiliza sales metalicas que contaminan
la biomasa, estd siendo investigada por diversos grupos de investigacion.

La recuperacion de biomasa microbiana por floculacidn, se basa en el hecho de que la superficie de todas las
cianobacterias y microalgas estan cargadas negativamente debido a la presencia de polisacdridos extracelulares
(Lee et al., 2009). Sin embargo, la mayoria de los métodos de floculacion no son adecuados para la cosecha
de biomasa algal para la produccion de un bien de bajo valor como el biodiesel, y algunos de ellos muestran
interferencia con el agua de mar (Lee et al., 2009). Para solventar estos aspectos, se desarrolld un proceso para
la recuperacion de la microalga marina Pleurochrysis carterae, en el que se utilizaron compuestos carbonados
de facil disponibilidad, tales como el acetato, el glicerol y la glucosa, para cultivarla y promover la formacion de
polisacaridos extracelulares y la floculacion de las células. EL proceso es prometedor dado que se encontraron
buenos porcentajes de recuperacion de mas del 90% vy un factor de concentracion de 226 (Lee et al., 2009). As
mismo, Vandamme et al. (2009), observaron que el uso de almidon catidnico fue muy eficiente para flocular
microalgas de agua dulce como Parachlorellay Scenedesmus, pero no para flocular microalgas marinas como
Phaeodactylum o Nannochloropsis.

Por otra parte, se ha recomendado el uso de otros procesos no convencionales para la recuperacion a bajo
coste de Chlorella para produccion de biodiesel. Johnson y Wen (2010) estudiaron el cultivo de esta microalga
a escala laboratorio sobre una placa de espuma de poliestireno que se coloca en la base de las superficies de
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cultivo, logrando una productividad de biomasa de 25.65 gm™ en base seca y un rendimiento de dcidos grasos
de 2.31 gm™. Si bien este método parece prometedor, auin faltan estudios a mayor escala en los que se resuelva
viablemente el raspado de las placas de poliestireno.

En relacion al proceso de extraccion de los lipidos intracelulares, se puede realizar con o sin romper las células
previamente. La rotura de las células puede llevarse a cabo por métodos tradicionales, como el uso de la “prensa
francesa” que utiliza altas presiones, o por un método mas moderno como es la electroporacion, en el cual se
aplica un campo eléctrico a las células para lograr perforaciones en su pared celular. Asi mismo, la extraccion de
los lipidos se puede realizar con solventes quimicos en una o dos etapas (Schenk et al., 2008). Tran et al. (2009),
evaluaron cinco meétodos diferentes y concluyeron que el mas adecuado para extraer los lipidos de las especies
Botryococcus braunii y de Synechocystis sp., fue un método de un solo paso con derivatizacion para formar
metil ésteres “in situ”. Samori et al., (2010) describieron el uso exitoso de solventes de polaridad intercambiable
para extraer los lipidos de Botryococcus braunii, donde la mezcla DBU/octanol mostrd los rendimientos de
recuperacion mas altos, frente a la extraccién con n-hexano.

LUz NUTRIENTES

AGUA |
sstewavecosecwoo

RECICLADO H,O
“ o
!
BIOMASA RESIDUAL
DIGESTION ANAEROBIA
NUTRIENTES < -[ » METANO

Esquema del proceso de obtencion de aceite de microalgas. Esquema recogido en la presentacidn del proyecto A fully Integrated Process
for Biodiesel Production from Microalgae in Saline Water (Proceso integrado de produccidn de biodiésel procedente de microalgas marinas)
presentado por el profesor M. Borowitza de la Universidad de Murdoch (Australia). Fuente Energia de las Algas, presente y futuro, (Acien
G. et al).
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Sin embargo, la extraccién con solventes no es amigable con el medioambiente, debido principalmente a las
emisiones a la atmosfera y por la disposicion final del mismo. Teniendo en cuenta lo anterior, se han desarrollado
meétodos alternativos de extraccion tales como el Proceso de Extraccion Acuosa (AEP), que tiene un coste de
inversion menor de capital, una operacion mas segura y una produccion simultanea de aceite y de fracciones ricas
en proteina con menos dafio ambiental. Ademas, se han utilizado diversas enzimas para mejorar la extraccion de
lipidos en este proceso, alcanzando porcentajes de recuperacion hasta del 90% (de Moura et al., 2008).

Por otra parte, se ha descrito que el uso de lipasas comerciales (Novozymes) de origen microbiano y, en especial
la lipasa N435 obtenida de Candida antarctica e inmovilizada en soporte hidrofdbico, fue la mas eficiente para la
transesterificacion de acidos grasos de origen animal por via enzimatica (Rivera et al., 2009).

Seguin Miguel Garcia Guerrero en la Conferencia en Oviedo de fecha 12/3/2008, los reactores de 50 [/m? con
productividad volumétrica media de 0,7 g de biomasa U'dia™ (o de 140 I/m? a 0.25 g l*dia® = 35 g biomasa
m“dia!) y con contenidos de acidos grasos del 30% producirian 10 g de aceite m~dia™. La extrapolacion en
drea darfa 0,35 toneladas de biomasa (0,1 toneladas de aceite hadia™). La extrapolacion en drea y tiempo
considerando 300 dfas operativos al afio rendirfa 105 toneladas de biomasa y 30 t de aceite ha'afo™.

Segun Acien G. et al., otros autores, como el Dr. Yusuf Christi, legan a plantear producciones potenciales de hasta
58.760 L aceite haafio™, asumiendo un 30% de aceite en la biomasa. En este caso los datos reales que aporta son
muy favorables, ya que para determinar esos rendimientos maximos combina los mejores datos de produccion de
biomasa algal y de contenido en lipidos. Por tal motivo, son valores de maximos dificilmente alcanzables, ya que
la produccion de biomasa lleva implicito una disminucion de la produccion de lipidos y viceversa.

En lorelativo a la estimacion de produccidn de biodiesel de algas (t ha™afio™), el rendimiento que han publicado la
mayorfa de autores se basa en calculos sobre el contenido en lipidos totales, lo que incluye todos los compuestos
liposolubles de las células de las algas. Pero el porcentaje de lipidos transformables en biodiesel (C-14 a C-24)
que contienen es distinto y, ademas, deberfa valorarse la pérdida de rendimiento debida a la extraccién de la
biomasa de algas, sobre todo en el caso de las especies mas oleaginosas como las cloroficeas.

Si los calculos se efectuaran considerando el rendimiento en aceites extrafbles transformables en biodiesel, se
obtendrian datos mucho mas realistas que los obtenidos con el contenido en lipidos totales. Por lo que es una
tarea prioritaria resolver primero, 0 en paralelo, el problema del rendimiento y el coste de la extraccion de lipidos.

55



56

APLICACIONES DE LAS MICROALGAS: ESTADO DE LA TECNICA

6. RESUMEN Y CONCLUSIONES

El cultivo de microalgas no es una actividad nueva. Mas de sesenta afios de investigacion sobre a produccion
masiva de microalgas ha permitido su uso en la actualidad como alimento en la acuicultura de especies marinas,
la depuracion de aguas residuales, y la produccion de biocarburantes y de compuestos para sectores como la
dietética y la cosmética. Se trata de productos cuyo valor de mercado permite llevar a cabo de forma rentable
este tipo de actividad economica.

A pesar del potencial de las microalgas para su aprovechamiento en los sectores de la energia, la depuracién y la
fabricacion de productos de alto valor afiadido, el desarrollo de su produccion a nivel industrial o semiindustrial
se ha visto impedido en algunos casos por una falta de rentabilidad econdmica.

En consecuencia, la investigacion actual en microalgas se desarrolla en varios frentes, como el de la ingenieria,
orientados a maximizar la productividad y disminuir el consumo energético.

Por otro lado, las colecciones de algas existentes en todo el mundo contienen una infinidad de especies y cepas
que, combinadas con los avances recientes en ingenierfa genética, suponen una base importante sobre la que
desarrollar procesos y sistemas de produccion de microalgas que sean capaces tanto de producir sustancias de
interés nuevas como de aumentar las productividades de los procesos existentes.

Ademas, se buscan microorganismos que sean capaces de tratar aguas de diferentes caracteristicas de modo
estable y eficiente, 0 que no presenten inhibicion ante gases de escape que ahora son toxicos.

Actualmente existe un renovado interés en la investigacion con microalgas debido a los problemas ambientales y
econdmicos que supone el cambio climatico global asi como la escasez de petréleo, y es que las microalgas tienen
el potencial de biofijar grandes cantidades de CO, en su biomasa y ésta de ser transformada a biocombustibles,
pudiendo actuar como sumidero real de CO..

La produccién de biodiesel a partir de microalgas ha pasado por diversas etapas desde hace varias décadas. El auge
académico que mostro desde los afios ochenta se ha incrementado en los Ultimos afios, atrayendo a un mayor
numero de investigadores de todo el mundo. Por otro lado, recientemente han surgido numerosas compafiias
privadas interesadas en invertir en este nuevo tipo de bioenergético, registrandose un crecimiento intenso y cada
afio existen numerosos foros y reuniones para promover la inversion en la investigacion y desarrollo de este tipo
de biodiesel.

Para lograr disminuir los costes de produccion de biomasa algal y consequir asi una produccion de biodiesel a
costes competitivos, se requiere vencer los retos cientificos y tecnoldgicos de su produccion, los cuales estan
orientados a dar respuestas rentables para lograr:
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a. Aumentar la productividad de biomasa microalgal con el mayor contenido de lipidos del perfil adecuado
para la produccion de biodiesel;

b. Lograr mayores rendimientos de biomasa microalgal disefiando reactores que ofrezcan costes de inversion y
de operacién competitivos;

c. Disefiar nuevos procesos de extraccion y recoleccion de biomasa por medio de biofloculacién o el uso de
cepas con capacidades intrinsecas de autofloculacion;

d. Optimizar los métodos existentes de extraccion de lipidos y de su transesterificacion, para que permitan
mayores rendimientos a menores costes y, por tanto, mayor competitividad;

e. Disefiar nuevos procesos para la generacion de co-sustancias de alto valor afiadido.

Incluso con altas productividades, la obtencién de biomasa microalgal es mas cara que para la obtencion de
biomasa procedente de plantas superiores. Esta diferencia de costes debe justificarse en base a la alta calidad
de la biomasa microalgal, que permite una conversion a biocombustibles menos costosa, y a la posibilidad de
co-produccién de sustancias de alto valor agregado. Ademas, la baja ocupacidn del suelo de los sistemas de
cultivo de microalgas en comparacion con los cultivos agricolas convencionales, la posibilidad de cultivo de las
microalgas combinada con la depuracion de aguas residuales y la utilizacion de agua o suelo inservible para
otro tipo de cultivos podrian justificar el desarrollo a medio-largo plazo de esta tecnologia para su dedicacion
exclusiva a la reduccion de CO, y la produccion de biocombustibles.

Aunque existan las numerosas ventajas citadas anteriormente, todavia no hay viabilidad econoémica en la
produccién de biocombustibles procedentes de algas. Aln se debe revisar el potencial de este proceso para el
balance energético negativo global,después de la contabilizacion de lademanda energética parabombeo de agua,
transferencia de CO,, cosecha y extraccion. Por tanto, para alcanzar una tecnologia sostenible y economicamente
viable, alin se deben mejorar diversos puntos, incluyendo:

La seleccion de especies y cepas que equilibren requisitos para produccion de biocombustibles con
la produccion de otros co-productos de alto valor afiadido, de modo que se favorezca la viabilidad
economica del proceso;

El alcance de una mayor eficiencia fotosintética;

El desarrollo de sistemas de produccion que posibiliten: monocultivo, reduccion de la evaporacion
y disminucion de las pérdidas de CO, por difusion, maximizacion de la relacion superficie iluminada/
volumen del reactor, sistemas de autolimpieza y de regulacion de la temperatura, transparencia y
durabilidad del material, asi como facilidad de operacion y de escalado.

Asimismo, el problemade la produccion de algas para producir biomasano es sélo la produccién, sino el cosechado.
En el caso de las microalgas, el cosechado es muy costoso en equipos y energia, ya que se trata de organismos
de muy pequefio tamafio y que, ademas, normalmente se cultivan a unas densidades de cosechado bajas; estos
costes se incrementan especialmente si la tecnologia de cosechado se basa en la centrifugacion. Teniendo en
cuenta que las densidades en raceway son mas bajas que en fotobioreactores, los costes de cosechado son aun
superiores en Los primeros.

57



58

APLICACIONES DE LAS MICROALGAS: ESTADO DE LA TECNICA

Por tanto, resulta imprescindible reducir o eliminar los costes de la recoleccion para que el proceso sea viable. La
centrifugacion para grandes volumenes es actualmente inviable, por lo que habria que buscar algas de mayor
tamafio que decanten bien, con el maximo reciclado de las aguas empleadas, o bien buscando procesos de
cosechado diferentes y mas baratos.

Ademas de sequir investigando en la busqueda de nuevas especies de microalgas, serfa interesante profundizar
en aquellas especies que tengan la capacidad de no ser “micro” en fotobiorreactores, sino “meso”, es decir,
agregados filamentosos con tamafios que oscilen entre 0,02 y 3 cm para facilitar su recoleccion.

El apoyo de las entidades gubernamentales mas relacionadas a esta tematica se hace imprescindible para lograr
que los grupos de investigacion avancen en sus desarrollos y se puedan llevar a cabo explotaciones de estas
tecnologias a una escala piloto, semi-industrial e incluso industrial. Asi mismo, es importante la generacion de
nuevas politicas publicas a nivel nacional e internacional para el fomento de la | + D no sélo en la produccion de
biodiesel, sino de biodiesel a partir de microalgas.

Como se ha comentado, la disminucion de los costes de produccion y extraccion, asi como la maximizacion de
los beneficios, debe pasar por el aumento de la eficiencia en la produccién de la biomasa algal, por o que serfa
necesario reducir los costes de cultivo, reduciendo por ejemplo el gasto de fertilizantes y de CO,, asi como reducir
los costes de cosechado. Ademas, habria que aumentar el valor afiadido del producto obteniendo no Unicamente
biocombustibles, sino también obteniendo de a biomasa residual otros co-productos de alto interés y valor.

Existe un gran potencial en la combinacion de procesos en los que participan las microalgas para mejorar tanto la
viabilidad econdmica como la medioambiental global, mediante la obtencion de biodiesel a partir de produccion
de microalgas con tratamiento de aguas residuales, inyectando CO, de gases de combustion, o la digestion
anaerobia para obtencion de metano de las microalgas tras habérseles extraido los lipidos u otras sustancias, o
bien el destino final del residuo de la biomasa como fertilizante.
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