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RESUMEN

A través de los afios las microalgas han comenzado a despertar interés a nivel
industrial, debido a las multiples aplicaciones que presentan para la elaboracion de
productos relacionados con la salud en los ambitos nutricional, farmacéutico,
cosmeético y en nutricion animal. Por otro lado, las microalgas también presentan un
alto potencial para brindar soluciones précticas en cuanto a la mitigacion de impactos
ambientales, tales como la eliminacion de contaminantes en aguas residuales, el
empleo en biofertilizacion, o su posible utilizacion como biofactorias en la produccion
de energias renovables, en particular biocombustibles. Los residuos de biomasa no
utilizados terminan devolviendo sus componentes al ciclo natural de los elementos
que la integran (C, O, N, P, S...). Por ello, las microalgas se consideran adecuadas
para el desarrollo de procesos productivos que respeten los principios de la economia
circular.

Considerando lo anterior, el objetivo principal de este TFM fue evaluar,
tedricamente, la recuperacion de nutrientes (N y P) de un efluente proveniente de una
EDAR localizada en la Provincia de Huelva, en Espafia, incorporandolos a biomasa
de microalgas que se utilizaria, finalmente, para obtencién de biodiésel. La EDAR se
selecciond en base a la proximidad a espacios naturales y al rango de temperaturas
adecuado al cultivo de microalgas, en la zona de ubicacion de la EDAR, teniéndose
en cuenta también las horas reales anuales de insolacion. La EDAR de El Rocio
cumplia los criterios de seleccion aplicados con la metodologia descrita en este TFM.
El documento se desarrollé bajo un enfoque de economia circular, aplicando las 3R
(reducir, reutilizar y reciclar) en el planteamiento de los diferentes aspectos del
proceso.

Se selecciond un sistema de produccién de microalgas (SM) del tipo tanque
abierto agitado, construido en fibra de vidrio, operado en modo continuo durante todo
el afo. El sistema de produccién se dimensiondé mediante la seleccidén de criterios
especificos justificados en este trabajo, y la productividad del sistema se aproximé
considerando la diferente tasa de crecimiento del cultivo segun la época del afio,
divididas en este TFM en época “de calor” (mayo-octubre) y “de frio” (resto de meses).
Para ambas épocas, se estimaron los requerimientos nutricionales diarios,
semestrales y anuales de diéxido de carbono, nitrégeno y fésforo, esenciales para
mantener activo y productivo el SM. Se proyectd, igualmente, la cantidad de lipidos
que generaria el SM y de biodiésel por transesterificacion, determindndose los
requerimientos de metanol necesarios y el volumen de glicerol generado como
subproducto.

De manera general, el andlisis realizado cuantifico una produccion anual de
9,39 toneladas de biomasa seca de Chlorella minutissima por cada 11,25 m3d? de
agua de la EDAR, y la extraccion de los lipidos acumulados por la microalga permitiria
la obtencion, por transesterificacion, de 1,67 toneladas de biodiésel anual y generando
0,56 toneladas de glicerol, atil como materia prima para la fabricacion de diferentes
productos.

En conclusion, este TFM genera un marco de condiciones y datos, desde un
analisis tedrico, util para evaluar la viabilidad de la implementacion de sistemas de
produccion de microalgas en EDAR carentes de tratamiento terciario y proximas a
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lugares de valor ecoldgico. Los resultados del analisis muestran el potencial de dicha
tecnologia sostenible para mitigar posibles impactos ambientales y obtener, al mismo
tiempo, algun valor de la biomasa producida que permita minimizar los costes

derivados de todo ello.
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ABSTRACT

Over the years, microalgae have begun to present a high interest at an industrial
level, due to the multiple uses and applications that they present for the elaboration of
health-related products in nutraceutical, pharmaceutical, cosmetic and animal nutrition
fields. On the other hand, microalgae also have a high potential to provide practical
solutions in terms of mitigating environmental impacts, such as the elimination of
pollutants in wastewater, the use as biofertilizer, or its possible utilisation as
biofactories in the production of renewable energies such as biofuels. The remaining
biomass waste ends up returning its components to the natural cycle of the elements
that make it up (C, O, N, P, S...). For this reason, microalgae are considered suitable
for the development of production processes that respect the principles of the circular
economy.

Based on the above, the main objective of this Master Thesis was to
theoretically evaluate the recovery of nutrients (N and P) from an effluent from a WWTP
located in the Province of Huelva, in Spain, incorporating them into microalgae
biomass that would be used, finally, to obtain biodiesel. The WWTP was selected
based on the proximity to natural spaces and the appropriate temperature range for
the cultivation of microalgae in the area where the WWTP was located, also taking into
account the actual annual hours of insolation. The El Rocio WWTP fulfilled the
selection criteria applied with the methodology described in this TFM. The document
was developed under a circular economy approach, applying the 3Rs (reduce, reuse
and recycle) in the approach to the different aspects of the process.

A stirred open tank system for microalgae production, built in fiberglass, was
selected, operated in continuous mode throughout the year. The microalgae
production system (MS) was dimensioned by selecting specific criteria justified in this
document, and the productivity of the system was approached by considering the
different growth rates of the crop according to the time of year, which in this Master
Thesis was divided into two like-seasonal periods: "Hot" (May-October) and "cold"
(other months). For both seasons, the daily, semi-annual and annual needs of carbon
dioxide, nitrogen and phosphorus were estimated, which are essential chemical
compounds to keep the MS active and productive. Likewise, the amount of lipids that
the MS would generate and the biodiesel that would be produced by transesterification
were approached, determining the necessary methanol needs and the glycerol volume
obtained as subproduct.

In general, the analysis carried out led to quantify an annual production of 9.39
tons of dry biomass of Chlorella minutissima for every 11.25 m? d! of water from the
WWTP, and the extraction of lipids accumulated by the microalgae would allow
obtaining 1.67 tons of biodiesel year by transesterification, generating 0.56 tons of
glycerol useful as raw material for the manufacture of different products.

In conclusion, this Master Thesis generates a framework of conditions and data,
from a theoretical analysis, which allows to partly evaluate the viability of the
implementation of microalgae production systems in WWTP lacking tertiary treatment
and close to places of high ecological value. The results of the analysis show the
potential of said sustainable technology to mitigate possible environmental impacts
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and obtain, at the same time, value from the produced biomass which allows
minimizing the costs derived from all this.
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1 INTRODUCCION

1.1 ESTADO DEL ARTE

En los dltimos afios se ha acrecentado el interés industrial en la produccion de
microalgas debido a la necesidad de modificar los modelos actuales de produccién
industrial por otros mas amigables con el medioambiente. El objetivo global, definido
por los principios de la economia circular, es reducir insumos y subproductos no
biodegradables, y reducir la emision de gases efecto invernadero. Por ello se han
intensificado en la dltima década las acciones de innovacion destinadas a desarrollar
proyectos enfocados a la produccion de energias renovables mediante la aplicacion
de microalgas (biodiésel y biometano) (levina & Romagnoli, 2020). Las microalgas
utilizan CO2 como fuente de carbono, y el uso de emisiones industriales de este gas
para alimentar sistemas de produccion de microalgas contribuiria a reducir, en
cualquier extension, las emisiones de este compuesto que promueve al calentamiento
global. No obstante, no debe perderse de vista que considerar a las microalgas como
parte relevante de una solucién global al problema del incremento de CO:z en la
atmosfera no es realista, como se discute en este TFM. Sin embargo, se ha
demostrado que, por su contenido relativamente alto en lipidos transesterificables, las
microalgas son una potencial fuente de energia renovable (biodiésel)(Chisti, 2007).
Diferentes estudios demuestran su eficacia en procesos que combinan la
descontaminacion de aguas con altos contenidos de carbono orgénico, fosforo y
nitrégeno (considerados como los principales macronutrientes esenciales para su
desarrollo) y la produccion de biometano por la posterior digestion anaerobia de la
biomasa (Varol & Ugurlu, 2016). Estos microorganismos pueden considerarse, quizas
y por todo ello, como actores relevantes en el nuevo escenario de economia circular
al que estamos abocados.

1.2 LA PRODUCCION DE MICROALGAS

Para poder optimizar la produccién de un cultivo de microalgas, es necesario
establecer qué parametros (o factores) fisicoquimicos, y en qué magnitud, deben ser
considerados para promover la maxima productividad del microorganismo cultivado.

A continuacion, se desglosan, agrupados, los principales tipos de factores que
se deben tener en cuenta para acelerar las actividades metabdlicas de los
microrganismos. Durante la producciébn masiva de una microalga es necesario
monitorizar estos factores con frecuencia, con el fin de conservar un equilibrio en la
tasa de crecimiento y mantenimiento de la densidad celular (aproximadamente
constante). Los factores que mayor incidencia tienen en la produccion de microalgas
son los siguientes:

- Factores medioambientales (quimicos y fisicos): luz, temperatura y pH.
- Factores nutricionales (quimicos): nutrientes mayaoritarios y minoritarios.

1.2.1 Luz.

Las microalgas son organismos fotosintéticos capaces de convertir la energia
solar en biomasa, pudiendo alcanzar una eficiencia maxima aproximada del 9%,
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mientras que las plantas tan solo presentan una eficiencia promedio del 2% (Forjan et
al., 2014). Por esta razén es importante controlar la cantidad de luz y el tiempo de
exposicion a ésta, ya que la irradiancia es determinante en la tasa de crecimiento.

Si la radiacion natural no satisface los requerimientos necesarios para los
objetivos industriales de un proceso de produccion de microalgas, se puede
implementar iluminacién artificial. La iluminacion artificial puede suministrarse
mediante lamparas o con diodos emisores de luz, entre otras luminarias, que sean
capaces de generar fotones con una cierta longitud de onda, al menos en ciertos
valores entre 540 y 680nm. Si se piensa en la rentabilidad del uso de la fuente de luz
y en la produccion de un cultivo en fotobiorreactores (PBR), operados en modo
continuo durante largo tiempo -meses, afos-, seria recomendable utilizar diodos
emisores de luz (LED), con una longitud de onda maxima de 630 nm (Kommareddy &
Anderson, 2003), con un periodo de vida util es de 50.000 horas y que no contienen
mercurio

La rentabilidad de los LED frente a otras fuentes de luz artificial se debe a varias
caracteristicas especificas. Los diodos emisores de luz (LED AllnGaP II aluminio,
indio, fosfuro de galio), tienen una incidencia de luz direccional, consumen menos
energia y las perdidas por calor son menores, es decir que el 80% de la energia
consumida se convierte en luz. Ademas, en el caso de los LED de luz roja el 98,42%
de la luz emitida, esta dentro del rango de 600 a 700 nm, adecuado para la absorcién
de luz en los centros de reaccidn de la fotosintesis (fotosistemas | y Il). La
implementacion de LED de color azul, con longitudes de onda en el rango entre 400 y
500nm, puede ralentizar el crecimiento de las microalgas por la menor eficiencia del
uso de dichos fotones en los centros de reaccion de la fotosintesis, lo cual
desaconseja emplear, en principio y dependiendo del organismo fotosintético, LEDs
en el citado rango de longitudes de onda (Esteves et al., 2020; Simon et al., 2014).

Al complementar la limitacion de luz natural con luz artificial de LED
adecuadamente seleccionados, se puede conseguir un cierto control de la bioquimica
de las principales biomoléculas y, por tanto, de la composicion de la biomasa, gracias
a la posibilidad de regular la intensidad de luz, el rango de longitudes de onda y/o la
frecuencia temporal de la iluminacion que incide sobre el cultivo (Simon et al., 2014).

Asi mismo es importante tener en cuenta la densidad o concentracion celular
en los fotobiorreactores; una alta densidad celular requiere aumentar la intensidad de
la luz, con el objetivo de mejorar la penetracién de los fotones en el cultivo y, asi,
minimizar el efecto pantalla producido por las células que, en un instante concreto,
estan en la zona de cultivo mas cercana a la fuente de luz. Por lo anterior, es
imprescindible regular la intensidad de luz que llega a los cultivos ya que si el cultivo
se sobreexpone, generando fotoinhibicion en su crecimiento debido a que el exceso
de fotones que no puede ser absorbido en el proceso fotoquimico de la fotosintesis;
estos fotones en exceso causan dafos fotooxidativos en numerosas moléculas
implicadas en la fotosintesis y produce la reduccién de los aceptores de electrones en
los centros de reaccion inhibiendo, finalmente, la cadena de transporte electrénico.
Parte del exceso de poder reductor producido en fotosintesis se almacenara en forma
de carbohidratos y de lipidos, lo que por tanto apunta posibles estrategias para
incrementar el contenido de las microalgas en acidos grasos. En condiciones de baja
intensidad de luz, el porcentaje de carbono y nitrégeno fijado aumenta, resultando en
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un aumento del contenido proteico y una disminucién de la concentracion de

carbohidratos (Forjan et al., 2014).

La Tabla 1.1, resume las principales alteraciones que puede presentar el
crecimiento algal a causa del exceso y la deficiencia de luz.

Tabla 1.1. Principales efectos de la intensidad de luz sobre la composicién y actividad
fotosintética de las microalgas.

Intensidad Baja

Intensidad Alta

Incremento del contenido celular de clorofila a,
clorofila b, clorofila c, ficobiliproteinas vy
carotenoides.

Algunas especies pueden generar una mayor
concentracién de lipidos poliinsaturados, como el
acido eicosapentaenoico.

Los pigmentos  fotosintéticos (clorofila,

ficobiliproteinas y carotenoides) absorben vy

transmiten energia luminosa de manera mas
eficiente.

Incrementan la concentracion de carotenoides
(zeaxantina, astaxantina y el B-caroteno), que
desempefan una funcioén fotoprotectora para el
aparato fotosintético celular.

Mejora la sintesis de carbohidratos, aumenta la
presencia de 4&cidos grasos saturados Yy
monoinsaturados. Algunas microalgas pueden
llegar a aumentar la produccién de polisacaridos.

El exceso de intensidad de luz (después de llegar
al punto de saturacion del cultivo) inhibe el
crecimiento y, en el peor de los casos, conduce
a pérdida de viabilidad celular.

Fuente: Adaptado de Forjan et al. (2014)

La Tabla 1.2 muestra, de forma general, el rango de longitudes de onda de
maxima absorcién de luz por parte de los principales pigmentos fotosintéticos de las
microalgas (verdes y verdeazuladas).

Tabla 1.2. Principales pigmentos y rango de absorcion en el espectro visible de la luz.

MICROALGA VERDE - AZULADA MICROALGA VERDE

Pigmento dominante Longitud de onda Pigmento dominante Longitud de onda

(hm) (nm)
Clorofila a 380-400; 600-670 Clorofila a 380-400; 600-670
Ficocianina 525-650 Clorofila b 410-480, 600-685

Fuente: Adaptado de Kommareddy, 2003.

En conclusion, es importante regular y, si es posible, minimizar las fluctuaciones
en la luz que incide sobre los cultivos, manteniendo los rangos éptimos de intensidad
luminica necesarios para lograr el crecimiento Optimo de las microalgas en base al
mantenimiento de una alta eficiencia fotosintética. Ademas, como se ha descrito, la
regulacion de la iluminacion de los cultivos permite modificar la composicion
bioquimica mayoritaria de las microalgas, lo que puede utilizarse en la practica para
variar las propiedades alimentarias o industriales del producto.
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1.2.2 Temperatura

Es un factor clave a la hora de planificar el cultivo masivo de microalgas, puesto
que una temperatura subdptima para el crecimiento de un cultivo da lugar a células
de menor tamafio que presentan una menor demanda de carbono, fésforo y otros
nutrientes, por tanto, conduciendo a menores productividades. Una temperatura
adecuada, en el rango mesofilo (20-45°C), facilita los procesos de fotosintesis y
respiracion celular, con una biomasa rica en proteina. En cambio, si se mantiene el
cultivo en condiciones fuera del rango de crecimiento para mesoéfilos -condiciones
extremas, se favorece el aumento en el volumen celular y se producen modificaciones
en la composicion bioquimica, incluyendo por lo general en un aumento del contenido
en lipidos (Forjan et al., 2015). Si se desea conseguir la tasa maxima de crecimiento
en las condiciones 6ptimas de temperatura, es necesario determinar los consumos de
nutrientes a la temperatura en cuestion para asegurar niveles saturantes de nutricion,
ademas de disponer de sistemas de control de la temperatura de los fotobiorreactores.

El rango de temperatura en que pueden subsistir la mayoria de las especies de
microalgas esta entre 16 y 27°C. Se debe tener en cuenta que valores extremos
generan limitaciones en el crecimiento debido a la dependencia exponencial que las
constantes de las reacciones enzimaticas tienen de la temperatura. Por lo general,
temperaturas superiores a los 35-37°C, suelen ser letales para la mayoria de
especies. De manera general, la temperatura optima esta dentro de los 20 y 24°C
(Benavente et al., 2012). No obstante, este margen se define segun las caracteristicas
particulares de cada especie. Lo anterior explica, por ejemplo, que una latitud como la
de la costa onubense, con temperaturas maximas entre los 20°C y 32°C durante 6
meses del afio, y minimas entre los 9 y 20°C durante 6 meses del afio, sea
considerada muy prometedora para la produccién masiva de microalgas.

Parte de la luz que incide sobre los cultivos contribuye al aumento de
temperatura en el sistema de cultivo. Su control permitiria establecer medidas con
objeto de reducir gastos energéticos derivados de la refrigeracion, permitiendo
ademas mejorar la eficiencia de la producciébn al mantener en los cultivos la
temperatura idonea para favorecer el crecimiento.

1.23 pH

Un pardmetro critico para el crecimiento de las microalgas y la composicion de
la biomasa es el pH, puesto que este influye en su metabolismo debido a la estrecha
relacion que presenta con la solubilidad y disponibilidad del COz2, de nutrientes y en el
intercambio de protones. Particularmente, el diéxido de carbono apenas es soluble a
pH acido, lo que dificulta su disponibilidad para las células en cultivos liquidos.
Considerando que el pK del equilibrio entre &cido carbdnico y bicarbonato es,
aproximadamente 3,1, puede inferirse que las formas solubles de carbono inorganico
(en especial el bicarbonato) sélo estan disponibles de forma mayoritaria a partir de pH
6 y hacia el rango basico de la escala.

Durante el dia las microalgas absorben COz, lo cual genera un aumento en el
pH de los cultivos que puede afectar negativamente al crecimiento (Qiu et al., 2017).

En este sentido, es necesario regular los valores de pH por medio de la inyeccion de
CO: 6, en su defecto, generar un tampon. Por lo general, el tampon suele establecerse

4
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con hidrégeno fosfato, lo que garantiza mantener el pH entre 7y 7,5. En la produccion
masiva de microalgas, la correccion del pH se realiza mediante la inyeccion de CO:2
cuando el sensor de pH detecta el valor establecido como limite para la inyeccion. Por
lo general, valores de pH superiores a 7,5 permiten un mejor aprovechamiento del
carbono inorganico disuelto (bicarbonato), por lo que la mayoria de especies, que
utilizan mejor el bicarbonato, presentan mayor productividad y, en muchos casos, un
contenido en proteinas cercano o superior al 50% de la biomasa (Qiu et al., 2017).

Al igual que la temperatura, el valor O6ptimo de pH depende de las
caracteristicas inherentes a cada especie de microalga. Pero, en general, este rango
esta entre los valores 7 y 9, aunque ciertas microalgas de ambiente muy extremo
puedan crecer a pH 10 u 11, o a pH acido extremo (<3), lo cual presenta la ventaja de
dificultar, y en muchas ocasiones inhibir la contaminacion por agentes patdgenos
(Varshney et al., 2015)

En conclusion, el cultivo a pH entre 7 y 9 es adecuado para la mayoria de
especies, y desde la perspectiva de economia circular reduce la liberacion a la
atmosfera de parte del diéxido de carbono suplementado en los cultivos. Ademas, y
en consecuencia, evita gastos derivados de la compra de diéxido de carbono (o de su
fijacion industrial), reduce el gasto de agua al favorecer la velocidad de la produccion
por crecimiento mas rapido de la microalga y reduce gastos energéticos que derivarian
de la necesidad de enfriamiento de los cultivos durante mas tiempo.

La Tabla 1.3, recopila de forma resumida la informacién bibliografica expuesta
en el presente trabajo con respecto a las principales respuestas que pueden
desarrollar las microalgas en momentos de estrés y en condiciones Optimas para cada
factor.

Tabla 1.3. Respuestas celulares a factores fisicoquimicos

Factor Valores subéptimos Valores 6ptimos

Incremento o  reduccibn del Mejora la sintesis de proteinas y
contenido celular de clorofila a, carbohidratos, aumenta la presencia de

Luz clorofila b, clorofila ¢, acidos grasos saturados y monosaturados.
ficobiliproteinas y carotenoides. Algunas microalgas pueden llegar a
Aumento del contenido en lipidos. aumentar la produccién de polisacaridos.

Menor demanda de carbono vy
Temperatura  nitrdgeno. Disminucion del contenido
(°C) en proteina. Aumento del contenido
en lipidos.

Equilibrio del perfil bioquimico mayoritario
(50% proteinas y contenidos inferiores de
carbohidratos y lipidos).

Reduccion en las tasas de
pH incorporacion de nutrientes, pérdida
de viabilidad celular.

Contenido adecuado de proteinas y uso mas
eficiente del carbono inorgénico.

1.2.4 Nutrientes Mayoritarios
El carbono, nitrégeno y fésforo son nutrientes mayoritarios, esenciales,

considerados determinantes para las microalgas, ya que su concentracion en el medio
define la tasa de crecimiento del microorganismo, por lo cual es necesario optimizar
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la concentracion y el periodo de consumo de estos para poder mantener
productividades méximas.

e Carbono.

Las microalgas son organismos fotoautotrofos, asimilan CO:2 con la energia
quimica fijada a partir de la radiacién solar. De manera general, se considera que las
concentraciones de CO2 mas adecuadas en el gaseo de cultivos, para alcanzar altas
productividades, oscilan entre el 1 y el 5% (v/v) (Qiu et al., 2017); este valor de
concentracion tiende a variar segun la especie, ya que algunas microalgas tienen
mayor afinidad que otras por el carbono inorganico disuelto y se bastan con
concentraciones inferiores para utilizarlo con la misma eficiencia.

Debido a que los niveles CO2 presentes en atmosfera [0.0387% (v/v)] no son
suficientes para satisfacer la minima demanda requerida por las microalgas
conducente a una tasa de crecimiento maxima, es necesario evaluar otro método de
suministro de carbono inorganico adicional al medio de cultivo. El procedimiento
habitual es mediante la inyeccion de CO2. Segun la bibliografia (Ota et al., 2009), se
emplean habitualmente dos métodos de inyeccion: (a) su adicion al cultivo mediante
un flujo constante de aire enriquecido en el gas; y (b) la adicién de CO:2 en funcién del
pH del medio de cultivo, disminuyéndolo hasta un valor predeterminado que determina
el fin de la inyeccion. La eficiencia de fijacion de CO:2 y su disponibilidad esta
estrechamente relacionada con los valores de pH. Durante el crecimiento de la
microalga, la fijacion de CO: facilitada por la energia generada en la actividad
fotosintética da como resultado un aumento del pH del medio de cultivo. Por tanto, la
relacion entre el aumento de pH y la utilizacion de CO:2 permite establecer un sistema
de adicion de CO2 a demanda del cultivo, en funcion de su crecimiento, que se utiliza
-como se ha explicado- como forma de regulacion del pH.

En la Tabla 1.4, se mencionan algunas microalgas que presentan la maxima
capacidad conocida de tolerancia de COz, con su respectivo limite de temperatura.

Tabla 1.4. Niveles de tolerancia a CO; de especies de microalgas pertenecientes a algunos
géneros de valor comercial.

Microalga Capacidad Maxima Concentracion de Tolerancia a la
de Toleranciaa CO, COg: para crecimiento Temperatura
%) Optimo (%) °C)
Spirulina sp 12 6 30
Scenedesmus 18 6 30
obliquus
Chlorella kessleri 18 12 30
Chlorella sp. ZY-1 70 10 25
Dunaliella tertiolecta 15 27 15
Euglena gracilis 45 20 -

Fuente: Singh & Ahluwalia (2013), modificada.
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La tolerancia a altos niveles de CO:2 no significa que dicho gas sea fijado en
biomasa. De hecho, tan sélo una fraccion del CO2 del caudal de aire enriquecido que
llega a un fotobiorreactor es utilizado por las células del cultivo algal, con un sistema
eficaz de mezclado del gas en el medio de cultivo. Este uso limitado del CO2, segun
refiere la bibliografia, estaria relacionado con la propia eficacia de los mecanismos de
captura de carbono inorganico de las microalgas, que alcanzan una actividad méaxima,
no mejorable mediante la modificacién de la concentraciéon de CO2 (Morais et al.,
2007). Por lo tanto, aunque en el cultivo de microalgas se utilicen efluentes gaseosos
industriales ricos en COgz, la tasa de consumo de dicha fuente de carbono esta limitada
y la mayor parte del gas, si se suministra de forma continua y no a demanda o diluido,
se desperdiciaria y regresaria a la atmosfera. En base a lo comentado, se concluye
que la productividad de los cultivos de microalgas estd, en parte, limitada por los
mecanismos de uso del COz2 , y ello varia segun las especies producidas (Ota et al.,
2009).

La concentracién de diéxido de carbono puede influir en la composicién de las
microalgas. Diversos autores han investigado las principales consecuencias que
pueden causar las concentraciones limitantes o saturantes de CO2. Como ejemplo, la
especie C. kessleri, expuesta a concentraciones limitantes de CO2, presenté un
aumento de acido graso a-linoleico, mientras que la exposicion de C. reinhardtii a altas
concentraciones de CO2 permitié identificar un mayor contenido de &cidos grasos
poliinsaturados (PUFA) (Cuellar-Bermudez et al., 2015). Si bien no es inmediato inferir
un patrén general de variacién del perfil bioquimico de las microalgas cuando se
someten a cambios en el nivel de COz, podria apuntarse, por lo anterior, que un nivel
suboéptimo (inferior o superior) de CO2 podria dar lugar a una biomasa con un mayor
contenido lipidico, particularmente interesante por el aumento de &acidos grasos
poliinsaturados, lo que podria emplearse como estrategia para enriquecer la biomasa.

El suministro de CO2 al medio es costoso debido a que previamente se debe
realizar el proceso de captacion, purificacién, trasporte y almacenamiento. En la
produccion masiva de microalgas, de hecho, es habitual utilizar diéxido de carbono
adquirido de un suministrador de dicho gas, purificado y embalado a presién. Sin
embargo, se ha podido demostrar que algunas microalgas son capaces de tolerar
altos niveles de CO: y ciertos niveles de concentracion de SOx y NOx (mayores a 100
ppm) (Jiang et al., 2012). Esto facilitaria el uso de didxido de carbono procedente de
efluentes industriales ricos en CO:z y que presentan bajos niveles de 6xidos de azufre
y nitrégeno, reduciendo considerablemente los costes de suministro de carbono al
cultivo. Por lo anterior, se recomienda establecer el sistema de cultivo masivo cerca
de la industria que genera estos gases de combustion para asi disminuir gastos y
permitir generar un sistema productivo mas proximo a los principios de la economia
circular, segun los cuales un desecho deja de serlo y se convierte en un subproducto
para la generacion de otra materia prima.

e Nitrégeno

El contenido de nitrdgeno en la biomasa de las microalgas varia dependiendo de
la especie, si bien su concentracién en biomasa oscila entre 1y 10%; este porcentaje
de concentracion esta ligado principalmente a la disponibilidad del elemento presente
en el medio, considerado como el segundo nutriente mas relevante, después del
carbono, por su presencia en proteinas y acidos nucleicos (Richmond, 2003).
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Los compuestos de nitr6geno inorganico que se pueden suministrar a las
microalgas en el medio de cultivo son: nitrato (fuente mas abundante que se encuentra
en diferentes habitats), el nitrito (en altas concentraciones puede ser toxico, no se
recomienda su uso), y el amonio. En algunos casos se puede suministrar nitrdgeno
en formas organicas, tales como urea, amidas, glutamina, asparagina, y en algunos
casos aminodcidos (arginina, glicina, lisina, acido glutdmico), y algunos compuestos
como xantina, hipoxantina, acido arico, purinas y sus derivados (Abalde et al., 1995).

Las formas organicas, no obstante, pueden estimular el crecimiento bacteriano.
Las bacterias presentan tiempos de generacion mucho mas bajos que las microalgas
(minutos frente a horas), por lo que la adicion de fuentes de nitrdgeno organicas
conlleva un alto riesgo de contaminacion bacteriana, alterando la productividad y la
calidad de la biomasa de la microalga producida.

En todo caso, el nitrato es la forma habitual en aguas contaminadas por
nitrégeno inorganico, a lo que se une la ventaja de que su uso por las microalgas
puede estar favorecido, frente a otras formas de nitrégeno, por diversos mecanismos
bioquimicos de regulacién (Forjan et al., 2014). Por ello, el uso de microalgas es
adecuado para procesos de descontaminacion de nitrato en aguas depuradas, como
por ejemplo, las de una EDAR (Kumar et al., 2020).

Generalmente, desde el punto de vista energético las microalgas prefieren el
amonio debido a que este no requiere su reduccién asimilatoria para incorporarse al
esqueleto carbonado en el momento de realizar la sintesis de aminoacidos. Sin
embargo, el uso de amonio en cultivos a pH basico produce una pérdida de nitrégeno
en forma de amoniaco y, ademas, genera toxicidad. Es necesario por ello controlar el
suministro del compuesto (por lo general, no superar concentraciones superiores de
1mM) (Abalde et al., 1995), ya que altas concentraciones de amonio pueden dar lugar
a una inhibicién en el crecimiento del cultivo, debido a la elevacion del pH.

La limitacion o carencia de nitrégeno induce cambios en la expresion de genes
y en el metabolismo, relevantes para desarrollar aplicaciones de la biomasa. En
condiciones de estrés derivadas de la carencia de nitrdgeno, las microalgas presentan
una disminucion de la biomasa debido a la reduccién de sintesis de proteinas, y
desvian sus reservas de nitrégeno a la produccion y concentracién de carbohidratos,
lipidos neutros, triglicéridos con alto grado de saturacion y carotenoides. Ademas, se
favorece la biosintesis del almidon. El aumento de triglicéridos, Utiles para biodiésel,
en limitacién o carencia de nitrégeno, se ha descrito como especialmente relevante
en especies como Chlorella vulgaris, Chlorella zofingiensis, Neochloris oleoabundans
y Scenedesmus obliquus (Cuellar-Bermudez et al., 2015).

e Fosforo

Este elemento es esencial para el desarrollo de las microalgas, pese a que su
concentracion en la biomasa, en peso seco, es menor al 1% (Richmond, 2003). Las
principales funciones del fésforo que contribuyen al crecimiento de las microalgas son:

- Formaciéon de componentes estructurales: Lipidos de las membranas

(fosfoglicéridos).
- Funcionales de intercambio de metabolitos y trasferencia de energia.
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— Formacién de las cadenas de acidos nucleicos.

La capacidad de los microorganismos fotosintéticos para reservar fésforo en
forma de polifosfato hace que su carencia en el medio de cultivo tarde en producir
efectos medibles. Cuando la célula se encuentra en un medio carente de fésforo se
observa una reduccion en la sintesis de ARN, propia de la menor disponibilidad de
nucleotidos, y en la conversion fotosintética de la energia luminica, lo que determina
una reduccion en la tasa de crecimiento de la microalga (Lopez-Vaquera et al., 2020).

La carencia de fosforo también da lugar a cambios en la biomasa que son
aprovechables para aplicaciones de las microalgas. Las microalgas crecidas en
medios carentes en fésforo presentan concentraciones mas altas de acidos grasos
insaturados con respecto a células que crecen con suficientes nutrientes, y también
se observa un aumento en el contenido de triacilglicéridos (El-Sheek & Rady, 1995),
lo que puede tener utilidad en la obtencién de lipidos de microalgas para la produccion
de biodiésel.

En un proceso de eliminacion de fésforo (fosfato, en aguas contaminadas), se
debe tener en cuenta que para regular la tasa de captacién del fosforo este se ve
influenciado por factores externos como pH, y la presencia de especies quimicas
como sodio, magnesio, potasio y metales pesados. El fésforo puede ser suministrado
al medio a partir de compuestos inorganicos tales como H2PO4, HPO4%>, PO4> y, en
menor medida, a partir de formas organicas, solo que en tal caso el fosforo debe
hacerse disponible por hidrélisis de la fuente organica por medio de fosfatasas
extracelulares. Se recomienda un rango de concentracion de 50 pug Lty 20 pg L2,
aunque esta puede variar segun la especie cultivada (Forjan et al., 2014).

e Azufre

El azufre es un elemento esencial para la sintesis de proteinas y otras moléculas
propias de actividades metabdlicas para el desarrollo de la célula. Debido a que las
microalgas son incapaces de acumular el azufre -al margen de los aminoacidos y
algunas moléculas del metabolismo celular que lo contienen-, es importante
suministrarlo al medio para que esté siempre esté disponible y se pueda consumir
durante el proceso de division celular, en especial durante la fotosintesis.
Normalmente la concentracion de sulfato varia segun la matriz acuosa que se utilice;
se estima que para agua dulce las concentraciones de este compuesto estan entre 10
y 500 uM, mientras que en los océanos es mucho mas alta, mas o menos 28 mM en
promedio (Forjan et al., 2014). En cuento a su suministro, la forma asimilable
habitualmente afiadida a los medios de cultivo de microalgas es inorganica, sulfato,
qgue es incorporado y reducido hasta sulfuro para su incorporacién a esqueletos
carbonados y formacion de cisteina (Silva, 2016).

La Tabla 1.5, recopila de forma resumida la informacién bibliografica expuesta
en el presente trabajo, con respecto a las principales afectaciones que pueden
desarrollar las microalgas en momentos de estrés y en condiciones optimas para cada
factor nutricional.
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Tabla 1.5. Respuestas celulares a factores nutricionales del medio

Macronutriente Medio Carente Medio Optimo

Carbono (C) Mayor contenido de &cidos

Altos contenidos de acido graso a-linolenato. grasos polinsaturados (PUFA)

Nitrégeno (N) Disminucion de biomasa y aumento de .
: e . .~ Aumento  de biomasa vy
carotenoides, lipidos neutros, TAG y sintesis s .
Iy produccion de proteinas.
de almidén.
Fosforo (P) Disminucion de biomasa.

Limitacién de la sintesis de acidos nucleicos,
ATP y clordfila.

Limitacion en la regeneracion de los sustratos
en el ciclo de Calvin-Benson.

Disminuye contenido de los
carbohidratos y la clorofila a

aumenta.
Disminucion de biomasa.
Aumento de acumulacion de lipidos
(triacilglicéridos).
Azufre (S) Disminucion en la actividad fotosintética. Favorece la division celular.

1.3 SISTEMA DE CULTIVO

Durante el desarrollo de este apartado se exponen diferentes disefios para
implementar un sistema de cultivo de organismos fotoautétrofos, con el objetivo de
identificar las respectivas ventajas y desventajas a la hora de conseguir una mayor
densidad celular. Por otro lado, también se evallan las caracteristicas de los
principales materiales de fabricacion de los biorreactores, el ahorro en gastos
energeéticos, y la reduccion de recursos e insumos, con el fin de identificar condiciones
adecuadas para un sistema de produccion mas sostenible.

Existen dos tipos de sistemas de produccion de cultivos de microalgas: abiertos
y cerrados (fotobiorreactores) (Figura 1.1). Su implementacion viene determinada por
la finalidad economica del cultivo, cuyo objetivo es promover la sintesis de los
productos biotecnologicos que presentan valor econdmico a nivel industrial y
comercial; estos compuestos se pueden estar concentrados en la biomasa o pueden
ser excretados al medio.
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Figura 1.1.Tipos béasicos de fotobiorreactores. a: Tipo carrusel, vista superior, los bloques
negros indican palas agitadoras. b: Tipo panel plano, vista horizontal. c: Con iluminacion
interna, los bloques blancos indican espacios de iluminacién. d: Tipo serpentin. e: Tipo tubular
horizontal con sistema airlift. Fotografias: Figuras 7.5y 7.6 (Anexo).

Fuente: Contreras-Flores et al.(2003).

A la hora de seleccionar un tipo de sistema de cultivo, hay que tener en cuenta
los siguientes criterios: disponibilidad de agua y/o suelo; el tipo de especie a cultivar,
identificando sus requerimientos nutricionales; condiciones Optimas y de estrés para
obtener maximas tasas de crecimiento y/o acumulaciones de producto; relacion de la
superficie iluminada/volumen del reactor; sistema de mezclado y método de
dispersion de gases y extraccion de sustancias inhibitorias (en algunos casos);
inclinacién y orientacién del cultivo; durabilidad de los materiales y trasparencia;
costos de construccion y operacion; y formulacién del producto (Herndndez & Labbé,
2014).

Inicialmente, los disefios de los sistemas de cultivo se caracterizaban por
presentar un flujo laminar con una baja velocidad horizontal; esta condicion promueve
la sedimentacién, es decir la precipitacibn de los microorganismos dentro del
biorreactor, debido a la accién gravitatoria y al aumento de la biomasa. Esto genera
problematicas relacionadas con proliferacién bacteriana afectando a la calidad del
medio y a la productividad. Asi que, para eliminar estos efectos, se han implementado
sistemas de agitacion dentro del biorreactor que eviten dafios mecanicos a las células,
pero que sean capaces de generar zonas de turbulencia, en donde se desarrolle el
intercambio gaseoso y mezclado de los nutrientes, garantizando que todas las células
accedan a la zona fotica de manera intermitente. Si se tiene en cuenta los efectos de
sombreado, se puede estimar que la luz alcanza a penetrar desde la superficie al
interior del reactor entre 1-2 mm (Contreras-Flores et al., 2003).

Los sistemas de agitacion o mezclado se clasifican en dos grandes grupos: i)
agitacibn mecanica, esta promueve el movimiento en una sola direccion, por medio
de bombas de tornillo, paletas rotativas, desplazamiento positivo o rotatorias; segun
la especie cultivada, estos sistemas pueden causar dafios celulares por los esfuerzos
de corte que generan los equipos. ii) Método de agitacion por aireacion (aire
comprimido), se logra a través de columnas de burbujas o airlift normalmente se
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instala en cultivos cerrados (tubulares), donde el principal desafio es crear un flujo
turbulento uniforme en todo el cultivo para evitar la generacion de zonas muertas vy,
por ende, su sedimentacién, ademas de generar periodos de frecuencias de
exposicion de luz adecuados para la fotosintesis. EI método de agitacién debe ser
coherente con la velocidad del flujo. En este sentido, se recomienda para sistemas
cerrados, velocidades superiores a 15 cm/s ya que esto evita el crecimiento de las
microalgas en la pared y reduce la acumulacién de O:2 disuelto dentro del reactor. Y
una velocidad del liquido en los tubos de 30-50 cm/s, normalmente aceptadas en la
practica industrial como adecuadas para mantener la suspension celular y no generar
sobrecostes energéticos innecesarios (Contreras-Flores et al., 2003).

Resumiendo lo expuesto en el presente documento, se puede concluir que las
principales caracteristicas o recomendaciones que deben contemplarse en el disefio
de los biorreactores son:

- Latrayectoria de luz en el cultivo debe ser corta (aproximadamente entre 2,5y
6 cm en sistemas cerrados, 15-20 cm en abiertos), con el fin de aumentar la
disponibilidad de luz que puede lograr captar la célula.

- Es necesario mantener una densidad celular relativamente alta (>3 g/L), ya que
permite controlar mas facilmente los parametros del cultivo; esta condicion
también amortigua cambios bruscos en el comportamiento celular frente a
algunas modificaciones en las condiciones impuestas, y Son menos propensos
a la contaminacion.

- Es necesario implementar un método de agitacion constante, para generar un
medio turbulento, con la prevencién de evitar dafios celulares, asegurando
altas frecuencias de ciclos de luz /oscuridad, asi como la distribucion uniforme
de los nutrientes y reduccion de factores inhibitorios.

- Es necesario disefiar los fotobiorreactores tubulares con una trayectoria
longitudinal maxima de unos 40-50m, para reducir la probabilidad de
sobreacumulacion de Oz, y en consecuencia de inhibicion de la fotosintesis.
Igualmente, en los sistemas abiertos una longitud excesiva favorece la
sedimentacion y pérdida de productividad.

- Es necesario realizar seguimientos de temperatura y pH éptimos, asi como
controlar la generacion de sustancias inhibitorias para el crecimiento.

e Sistema Abierto

El sistema de cultivo abierto es un método de produccion en el que las microalgas
estan expuestas a la atmosfera, contenidas en diferentes disefios poco sofisticados,
clasificados como: i) lagunas superficiales naturales (estanques, lagunas, lagos y/o
estanques artificiales); y ii) sistemas artificiales, tales como: carrusel o canales
(raceway), circulares e inclinados (inclinados de capa fina). Normalmente estas
estructuras presentan una profundidad de 15 a 20 cm (Figura 1.1, tipo ay b)

Se caracterizan por presentar un facil funcionamiento ya que el cultivo transita
por un circuito cerrado, como en un estilo de bucle sin fin, donde la impulsion del medio
se realiza mediante un sistema mecanico para asegurar su constante movimiento,
generar intercambio de nutrientes y evitar la sedimentacion de las microalgas (Forjan
et al., 2014). Su longitud debe quedar determinada por la potencia -y relacion
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productividad/gasto energético- de la agitacion, de modo que se evite la
sedimentacion.

El diseiio de estos tipos de cultivos depende, sobre todo, de los factores
climaticos de la zona, ya que esto puede condicionar su profundidad, su longitud y los
materiales de construccion, tales como arena, arcilla, ladrillo, cemento, fibra de vidrio
o poliuretano o PVC (Forjan et al., 2014).

e Sistema cerrado

Como su nombre indica, los sistemas de cultivo cerrados son estructuras
herméticas que permiten controlar y mantener las condiciones 6ptimas del cultivo
dentro del fotobiorreactor (PBR) mejor que en un sistema abierto. Esto se debe
principalmente a que el medio algal se encuentra aislado del exterior, por lo que su
cultivo presenta menos problemas de contaminacién y suelen ser mas productivos y
controlables. No obstante, comparando el sistema de cultivo abierto con el cultivo
cerrado, este Ultimo requiere de una mayor inversion para la fase de construccion y
operacion, ya que en general todos los biorreactores estan conformados por equipos
especializados para mantener las condiciones 6ptimas de crecimiento: sistema de
aireacion, agitacion e intercambio de gases, estabilizacion de pH, iluminarias e
intercambio de calor, regulacion de velocidad de flujo y materiales de vidrio con
propiedades 6pticas especificas (Figura 1.1, tipoc,dye).

Existen tres grandes grupos de disefios de fotobiorreactores: planos o
panelares, reactores tubulares (horizontales o verticales), y sistemas anulares que es
una variacion de los sistemas tubulares, puesto que en su interior presentan una
fuente luminica. Otros disefios de cultivos cerrados que se utilizan mas que todo en
los laboratorios y para produccién de pequefia escala son lo espirales y serpentines
(Hernandez & Labbé, 2014). El método mas comun de agitacién que se aplica para
los diferentes disefios es aireacion en un tanque especifico, burbujeo o impulsion del
cultivo por bombeo, dependiendo del tipo de reactor.

La principal caracteristica de los materiales implementados para la fabricacion
de fotobiorreactores es que sean trasparentes con propiedades fisicas rigidas o
flexibles, como por ejemplo vidrio, plastico o policarbonato (Forjan et al., 2014).
Adicionalmente, deben evitar, en lo posible, la adhesion celular de modo que se
mantenga la transmisividad de luz a su través.

e Comparacion Sistema Abierto-Sistema Cerrado.

Al considerar que los cultivos abiertos estan expuestos a la atmosfera, es inevitable
tener presente que estos sistemas estan influenciados por factores medioambientales
(evaporacion y radiacion solar) y elementos externos, como la contaminacion por
organismos heterétrofos de rapido crecimiento o por particulas quimicas. En muchos
de los casos, las especies de microalgas que se producen bajo este modelo son
aquellas que requieren -o toleran- condiciones extremas para su crecimiento, como
altas concentraciones de sal, acidez o alcalinidad, entre otras, que evitan la
competencia de otros microorganismos oportunistas por los nutrientes disponibles en
el cultivo (Forjan et al., 2014). Ejemplos sobresalientes son Dunaliella (cultivo en
medio salino) y Spirulina (cultivo en medio alcalino).

13

Universidad Internacional de Andalucia, 2022



Un aspecto limitante para los sistemas abiertos es la radiacion solar que recibe
el cultivo, ya que depende de la luz natural de la regién geografica. Si es una latitud
con irradiancias y temperaturas medias adecuadas para el cultivo de microalgas, el
uso de sistemas abiertos puede suponer un ahorro relevante en costes de
instalaciones y también en gasto energético. Sin embargo, si la zona no presenta las
condiciones O6ptimas de luz requeridas para el desarrollo de las actividades
metabdlicas de los microorganismos, la productividad se resiente y la relacion
respecto a costes de produccion disminuye considerablemente (Norsker et al., 2011).
También se suma a ello que, al estar expuesto a la intemperie, es dificil controlar la
temperatura dentro del medio de cultivo y las pérdidas de CO: en la alimentacion de
gas al sistema. Desde otro punto de vista, la Spirulina se beneficia de esta condicion
ya que para su crecimiento es esencial mantener altos niveles de alcalinidad
(Borowitzka, 1999).

Como el crecimiento de las microalgas esta condicionado por las
caracteristicas ambientales de la zona, la eleccidon de un sistema abierto quedaria
restringida a latitudes templadas y con mas horas anuales de insolacién, por la
dificultad en latitudes menos calidas de mantener valores 6ptimos de parametros clave
en el crecimiento. En latitudes frias, como el norte de Europa, la tendencia en los
altimos afios es producir especies de microalgas extremdfilas, aisladas de aguas muy
frias y cultivadas bajo invernadero. Algunas de estas especies pueden crecer a
temperaturas de 6-8°C con la facilidad de una microalga autoctona de una zona
templada como Andalucia (Hulatt et al., 2017), salvando de ese modo la limitacién de
las bajas temperaturas.

Los sistemas cerrados requieren de una monitorizacion y regulacion constante
de los siguientes factores:

- Concentracion de oxigeno: su acumulacién en sistemas cerrados produce
inhibicién del crecimiento.

- Temperatura: puede requerir coste energético, pero asegura mantenimiento
de la productividad, lo que en la obtencién de moléculas de alto valor como
moléculas para cosmética (compuestos fendlicos y terpenoides que absorben
radiacion UV) o alimentacion (acidos grasos poliinsaturados) puede compensar
por el alto valor de mercado de extractos ricos en dichos productos.

- La necesidad de mantener una velocidad uniforme con flujo turbulento en el
sistema cerrado igualmente se traduce en coste energético, de nuevo
compensado si el producto es de alto valor.

La Tabla 1.6 muestra, en forma de resumen, los diferente parametros y
condiciones que se deben tener en cuenta a la hora de seleccionar y desarrollar un
sistema de cultivo de microalgas.

Tabla 1.6. Factores relevantes en la seleccién y desarrollo de un sistema de cultivo de

microalgas.
Condicion/Parametro Sistemas Abiertos (Tanques) Sistemas Cerrados (PBRS)
Control de contaminacion Dificil Facil
14

Universidad Internacional de Andalucia, 2022



Condicion/Parametro

Sistemas Abiertos (Tanques)

Sistemas Cerrados (PBRS)

Esterilidad

Control del proceso

Mezclado

Régimen de operacion

Espacio requerido

Relacion area/volumen
Densidad celular

Inversion

Costos de operacion

Eficiencia de utilizacién de la luz
Control de temperatura
Productividad

Perdida de agua

Estrés hidrodinamico de las
algas

Evaporacion del medio de

cultivo

Control de la transferencia de
gases

Perdida de CO2

Inhibicién de O2

Concentracién de la biomasa

Ninguna

Realizable

Muy pobre

Batch o semicontinuo
Segun la productividad
Baja (5-10 m?)

Baja

Baja

Bajos

Pobre

Dificil

Baja

Depende del disefio (relacion
superficie/volumen) y del lugar

Muy bajo

Alto

Baja

Depende del control de

inyeccién y del pH.
PBRs > Tanques

PBRs > Tanques

Realizable

Facil

Uniforme

Batch o semicontinuo
Segun la productividad
Alta (20-200 m™1)

Alta

Alta

Altos

Alta

Realizable

2-3 veces mas productiva

Depende del disefio

enfriamiento
Bajo-Alto
Baja

Alta

Menor que en Tanques.

de

Mayor problema en los PBRs

3-5 veces en los PBRs

Fuente: (Jaramillo, 2011)

e Material de construccion

Un analisis critico que se debe realizar a la hora de proponer los materiales de
construccion de un sistema de cultivo es identificar el tiempo de vida util de cada
elemento y evaluar la resistencia de los mismos; ya que esto permite planificar las
actividades de mantenimiento y cuantificar el periodo de renovacion por desgaste o
dafios estructurales. Estas acciones generan residuos solidos que pueden ser
reciclados o catalogados como material inerte u organico, es decir que cuanto mas
resistentes sean, menor sera la frecuencia de cambio y menor la produccion de

residuos.
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De igual forma, la evaluacion de los materiales debe ir de la mano con los
objetivos del cultivo y el periodo de proyeccion del disefio de la nave (afios de
operabilidad del sistema del cultivo), puesto que esto permite determinar los
materiales mas idoneos para su fabricacion.

Uno de los materiales a evaluar, particularmente en la construccion de sistemas
abiertos tipo circuito agitado, es el cemento, cuya expectativa minima de vida util es
de 50 afos (Instituto Mexicano del Concreto, 2017). En aras de proponer una vision
diferente y acorde con la economia circular, actualmente se estan realizando estudios
relacionados con la fabricacion de cemento verde, donde el principal objetivo es lograr
la descarbonizacion del cemento mediante la reduccion del uso de combustibles
fésiles usados en el proceso de fabricacion.

Nuevas recetas proponen utilizar subproductos industriales como la escoria del
acero, cenizas volétiles de las instalaciones de carbono y algunos tipos de arcillas
(Chelsea Harvey, 2018). Se ha propuesto también crear hormigén mediante la captura
de COg, la cual consiste en el reciclaje del diéxido de carbono mediante la técnica de
carbonatacién-calcinacion. Debido a que cemento es catalogado como un residuo
inerte se puede proponer su disposicion final como relleno de canteras con el fin de
reducir la necesidad de extraccion de suelo para este fin.

Otro material que se utiliza comunmente para la fabricaciéon de biorreactores ya
sea para cultivos cerrados o abiertos es la fibra de vidrio, la cual puede llegar a
presentar un periodo de vida atil de 15 a 40 afios. Este material se caracteriza por ser
un buen aislante térmico, presenta una buena resistencia mecénica (mayor que el
acero) y es considerado como un material de bajo peso. Sin embargo, hay que tener
presente que al estar cubierto por una resina que tiende a desgastarse con el tiempo
dejando al descubierto a la fibra de vidrio, por lo cual se recomienda cambiar la
estructura o realizar acciones preventivas pintando con resina la estructura. Se puede
afiadir que a la fecha es posible reciclarlo, separando la resina con condiciones de
temperatura y presiones bajas, por ende, el costo energético del proceso quimico no
es alto y podria considerarse como una actividad de bajo impacto ambiental
(FIVIDRIO, 2020).

El policarbonato es otra alternativa para la fabricacion de fotobiorreactores, y
se caracteriza por ser considerado como uno de los plasticos mas resistentes a los
impactos, es trasparente y puede soportar altas temperaturas hasta 130°C. Se
aproxima que, en condiciones normales, el periodo de vida util puede ser mayor a 20
afios, pero si este material estd en contacto permanente con el agua a una
temperatura mayor a 60°C, su vida util se reduce (Tecnologia de los plasticos, 2011).
El policarbonato presenta la problematica de su lixiviacion por bisfenol A, compuesto
que se utilizada para la sintesis de plastico de policarbonato y resinas epoxi,
considerado como un agente toxico, que puede generar impactos en el ecosistema en
general, afectando la reproduccion y metabolismo de las especies, y en la sociedad,
ya que promueve el desarrollo de enfermedades como obesidad, tiroideos, trastornos
hepaticos y resistencia a la insulina (Boscha et al., 2015). Por esta razon, en muchos
paises se ha tratado de limitar la produccién de los policarbonatos y se han disefiado
procesos de reciclaje del plastico (Ruiz, 2016).
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e Productividad

A gran escala (>1 Ha), la relacién de productividades entre reactor panelar-tubular-
circuito abierto es de 3-2-1, suponiendo que operan produciendo el mismo
microorganismo y en las mismas condiciones ambientales y climéticas (Norsker et al.,
2011). No obstante, la decision de utilizar uno u otro sistema depende de la aplicacion
deseada; la obtencién de productos de alto valor requiere sistemas de cultivo que
preserven la calidad de la biomasa (mejor en sistemas cerrados).

1.4 COSECHADO

La centrifugacion es generalmente el método mas utilizado en el cosechado de
microalgas, a pesar de que el coste energético puede llegar a suponer hasta un 30%
de los costes de produccion (Norsker et al., 2011) debido a la baja densidad de
biomasa en el medio acuoso de cultivo (entre 0,5 g/L para cultivos abiertos y 5 g/L en
cultivos cerrados) (Vandamme et al., 2013). Otros métodos de cosechado han ido
extendiéndose durante la ultima década en las plantas de produccion: filtracion
mediante membrana porosa, floculacion, flotacion o sedimentacion. El factor decisivo
a la hora de seleccionar o combinar los métodos mas adecuados para la recuperacion
de la biomasa es la relaciébn costo beneficio con respecto al valor del producto
deseado y el gasto energético (Castro et al., 2018). El tamafio de los microorganismos,
que presentan un didmetro entre 1 a 20 um, complica realizar la separacién de la
biomasa empleando el cribado (Castro et al., 2018).En conclusién, considerando las
caracteristicas variables de las microalgas y los requerimientos de las subsiguientes
etapas del proceso de obtencion de productos de microalgas, no existe un método de
cosechado universal, ya que este depende de cada especie y de cada proceso (Forjan
et al., 2014).

El cosechado se puede realizar con la combinacion de dos etapas para una
mayor eficiencia energética del proceso global, con los siguientes objetivos:

(1) Recoleccion masiva -previa a centrifugacion-, consistente en separar la fase
liquida de la sélida, apartando la biomasa del medio acuoso, con factores
de concentracién de entre 100 y 800 veces (Vélez, 2013) para poder
obtener un lodo algal con un rango de concentracion de 10 a 450g/L ( Castro
et al., 2018). Las técnicas mas comunes para esta etapa de cosechado son:
la floculacién (biofloculacion, floculacién inorganica, autofloculacién,
floculacion organica de generacion de microburbujas y floculacion
electrénica), coagulacién, sedimentacion o flotacion (flotacion de aire
disperso) y filtracion (filtracion al vacio, filtracion a presion y filtracion a flujo
cruzado).

(i) Deshidratacion, mediante la cual se busca concentrar una pasta algal hasta
un 15-25% o un factor de concentracion de 2-10 veces de solidos totales
suspendidos, mediante la aplicacion de centrifugacion y filtracion.

La Figura 1.2 resume a grandes rasgos el sistema de producciéon de microalgas,
donde se destacan las condiciones de concentracion de la biomasa en un medio
acuoso diluido (factor de concentracion), en las fases de recoleccion y deshidratacion.
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Factor
Ambientales

RECOLECCION DESHIDRATACION Secado
0.02-0.06% Lodo algal Pasta algal
st 2T 15-25% SST Extraccion
F.o F. Concentracién
Concentracion 2-10
Factor 100-800
Nutricionales
MEDIO DE CULTIVO CONCENTRACION PROCESADO

Figura 1.2. Concentracion de sdlidos totales suspendidos (SST) en las distintas fases del SM

1.5 PROCESADO DE LA BIOMASA

Después de obtener la pasta algal, con un 15-25% de solidos suspendidos
totales, se procede a realizar las Gltimas fases del sistema de produccion, que son
secado de la biomasa y extraccion de los productos biotecnolégicos.

Algas en
suspencion

Transesterificacion

. 0z S. por .
‘S. liofilizacion ‘ S. solar ’ ‘Afomizocién S. Rotatorio
| | ]
: I ‘ No ‘
e Mecdnica
‘ Secado directo ’ ‘ Secador solar Mecdnica

indirecto

Figura 1.3. Métodos de secado de la biomasa
Fuente: Modificado de Palacios et al. (2013)

e Secado

Para seleccionar el tipo de secado se deben tener en cuenta dos condiciones
criticas:

(1) La humedad residual: dado que las microalgas son un producto natural
perecedero se debe extraer con la mayor rapidez el porcentaje restante
de agua (por debajo de un 7%), para asi aumentar el periodo de
conservacion de la biomasa y evitar la contaminacion de las microalgas
a causa de crecimiento microbiano.
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(i) El segundo factor critico que se debe tener en cuenta para realizar la
extraccion de las biomoléculas es la temperatura de exposicion, ya que,
si se exceden el tiempo y la cantidad de calor a que somete la pasta algal,
hay una ruptura en la pared celular y una degradacion del producto
biotecnoldgico.

Existen diferentes tipos de secado que se utilizan para la deshidratacion de la
biomasa, siendo los méas aplicados: secado solar, secado por atomizacién y
liofilizacion.

El secado solar, es un método antiguo y el mas econdmico, para el cual se
utiliza la radiacion solar como Unica fuente de energia. Se practican dos tipos de
secado solar: (i) Indirecto, mediante el cual la biomasa se introduce en una camara de
secado, que contiene un colector de radiacion solar, el cual es capaz de generar un
flujo de aire caliente, para eliminar la humedad presente en la sala; (ii) Indirecto, la
radiacion solar incide directamente en la biomasa, generando la evaporizacion del
agua contenida en la biomasa (Monthieu, 2010). La desventaja de este proceso es
que se debe someter la biomasa a largos periodos de exposicion, lo que se traduce a
una mayor probabilidad de contaminacion y deterioro del producto biotecnolégico.
Ademas, la inversidn inicial puede variar segun la magnitud del proyecto y la cantidad
de biomasa a procesar, que puede requerir grandes extensiones de terreno.

El secado por atomizacién, también conocido como aspersién o spray, es
considerado como un secado rapido, puesto que el proceso no dura mas que unos
pocos segundos (Monthieu, 2010) , por ende es el mas utilizado. Este método consiste
en introducir un flujo constante de aire caliente en la camara de secado, y como
resultado la biomasa se convierte en un polvo seco y facil de recuperar. La principal
desventaja es que puede generar deteriorar pigmentos que son productos
biotecnoldgicos valiosos. Por tanto, se aplica segun el producto a obtener.

La liofilizacién, presenta una gran eficiencia a la hora de generar la
deshidratacion celular ya que es capaz de llegar hasta los intersticios celulares; esto
ocurre gracias a que se logra evaporar el agua presente en la microalga por medio de
tres fases: congelacion, sublimacion al vacio y deshidratacién, pasando la humedad
presente en la biomasa desde estado sélido al gaseoso. Es un proceso de secado
muy efectivo, que preserva la calidad bioquimica de la biomasa. Sin embargo, es un
método muy costoso, por lo cual sélo se recomienda para la obtencién de productos
con alto valor comercial (Forjan et al., 2014).

La Tabla 1.7 compara la eficiencia y los costos energéticos, que se requieren a
la hora de implantar el método de secado solar, secado por aspersion y secado con
tambor rotatorio.

Tabla 1.7. Caracteristicas de métodos de secado

Aspecto S. Solar S. Aspersion S. Tambor
Porcentaje de humedad 90% 95% 70%
vaporizado
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Aspecto S. Solar S. Aspersion S. Tambor

Capacidad del equipo 2.400 417

(kg/dia)

Rendimiento diario (kg) 2.400 2.418,6

Consumo energético (kwWh) - 80 42

Costo energético (€/h) 0,60 4,80 2,50

Ventajas Método muy Es muy No importa el tamafio de las
econdmico. utilizado. microalgas.

Fuente: Monthieu (2010); Palacios et al. (2013)

Un nuevo método que se estd desarrollado para el secado de microalgas
consiste en la aplicacion de una membrana semipermeable que permite el paso del
agua y de algunas sales que son excretadas durante el crecimiento de las microalgas
y que se encuentran en el medio de cultivo. Este método de secado por membrana
semipermeable, funciona bajo el principio de presién osmatica: a un lado se adiciona
glicerol (en el caso de fabricacion de biodiesel, se puede reutilizar el glicerol residual
del proceso de sintesis de biocombustibles) (Mazzuca-Sobczuk et al., 2016), mientras
gue al otro lado esta el medio acuoso que se desplaza hacia la disolucion de glicerol,
sin que se requiera adicionar algiin agente quimico y sin necesidad de equipos que
demanden un consumo energético. Esta técnica, aunque aun se encuentra en
desarrollo, presenta una eficiencia del 75%, por ende, se considera como una
tecnologia innovadora, sostenible, y con un enfoque de economia circular, sin
consumo energético, ademas se puede reutilizar el glicerol residual recolectado en la
fase de la sintesis del biodiesel.

Aungue el método de secado por membrana semipermeable es una técnica
experimental y en proceso de desarrollo, es la que mejor se adapta al enfoque de
economia circular, permitiendo que el sistema de produccidén sea mas sostenible. Sin
embargo, por ahora no se considera econdmicamente rentable ya que es necesario
aumentar los rendimientos de eficiencia a la hora de extraer la humedad de la biomasa
para que esta tecnologia pueda ser competitiva con las demas. Asi que, por ahora, se
recomienda continuar con la aplicacion del secado solar, ya que presentar una alta
eficiencia (90%) y no requiere de consumo energeético, por esta razon es el método
mas viable a la hora de disefiar el sistema de produccién de microalgas. Pero si el
producto final requiere de ciertos criterios de calidad, es aconsejable utilizar el secado
por aspersion, en el que el suministro de energia provenga de una fuente renovable
con el fin de reducir la huella ecologica en el sistema de produccion.

e Extraccion
Bajo una perspectiva general, el proceso de extraccion consiste en romper la
pared celular y retirar los productos biotecnolégicos, catalogados como compuestos
de alto valor afiadido (proteinas, pigmentos, carbohidratos, lipidos, antioxidantes y

vitaminas), los cuales han sido sintetizados por las microalgas durante su desarrollo
celular.
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Los métodos de rotura celular habituales son mecanicos (prensas, ultrasonidos,
molinos de perlas de vidrio, entre otros) y no mecénicos (hidrdlisis enzimética,
congelacion, choque osmoético). Antes de proceder a seleccionar algun método para
realizar el procesado final de la biomasa, es necesario conocer las caracteristicas de
la pared celular de la especie de microalga cultivada (rigidez y grosor) y el tipo de
biomoléculas a recuperar. Otro aspecto importante que se debe tener en cuenta son
las condiciones operativas en las que se desarrolla el método de rotura, como presion,
temperatura, caracteristicas de la biomasa (concentracion, peso seco/himedo, etapa
de crecimiento) y la escala (Kim et al., 2016).

Un método no mecanico y coherente con los principios de economia circular -
en aspectos de evitar consumo energético- es la hidrolisis enzimatica de la pared
celular. La adicibn de enzimas (celulasas o glicoproteinasas) ayudan a la
desintegracion de la pared celular, y asi favorecen la separacion de lipidos y proteinas
de la pared. Con este procedimiento se evita la adicidon de compuestos quimicos que
hayan de ser eliminados o neutralizados posteriormente, como &cidos o bases fuertes.
Adicionalmente, estas enzimas son recuperadas y reutilizadas dentro del mismo
proceso, por lo que la hidrélisis enzimatica es un método que presenta un enfoque de
economia circular. Sin embargo, al ser un proceso cuya actividad 6ptima depende de
las condiciones de catdlisis de las enzimas, es considerado como un método dificil de
controlar por su alto grado de sensibilidad a los cambios de condiciones de operacion
(Monthieu, 2010).

Otra técnica para lograr la lisis celular es mediante la adiciobn de productos
quimicos, generalmente lisis alcalina. Esta es muy utilizada para la extraccion de
lipidos ya que es eficaz, facil de aplicar y no consume energia. Sin embargo, los
productos intracelulares presentan problematicas de bio-toxicidad (Kim et al., 2016),
de tal forma que su aplicacion esta aprobada para aquellas actividades que no estén
dirigidas para el consumo humano. Por otro lado, la recoleccion de proteinas estd muy
limitada con este método debido a los elevados valores de pH (Forjan et al., 2014).

Continuando con la misma linea quimica, se ha desarrollado una nueva técnica
de extraccion de lipidos (triglicéridos), para la produccion de biodiésel, llamada
transesterificacion directa (Toro & Navia, 2013). Esta técnica permite producir
metilésteres (biodiésel) directamente desde la biomasa recolectada, eliminando el
paso de deshidratacion y secado. Por tanto, se trata de un proceso simplificado
(menos costoso) y eficiente. La transesterificacion es una reaccién quimica que se
realiza con metanol (uno de los alcoholes mas econdmicos del mercado), a una
temperatura de 60°C (Toro & Navia, 2013) y un catalizador alcalino -NaOH o KOH-,
presentando rendimientos promedio del 95%. Como resultado se obtiene una mezcla
heterogénea de dos fases conformada por glicerol y ésteres metilicos de acidos
grasos (biodiesel) (Chisti, 2007).

Durante la produccion del cultivo, las microalgas generan una gran cantidad de
proteinas, pigmentos, carbohidratos, lipidos, antioxidantes y vitaminas, que son
considerados como materia prima para la fabricacién de diferentes productos. Por esta
razon, se ha comenzado a desarrollar el concepto de biorrefineria de microalgas,
como alternativas sostenibles a procesos industriales de sintesis de productos
quimicos similares (por ejemplo, disolventes y combustibles basados en material
biolégico).

21

Universidad Internacional de Andalucia, 2022



La biorrefineria, consiste en la recuperacion de una parte mayoritaria de los
compuestos valiosos de las microalgas, sin afectar a su estructura ni a sus
propiedades quimicas. Esto es posible mediante la aplicacion de tecnologia que
permita realizar una separacion suave, sin generar altas presiones ni temperaturas, ni
utilizar disolventes contaminantes, teniendo como objetivo preservar las propiedades
quimicas de las fracciones obtenidas Para ello, se han desarrollado diferentes
plataformas de transformacion de la biomasa, que incluyen conversidén termoquimica,
conversion bioguimica, transesterificacion y celdas bioldgicas de combustible (Wayne
et al., 2017).

Gasificacion Gas de sintesis

Licuefaccion Bioaceite

Conversion termogquimica

Pirolisis Gas de sintesis, Bioaceite

Carbén
Combustiéon directa Electridicad
Digestion Anaerobia Biogas
Conversién Bioguimica Fermentacién alcohdlica Bioetanol

BIOMASA ALGAL

Produccién de hidrégeno
fotogiolégico

Biohidrogeno
Catdlisis acido / bdsica Biodiésel
Transesterificacion

Fluido supercritico Biodiésel

Celda de combustible

microbiana fotosintética Bioelectricidad

Figura 1.4. Procesado de biomasa de microalgas parala produccién de biocombustible.
Fuente: Wayne et al. (2017).

1.6 APLICACIONES DE LAS MICROALGAS

En la ultima década las microalgas han despertado el interés de la industria,
por ser un recurso renovable capaz de servir como factoria natural para la obtencion
de productos de valor para la salud humana y animal, la industria y la agricultura. Su
eficacia como “biofactoria” ha sido cientifica y técnicamente probada y desarrollada,
incluso, a escala industrial para la comercializacién de algunos productos como
pigmentos y acidos grasos poliinsaturados.

La composicion quimica de las microalgas varia dependiendo de la especie y
las condiciones del cultivo, y las principales biomoléculas que presentan las

microalgas durante su crecimiento celular son: proteinas, carbohidratos, lipidos
(acidos grasos), vitaminas (A, B1, B2, B6, B12, C, E) y elementos quimicos en
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diferentes formas (yodo, hierro, magnesio, potasio, calcio entre otros) (Salazar, 2012).
Estos microrganismos también son considerados como fuentes de acido fdlico,
biotina, nicotinato y acido pantoténico.

Tabla 1.8. Composicidn bioquimica de cepas de microalgas y alimentos, expresan el %(p/p)*

Algas Proteinas (%)* Carbohidratos (%)* Lipidos (%)
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22
Scenedesmus obliquus 50-56 10-17 12-14
Chlamydomonas rheinhardii 48 17 21
Dunaliella bioculata 49 4 8
Euglena gracilis 39-61 14-18 22-38
Spirulina platensis 46-63 8-14 4-9
Anabaena cylindrica 43-56 25-30 4-7
Isochrysis sp. 44 9 25
Phaeodactylum tricornutum 33 24 10
Dunaliella salina 57 32 9
Tetraselmis suecica 39 8 7
Huevo 49 3 45
Carne 57 2 37
Pescado 55 - 37
Leche 27 38 30
Maiz 10 85 4
Trigo 14 84 2
Soja 47 41 7
Espinaca 12 5 0,3

Fuente: Salazar, (2012), Forjan et al.(2014), modificado.

La Tabla 1.8 muestra que las microalgas son fuente de proteinas, presentando
un rango de concentracion entre 39-60%, similar a la carne, el huevo y el pescado,
mientras que el porcentaje de peso seco de carbohidratos en las microalgas es menor
gue en los cultivos de maiz, trigo y soja. Por lo tanto, muchas especies de microalgas
presentan un alto potencial para diferentes industrias enfocadas hacia el bienestar
humano tales como produccidon de nutracéuticos, productos farmaceéuticos y
cosmeéticos y nutricion y ademas nutricion animal, en especial en acuicultura. Ademas,
la biomasa de microalgas presenta otros usos comerciales alineados con el cuidado
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del medio ambiente, ya que sirven como biofertilizantes y presentan un alto potencial
para la depuracion de las aguas residuales y la fabricacion de energias renovables,
como biocombustibles y biometano.

Productos de
interés comercial
(enzimas,
polisacaridos,
polifenoles...)

Fuentes de
energia

= Medicinay

Biorremediacidn "
ofremediacio Farmacia

Figura 1.5. Principales usos de microalgas a nivel industrial

La Tabla 1.9, muestra la productividad [Kg/(Ha-afio)] de diferentes tipos de
cultivos tales como de microalgas o de tipo vegetal.

Tabla 1.9. Productividad de las microalgas.

Fuentes Produccidn [Kg/(Ha-afio)]

Anactystis nidulans 53.000
Spirulina maxima 39.530
Chlorela vulgaris 37.449
Scenedesmus obliquus 29.821
Diatomeas 22.886
Algas filamentosas 21.000
Cacahuates 470

Guisantes 395

Trigo 300

Fuente: Forjan et al. (2014), modificado.
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El gran reclamo de las microalgas como alimento y como fuente de productos
de valor comercial reside, particularmente, en la alta productividad de los cultivos en
comparacion con los agricolas Tabla 1.9. Sin embargo, su produccién aun no se ha
extendido de forma global porque los costes de produccion por kilogramo de biomasa
seca son, aun, elevados (en promedio, entre los 2 y 10 eur). La automatizacion de la
produccion, el desarrollo de sistemas mas econémicos y productivos, y la mejora de
la eficiencia energética son los mayores retos en esta década para el avance hacia la
explosion global de esta tecnologia productiva sostenible.

e Biocombustibles

El alto impacto medioambiental que genera la extraccion y produccion de
petréleo, asi como la reduccidn de reservorios naturales, crea la necesidad de disefiar
nuevos productos provenientes de los recursos renovables que sean capaces de
cubrir la demanda de combustibles fosiles.

Actualmente la produccion de biodiesel a partir de microalgas no es rentable
por si sola, debido a los altos costes de produccién (Valera, 2018), por lo que
actualmente se investiga intensamente en la optimizacion de los sistemas de cultivo y
la reutilizacion de insumos o subproductos provenientes de otras actividades
industriales para asi alcanzar la viabilidad econdémica.

Las microalgas son capaces de brindar una solucién practica a diferentes
probleméticas ambientales y a su vez contribuir con el buen uso de los recursos,
manteniendo un enfoque de economia circular. Un ejemplo de esto es el uso de
cultivos de microalgas en procesos de depuracion de aguas, ya que una de las
caracteristicas de las microalgas es que tienen alta capacidad de depurar iones
metéalicos, materia organica, fosforo y nitrdgeno (estos ultimos dos compuestos son
caracteristicos de aquellas aguas que provienen de cultivos vegetales debido al
exceso de fertilizantes); la biomasa generada puede recuperarse y emplearse para,
eventualmente, producir biocombustible (biodiésel o biometano) (Ramos Suérez,
2012) o como biofertilizante.
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Figura 1.6. Produccién de microalgas con enfoque de economia circular.

1.7 ESTACION DEPURADORA DE AGUAS RESIDUALES EL ROCIO.

Como se describe mas abajo, en objetivo del trabajo, este TFM plantea la
implementacion de un sistema de produccién de microalgas (SM) en una estacion
depuradora de aguas residuales (EDAR). Como se explica mas adelante, el TFM
concluye que la EDAR de El Rocio seria adecuada a tal fin. Por esta razon incluimos,
en este apartado de introduccién, informacion especifica sobre dicha EDAR.

La Estacion Depuradora de Aguas Residuales (EDAR) El Rocio se encuentra
localizada en la provincia de Huelva, en el municipio de Almonte. La EDAR EIl Rocio
presenta un caudal de entrada de 3.563 h.e (habitante equivalente), con una poblacion
de disefio de 4.025 h.e., si bien afronta puntas de poblacidon extremas en momentos
puntuales del afio, particularmente durante la semana de la peregrinacion a la aldea
de centenares de miles de personas, residentes temporales durante la celebracion de
Pentecostés.

Debido al incremento de volumen de aguas residuales como consecuencia de
las referidas actividades de peregrinacion que se realizan en la Aldea de El Rocio, se
ha construido una balsa que se encuentra antes de la depuradora, con el fin de
almacenar el agua en periodo de aumento de caudal abrupto. Posteriormente, la
EDAR presenta los siguientes procesos unitarios, comunes a todas las plantas de
tratamiento analogas Figura 1.7:

i) Pretratamiento: Eliminacion de solidos suspendidos de gran tamario.

i) Tratamiento Primario: Eliminacion de grasas y aceites, asi como la
sedimentan los solidos de menor tamarfio.

i) Tratamiento Secundario: Mediante decantacion y reduccion de la
materia organica por medio de la actuacion de agentes microbioldgicos.
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Figura 1.7. Esquema de tratamiento de aguas en una planta convencional.
Fuente: (Subirats, 2015)

En relacion con el objetivo del presente TFM, es importante resaltar que la
EDAR El Rocio no cuenta con un tratamiento terciario (destinado a eliminar nutrientes
inorgénicos que aun permanecen en el agua tras las etapas de depuracién) ya que
segun la Directiva 91/271/CE, considera que esta fase de tratamiento se debe aplicar
a aquellas EDAR que se encuentren en zonas sensibles y/o que presenten una
poblacién de disefio de mayor a 10.000 h.e., donde el valor maximo permisible de
nitrégeno total es de 15 mg N-L* y el valor maximo de concentracion de fésforo que
puede presentar el vertido es de 2 mg P-L.

Se ha realizado el andlisis de los datos existente de la EDAR El Rocio para
identificar niveles de N y P totales, necesarios para definir las caracteristicas
operacionales de la planta de produccion de microalgas. El documento “Estudio de
Saneamiento y depuracion en Andalucia: Estudio de las muestras analiticas del afio
2017 y evolucion desde el 20137, realizado por Ecologistas en Accion Andalucia,
indica que de 12 muestras analizadas, 8 superaban los limites maximos permisibles
de las concentraciones de P Total, y 9 muestras superaban las concentraciones de N
Total, por lo cual se recomendaba la implementacion de un tratamiento terciario
(Ecologistas en Accion Andalucia, 2018) para eliminar o minimizar dicha carga
quimica inorganica.

En relacién con lo anterior y por lo explicado en este apartado de Introduccion,
implementar un sistema de produccion de microalgas para la eliminacién del Ny el P
remanentes en el agua depurada es coherente con los principios de la economia
circular, particularmente con el hecho de utilizar un recurso natural renovable, las
propias microalgas, para retirar los contaminantes y reintegrarlos de nuevo a su ciclo
natural tras obtener provecho de la biomasa producida.

1.8 OBJETIVOS

El objetivo del presente Trabajo Fin de Master es evaluar, tedricamente y en
base a la informacion cientifica y tecnoldgica conocida, la potencial implementacion
de un sistema de produccién de microalgas (SM) acoplado a una EDAR en la provincia
de Huelva, bajo un enfoque de economia circular y sostenibilidad, aplicando las
conocidas 3R: Reduciendo contaminacién, Reciclando nutrientes, y Reutilizando la
biomasa producida.
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1.9 JUSTIFICACION

Estudiar la posibilidad de disminuir la evacuacion, al medio ambiente, de
nutrientes residuales procedentes del tratamiento de aguas en una EDAR, y la
integracion de estos en biomasa de microalgas aprovechable para otros usos.

Diferentes estudios, demuestran que la implementacion de cultivos de
microalgas en la depuracion de aguas es viable y rentable, y se realiza con el objetivo
de mejorar el sistema de depuracion de las aguas residuales en base a las
propiedades de los cultivos de microalgas, demostradas, de reducciéon en la
generacion de olores asi como en la produccion de fangos y la eliminacion de
nutrientes. En particular, los cultivos de microalgas reducen, de forma general, el 86%
de nitrégeno total y 91% de fosforo total de las aguas tratadas (lagua, 2016; Salgueiro,
2018). Ademas de la mejora en la eficacia de los sistemas de depuracion, la propuesta
se justifica en base a aspectos ambientales concretos: la disminucién de riesgos de
eutrofizacion posteriores en el medio natural -responsables de posibles cambios en la
biodiversidad-, la capacidad de fijacion de CO: para la producciéon de biomasa y la
produccion de oxigeno a la atmosfera y al medio acuoso (mejorando las condiciones
iniciales del efluente recolectado). Por otro lado, no se contribuye al calentamiento
global debido a que no se generan gases de efecto invernadero, por lo cual es
evidente que su implementacion genera un impacto ambiental positivo, al compararlos
con las otras técnicas de depuraciéon (Subirats, 2015). Por dltimo, la biomasa que se
genera es considerada subproducto con valor comercial ya que se podria utilizar
principalmente para aprovechamiento energético (biodiesel, biometano, pellets),
(Salgueiro, 2018).

Por otra parte La EDAR EI Rocio, vierte sus aguas en el arroyo de la Cafiada
Martin, este cuerpo de agua desemboca en las marismas de Dofiana (considerado
como una zona sensible por el decreto 204/2005, de 27 septiembre), el cual se
encuentra a una distancia de 2,7 km. Debido a la cercania con Dofiana, y en base a
los resultados del andlisis realizado en la primera seccion del Capitulo de Resultados
y Discusion, en este TFM se evalla la eventual implantacion en la EDAR El Rocio de
un sistema de produccion de microalgas que sirva, parcialmente, como tratamiento
terciario; dicho tratamiento contribuiria a disminuir la cantidad anual total de fosforo y
nitrégeno vertidos, gracias a la actividad fotosintética de las microalgas, ya que estos
elementos son considerados como nutrientes esenciales para su crecimiento y
desarrollo. Esta actuacion también permitiria prevenir y mitigar los impactos
ambientales que genera la contaminacion de aguas superficiales, tales como la
eutrofizacion, problematica que genera un aumento de biomasa acuatica, y por ende
una competencia por el oxigeno presente en el medio. Ademas, la sobrepoblacién de
biomasa acuatica resultante de lo anterior limitaria la cantidad de radiacion solar que
penetra el cuerpo de agua, generando una pérdida en la calidad y abundancia de la
biodiversidad acuéatica y terrestre.
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1 VARIABLES Y PRINCIPALES PARAMETROS OBJETO DE
ESTUDIO

Para este TFM se han utilizado un namero de variables de distinta naturaleza,
gue se detallan a continuacion clasificados en funcion de la tarea en la que se han
empleado.

e Seleccion de la EDAR. Variables utilizadas: Distancia a espacio natural
protegido proximo (radio a 800 mt), temperatura ambiental, temperatura
del agua y horas reales de tiempo despejado. La distancia a espacio
protegido se analiz6 mediante el software ArcGis, procediendo como se
explica mas adelante en este Capitulo 2. Los datos de temperatura y de
horas de tiempo despejado, empleados en los criterios de seleccion de
la EDAR segun localizacién geografica, se obtuvieron y utilizaron como
se detalla méas abajo.

e Implementacion de un sistema de produccion de microalgas (SM).
Variables utilizadas: dimensiones del sistema (ancho, largo y altura de
la columna de agua, en unidades del Sl), concentraciones de nutrientes
esenciales (C, Ny P inorganicos, en g-L* 6 mg-L?), tasa de crecimiento
de las microalgas (en d), concentracién de biomasa en el SM (en g-L*
de peso seco de biomasa), y contenido en lipidos de las microalgas (en
% del peso seco de la biomasa). Estas variables han servido para
obtener valores teoricos de, entre otros, los siguientes parametros:
Dilucién del SM (en d1), productividad de biomasa del SM (g-L*-d?),
productividad de lipidos y de biocombustible del SM (g-L*-d1).

2.2 FUENTES DE INFORMACION CIENTIFICA Y TECNICA

Este TFM se ha realizado mediante el analisis de informacion cientifico-técnica
obtenida a través de diferentes bases de datos, las principales de las cuales se
relacionan seguidamente.

Los datos de naturaleza cientifica se han obtenido, principalmente, de los
articulos publicados en revistas indexadas y accesibles a través del Science Citation
Index (www.webofknowledge.com), que han sido esenciales para seleccionar valores
iniciales de parametros biologicos y de proceso para el analisis de la produccién de
microalgas. La informacion se ha obtenido con la herramienta de busqueda de la Web
of Science, utilizando distintos perfiles de palabras clave.

El analisis de la ubicacién de las EDAR y su relacién de proximidad con
espacios naturales protegidos en la provincia de Huelva se realizé utilizando el
software ArcGis. Como se explica con mas detalle en el apartado siguiente (seccion
2.3), la citada aplicacion es una herramienta que permite analizar una serie de datos
con relacién a la geolocalizacion de los mismos, para poder llegar a hacer un andlisis
de la informacion geografica.
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Detalles especificos de cada uno de los espacios naturales protegidos en la
provincia de Huelva se obtuvieron del “Catalogo de Espacios y Bienes Protegidos en
la Provincia de Huelva”, publicado por la Junta de Andalucia y disponible en acceso
abierto, en documento pdf, en la siguiente direccion:
https://www.juntadeandalucia.es/export/drupaljda/PEPMF _huelva.pdf .

El andlisis de las condiciones climéticas -temperaturas medias de la atmosfera
y del agua, horas reales de tiempo despejado y energia procedente de la radiacion
solar- se ha efectuado en base a datos obtenidos de estaciones meteoroldgicas de
Aracena (Estacion de El Campillo ) y Almonte(Estacién de Almonte) y de informacion
publica accesible en la direccion web: https://es.weatherspark.com/ vy
http://www.agenciaandaluzadelaenergia.es/Radiacion/radiacionl.php , que permite
obtener dicha informacién para numerosos municipios de Espafa.

2.3 METODOS DE ANALISIS DE LA INFORMACION
2.3.1 Preparaciéon de Informacion con software Arcgis

La citada aplicacion es una herramienta que sirve para organizar informacion
con respecto a la localizacion geoespacial, y se utiliza en principio en temas
relacionados con sistemas de informacion geografica, para asi identificar las
caracteristicas fisicas, bioticas, medioambientales y sociales. Al reunir estos datos
capas es posible realizar un analisis detallado de la zona que facilita la toma de
decisiones a la hora de reconocer e identificar el territorio.

Para lograr la obtencion de los datos, fue necesario dirigirse a las bases de
datos que presenta el REDIAM (https://descargasrediam.cica.es/repo/s/RUR) en
donde es posible descargar datos, vectores, bases de datos y documentos
relacionados con temas relevantes en el ambito ambiental de Andalucia.

En cuanto a la informacién que se descargé de la pagina fue:

- Localizacion de la EDAR

- Ubicacion de los espacios protegidos presentes en Huelva
- Hidrografia del area de estudio
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Ri Descargas Rediam

&+
- 02_LOCALIZACION_GEOGRAFICA 14GB

- 03_UNIDADES_ADMINISTRATIVAS 16GB hac

- 04_RECURSOS_NATURALES 7288GB hace

- 05_CALIDAD_AMBIENTAL 62GB

- 06_RIESGOS_NATURALES_TECNOLOG 1276 GB hace
- 07_PATRIMONIO_NATURAL 53GB hace
- 08_AMBITOS_INTERES_AMBIENTAL 423GB hace
- 09_PLANIFICACION 724GB hace
- 10_SISTEMAS_PRODUCTIVOS 245GB hace
- 11_ECONOMIA 383GB hace

Figura 2.1. Descargas de informacion del REDIAM. Fuente:
https://descargasrediam.cica.es/repo/s/RUR

Con base a la informacién recolectada por el REDIAM, se procedié a hacer el
analisis geoespacial de las EDAR y su proximidad con espacios naturales protegidos
en la provincia de Huelva y a los arroyos en donde se realizaban las respectivas
descargas. Para posteriormente proceder a seleccionar las posibles areas en donde
se podria aplicar y desarrollar el presente TFM.

2.3.2 Herramienta de Gestiéon de Datos, Calculo y Graficos

El tratamiento de datos y obtencion de graficos de temperatura, horas de tiempo
despejado y energia solar incidente, asi como los célculos de parametros de
crecimiento de microalgas y productividad del sistema de produccion y los relativos a
los balances de nutrientes esenciales para dicha produccion, se efectuaron utilizando
la herramienta Excel del paquete de software de Office.

Estos datos se organizaron segun diferentes criterios como caracteristicas
climatolégicas del municipio de Aracenay Almonte, produccién de verano, produccion
de invierno y extraccién del Biodiesel.

e Gestidn de datos v graficos de temperatura ambiente.

Los datos de temperatura ambiente, que se utilizaron como base para calculos
y representaciones graficas fueron las temperaturas maxima y minima del dia 15 de
cada mes del afio; estos datos se tomaron como representativos de dichas maximas
y minimas promedio de cada mes del afio. La amplitud térmica promedio de un dia de
cada mes se calculo, para el dia 15 de cada mes, por diferencia entre la temperatura
maxima y la minima antes referidas.

e (estidon de datos vy gréficos de horas reales de insolacién

Con base al promedio mensual del porcentaje de horas despejadas de cada
municipio y el tiempo promedio de horas de sol, se procede a cuantificar y graficar las
horas reales de insolacion que presentaba el area de estudio.
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Donde:
Hri =% Hd-Hi+~100%

Siendo: % Hd, la hora despejada; Hi (h) la Hora promedio de Insolacién; Hri (h)
las Horas reales de insolacién

e Gestion de datos y graficos de radiacion directa

De igual forma se obtuvieron datos mensuales promedios de la radiacion
directa que presenta el area de estudio con respecto a las estaciones mas cercanas
(Estaciéon Campillo en Aracena y Estacion Almonte en Almonte), informacion
suministrada por la Agencia Andaluza de la Energia. No obstante, para cuantificar la
radiacion real directa mensual se multiplica la radiacion directa por las horas reales de
insolacion, esto con el fin de tener un dato mas certero y preciso.

Donde:
RRd= Hri-Rd

Siendo: Hri (h) las Horas reales de insolacion; Rd (kWh/m?) la Radiacion
directa; RRd (kWh/m?) la Radiacion Real directa.

2.3.3 Herramienta de Gestion de Informacion Geografica

La implementacion de un SM asociado a una EDAR en la provincia de Huelva
implica, en primer lugar, la eleccion de la EDAR. Este proceso se ha realizado segun
la metodologia que se describe seguidamente, y en base a los siguientes tres criterios:
proximidad a espacios naturales, zona con rango de temperaturas adecuado al cultivo
de microalgas y horas anuales reales de insolacion.

Con base a la informacién que se encuentra en el repositorio del REDIAM, se
procede a descarga de los datos que presentan la localizacion de las EDAR e
informacion relevante de las mismas, en donde la principal caracteristica era que se
encontraran dentro de la provincia de Huelva. Este mismo procedimiento se realiz6
para los espacios naturales protegidos de la provincia de Huelva.

32

Universidad Internacional de Andalucia, 2022



Huelva
zzEspacios Protegi

Figura 2.2. EDAR y Espacios protegidos.
Fuente: REDIAM

Para seleccionar aquellas EDAR que estuvieran en las proximidades de
espacios naturales protegidos y que, por tanto, pudiesen llegar a afectarlos por el
vertido de aguas, se aplicé un criterio restrictivo de proximidad. Para ello, se incluy6
en la seleccién so6lo aquellas EDAR cuyos entornos, dentro de un circulo de 800 m de
radio que tomase como centro del mismo las propias EDAR, incluyesen parte de los
limites geograficos de un espacio natural. Este proceso se realiz6 con el Software de
ArcGis mediante la herramienta de Buffer o area de influencia. Dando como resultado
el siguiente mapa:
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Figura 2.3. Espacios protegidos que presentan EDAR en un radio de influencia de 800 m.

2.4 CALCULOS DE PARAMETROS DEL SM.
2.4.1 Tasade Crecimiento Promedio.

Segun la Tabla 3.5, la tasa de crecimiento de C. minutissima oscila entre 0,12
y 0,66 d, dependiendo de condiciones de cultivo. El establecimiento de la tasa de
crecimiento es Unicamente posible mediante procedimientos experimentales; no
obstante, se realizdé una aproximacion en base a la informacién cientifica publicada.
Se establecieron dos valores de dicha tasa de crecimiento, uno para la “época de
calor” y otra para la “época de frio”. La justificacion se detalla en el Capitulo de
Resultados. Establecidos los valores de tasa de crecimiento, se calcularon la tasa de
dilucion y las productividades segun se describe seguidamente.

2.4.2 Tasade Diluciéon

El sistema de produccién de microalgas (SM) operaria en modo semicontinuo,
es decir, retirando con frecuencia parte del cultivo y reemplazandolo con medio rico
en nutrientes. El volumen de cultivo retirado en cada dilucién contendria una cantidad
de biomasa igual a la producida por crecimiento en el tiempo transcurrido desde la
dilucién previa. Por lo tanto, una aproximacion para el calculo de la dilucién es asumir
gue, una vez realizada esta, no se ha producido incremento neto de biomasa en el
SM. Por ello, deberia cumplirse la siguiente ecuacién, para cada ciclo de dilucién,
transcurrido un tiempo determinado:

Biomasa extraida (efluente SM) — biomasa generada por crecimiento en el SM =0

Donde:
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Biomasa extraida (por unidad de tiempo) = F-X ,

Siendo F (L-h™?) el flujo de salida del SM, X (g - L) la concentracién de biomasa
en el SM;

Biomasa generada por crecimiento (por unidad de tiempo) = - X - V

Siendo p (h?) la tasa especifica de crecimiento de la microalga, X (g - L?) la
concentracion de biomasa en el SM, y V (L) el volumen del SM.

Por tanto, igualando ambos términos, queda:
F- X=p-X-V; F=pu-V; pu=F- V1
De donde se deduce que:
u=D , siendo D (h?) la dilucién del SM.
De acuerdo con ello, la dilucién del SM coincide con la tasa de crecimiento
especifica de la microalga elegida, como se indica mas adelante en el Capitulo de
Resultados.

2.4.3 Caudal de Salida del SMy Productividad de Biomasa

Los valores de ambos parametros se obtienen con términos expresados
anteriormente:

Caudal de salida del SM: Se calcula, en cada situacién, despejando F a partir
de la ecuacion:

D=F-V!; F=D-V

Conociendo la tasa especifica de crecimiento en cada situacion se tiene el valor
de la dilucién, D, y el volumen del sistema es igualmente conocido y fijo, lo que permite
calcular el flujo (F) de salida del SM.

Productividad de biomasa: Se corresponde con el término | - X , y expresa la
cantidad de biomasa producida por unidad de tiempo y de volumen del SM,
generalmente en g-L1-d1 .

La cantidad de biomasa que contiene el SM en cualquier instante se calcula
sencillamente multiplicando la concentracién de biomasa del SM (X, g-LY) por el
volumen del SM (V, en L).

2.4.4 Célculos de Requerimientos Nutricionales
Los datos de los requerimientos nutricionales de C, N y P del SM que se

incluyen en el Capitulo de Resultados, se obtienen mediante las formulas de calculo
gue se exponen seguidamente.
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e Reqguerimientos de carbono (CO2)

Segun la férmula de la biomasa de Chlorella (CHz1,7800,36No,12) (Cuaresma et
al., 2009), 1 mol de biomasa (21,22 g) contiene 1 mol &tomos de C, al igual que 1 mol
de CO2. Por tanto, los requerimientos de didxido de carbono para producir una
cantidad de biomasa, M (g), en el SM, en un tiempo determinado, se calculan segun
la expresion:

Requerimientos de CO2 (g) = M (g) - PMcoz + PMgiomasa
Siendo PMco2 la masa molecular del diéxido de carbono, y PMsiomasa la
correspondiente a un mol de biomasa de microalgas del género Chlorella, ambas en

gramos.

e Reqguerimientos de Nitrégeno (N)

Para determinar el requerimiento de nitrdgeno, se realiza de la misma forma
gue con el carbono, es decir, se tiene en cuenta la relacién molar de N en la FOmula
de la biomasa (CHz1,7800,36No,12), que es de 0,12/1 en moles y 0,079/1 en gramos.
Los requerimientos de nitrégeno dentro del SM para producir una cantidad de
biomasa, M (g), en un tiempo determinado, se calculan segun la expresion:

Requerimientos de N (g) = M (g) - PMn + PMsiomasa

Siendo PMn la masa de un mol de atomos de nitrégeno, y PMsiomasa la
correspondiente a un mol de biomasa de microalgas del género Chlorella, ambas en
gramos.

Como se proyecta el suministro de nitrégeno mediante nitrato (NOs-), cuya
masa molecular es 62 g, se procede a cuantificar el requerimiento de nitrato dentro
del SM, en un tiempo determinado, con la siguiente expresion:

Requerimientos de NOs™ (g) = Requerimientos de N - PMnos- + PMn

e Requerimientos de Fosforo (P)

Segun se describe en la Introduccidn, el contenido promedio en P de la biomasa
de microalgas se estima en el 1%. Los requerimientos de fosforo para producir una
cantidad de biomasa, M (g), en el SM, en un tiempo determinado, se calculan segin
la expresion:

Requerimientos de P (g) =M (g) - 0,01

Como se proyecta el suministro de fosforo mediante anhidrido fosforico (P20s),
cuya masa molecular es 142 g, se procede a cuantificar el requerimiento de anhidrido
fosforico dentro del SM, en un tiempo determinado, con la siguiente expresion:

Requerimientos de P20s = Requerimientos de P - PMp2os + 2PMp
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Siendo PMp20s la masa molecular del anhidrido fosforico y PMp la masa de un
mol de atomos de fosforo, ambas en gramos.
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3 RESULTADOS

3.1 SELECCION DE LA EDAR MAS ADECUADA

En base a la informacion analizada conforme a la metodologia descrita en el
apartado de Materiales y Métodos, en este primer apartado de resultados se ha
determinado qué EDAR seria mas adecuada para implementar el sistema de
produccion de microalgas. La EDAR se selecciond tras los resultados derivados del
andlisis referido, basado en los siguientes criterios:

i.  Situacion geografica: proximidad a espacios naturales.
ii.  Situacion geografica: rango de temperaturas adecuado al cultivo de
microalgas.
iii.  Situacidn geografica: horas reales de insolacion.

Se detallan, seguidamente, los resultados del analisis que llevan al resultado
obtenido.

3.1.1 Proximidad a Espacios Naturales.

La adecuacion de la situacion geografica de las EDAR de la provincia de Huelva
se analizd utilizando como criterio la proximidad de estas a espacios naturales de
especial valor. La propuesta de este TFM consiste en situar la potencial instalacion de
produccion de microalgas en una EDAR que vierta las aguas tratadas a flujos de agua
circulantes por alguno de dichos espacios, 0 que por proximidad pudieran llegar a
afectarlos, por lo tanto, con potencial para generar algin impacto, sea a medio 0 a
largo plazo y al margen de su magnitud, en la calidad de sus aguas y en el equilibrio
natural de las especies propias de aquellos.

Como muestra el siguiente mapa generado mediante la herramienta ArcGis
como se detalla en Materiales y Métodos, la provincia de Huelva alberga un total de
42 EDAR. Estas Estaciones Depuradoras, se distribuyen por los cuatro puntos
cardinales de la provincia. Algunas de ellas se encuentran en poblaciones préximas a
espacios naturales calificados como protegidos definidos por las distintas
administraciones espafiolas. La relacion de tales espacios naturales bajo alguna figura
administrativa de proteccion se incluye en la Tabla 7.1 del Anexo, en la que se han
incluido también las poblaciones del entorno. En este TFM, Se ha dirigido el andlisis
geografico hacia los denominados “Complejos litorales excepcionales” (41.454 Has) y
“Complejos serranos de interés ambiental” (48.198 Has) (Tabla 7.1 del Anexo). Estos
espacios protegidos suponen un total de unas 89,652 Has, aproximadamente un 43,8
% del total de 204.700 Has incluidas en el Catalogo de Espacios y Bienes Protegidos
en la Provincia de Huelva. Se han elegido tales espacios por ser los de mayor valor,
de acuerdo con lo descrito en dicho Catalogo.
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Figura 3.1. Mapa de las EDAR, presentes en el territorio de Huelva.

Mediante el software ArcGis (seccion de MATERIALES Y METODOS) se ha
determinado lo siguiente:

- Se han situado los rios y otros flujos de agua que nacen, terminan o atraviesan
los diferentes espacios naturales.

- Se han identificado las EDAR que se encuentran proximas a un radio de 800
m de los citados espacios naturales.

- La Tabla 3.1 resume dicha informacion, incluyendo el nombre de la EDAR,
cauce de agua al que vierte y espacio natural que puede afectar.

Tabla 3.1. Resumen de las EDAR seleccionadas en funcidn de proximidad a espacios naturales
protegidos de alto valor en la provincia de Huelva.

Nombre EDAR Caucel/efluente Espacio natural
El Rocio Cafiada Marin Entorno del Parque Nacional de Dofiana
Nerva-Rio Tinto-El Campillo Arroyo de Enmedio Pinares de Nerva
Punta Umbria Cafio De Melilla La Honda Enebrales de Punta Umbria
Matalascafias Golfo De Céadiz Parque Nacional de Dofiana
El Rompido Rio Piedras Flecha del Rompido
Galaroza Rio Mdrtigas Sierra del Castafio
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Nombre EDAR Caucel/efluente Espacio natural

Jabugo Rio Caliente Sierra del Castafio

Cumbres Mayores Barranco De Riofrio Sierra del Viento

La Figura 3.2 relaciona la Tabla 3.1, en donde se puede observar graficamente
la localizacion de las 7 EDAR, que se encuentran en un radio menor de 800 metros
de los espacios protegidos priorizados (Complejos litorales excepcionales y los
Complejos serranos de interés ambiental).

LEYENDA
@ EDAR
THUELVA
ESPACIOS PROTEGIDOS

Figura 3.2. Mapa de las EDAR, seleccionadas.
3.1.2 Rango de Temperaturas Adecuado al Cultivo de Microalgas.

Como ya se ha analizado en la seccion de Introduccién de este TFM, los cultivos
de microalgas pueden proliferar en rangos de temperaturas muy amplios, ya que las
microalgas extremdfilas pueden hacerlo desde temperaturas cercanas a los 0°C y las
termdfilas incluso por encima de 50°C. La implantacién de un sistema de microalgas
en la EDAR utilizaria, como se resolvera posteriormente en este TFM, una microalga
mesodfila propia de la zona, es decir: un microorganismo que prolifere de forma éptima
a temperaturas entre 20 y 45°C (propias de la zona geogréfica) y que colonice de
forma natural el medio de cultivo.

La decision del rango de temperaturas mas adecuado es determinante para
obtener cultivos productivos de la microalga y, por tanto, sera clave para elegir la
EDAR en una u otra zona de la provincia. Los criterios que se aplicaran en el analisis
de la temperatura son:
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- Menor amplitud térmica diaria promediada a lo largo del afio.

- Menor diferencia entre los extremos de temperaturas maximas, y entre los
extremos de temperaturas minimas, a lo largo del afio.

- Mayor temperatura promedio del agua y menor amplitud térmica de la misma.

En base a la informacion previamente analizada en el apartado 3.1.1., se han
seleccionado dos municipios para analizar la zona geografica mas conveniente de
cara a la implementacion de un sistema de produccion de microalgas (SM) asociado
a una EDAR: Almonte, en la zona de la costa atlantica onubense, y el entorno de
Aracena, en la zona de la sierra de Huelva. Se ha asumido, para la Sierra de Aracena
y Picos de Aroche, que la climatologia de Aracena serd representativa de la que
habitualmente tiene lugar en un entorno de, aproximadamente, 20 km alrededor de
dichos municipios. Por su parte, la estacion meteoroldgica de Almonte se encuentra
situada junta a la EDAR de El Rocio.

Para realizar el analisis, se han representado en graficos (Figura 3.3, Figura
3.4 y Figura 3.5) la amplitud térmica diaria promedio, temperaturas maximas vy
minimas promedio a lo largo del afio, y temperatura promedio del agua a lo largo del
afo. La procedencia de los datos se especifica en la seccién de Materiales y Métodos.

La zona donde se en cuenta localizada el EDAR El Rocio, presenta unos
veranos muy calientes durante los meses de junio y septiembre, con temperaturas
maximas promedio diarias superiores a 30°C, mientras que los periodos frescos se
presentan en los meses de noviembre a marzo, con temperaturas maximas promedio
de 19°C y con una temperatura minima promedio de 6°C. En el municipio de Aracena
también se registran maximas promedio diarias en verano superiores a los 30°C, con
minimas promedio de 2°C en la época méas fria del invierno. Como se deduce de la
Figura 3.3, las temperaturas maxima y minima promedio, a lo largo del afio, en el
municipio de Almonte, son 26,5 y 10,5°C, respectivamente, con una amplitud térmica
promedio de 16°C, un 9,9% inferior a la calculada para el municipio de Aracena. En
este Ultimo, por su parte, las temperaturas maxima y minima promedio, a lo largo del
afo, son 26,5y 8,5°C, respectivamente, con una amplitud térmica promedio de 18°C.
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Figura 3.3. Temperaturas maximas y minimas promedio, y amplitud térmica, en Almonte.
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Figura 3.4. Temperaturas maximas y minimas promedio, y amplitud térmica, Aracena.
Del analisis de datos cabe destacar las siguientes observaciones principales:

a) De una parte, las medias anuales maximas y minimas en el municipio de
Almonte son mas suaves que en Aracena, hasta 3,45°C mas alta en el caso
del promedio de minimas y 1,29°C mas alta en el caso del promedio de las
maximas. El cultivo masivo de microalgas a la intemperie esta sujeto a las
fluctuaciones de la temperatura ambiental; un descenso en la temperatura
media minima supone una ralentizacion de las constantes de velocidad de
las reacciones metabodlicas que se trasladaria en proporcion similar al
crecimiento y a la productividad de biomasa. Dicho descenso no seria lineal,
sino exponencial, de acuerdo con la ecuacion establecida por Arrhenius para
la relacidn entre constante de velocidad de una reaccion y la temperatura:
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b)

Temperatura °C
=
o

k=A . eEaRT

Donde A es el factor de frecuencia; Ea, la energia de activacion; R,
constante universal de los gases; T, temperatura absoluta.

De otra parte, la amplitud térmica diaria promedio en Almonte, en el afio, es
2°C inferior en el municipio de Almonte comparada con la de Aracena. La
menor amplitud térmica en la temperatura ambiental puede producir también
menor amplitud térmica en la temperatura del agua, lo que supondria una
ventaja para el crecimiento de las microalgas al mejorar la eficiencia de la
fotosintesis. No obstante, la amplitud térmica del agua a lo largo del afio en
Almonte (8°C), y la de Aracena (7,5 °C) son practicamente idénticas, con
temperaturas maximas de 23°C y 22°C, respectivamente, y minimas de 15°C
y 14,5°C, respectivamente (Figura 3.5). Sin embargo, debe tenerse en cuenta
que estos datos estdn tomados normalmente en cuerpos de agua de mayor
volumen y profundidad que un sistema de cultivo de microalgas, lo que en el
caso de las localizaciones de la Sierra de Aracena y Picos de Aroche puede
dar lugar a una asuncion erronea de las condiciones de temperatura del agua
de los cultivos en invierno. En cuerpos de agua de poca profundidad y en la
naturaleza, las temperaturas minimas en pleno invierno pueden aproximarse
con frecuencia a valores inferiores a 5°C, consecuencia de los 2°C de minima
de la temperatura ambiental en Aracena, mientras que en Almonte estas
situaciones solo se produciran de manera puntual.
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Figura 3.5. Temperatura promedio del agua en Almonte y Aracena a lo largo del afio.

3.1.3 Horas Reales de Insolacién.

Como ya se detall6 de forma exhaustiva en la seccién de Introduccién, la

productividad de los cultivos de microalgas depende directamente de la cantidad de
luz recibida en el espacio dedicado al cultivo durante su produccion. Los datos de
energia solar que alcanza la superficie terrestre en los municipios de Almonte y
Aracena a lo largo del afio (Figura 7.1y Figura 7.2, Anexo), muestran que, todos los
meses del afo, existe una diferencia notable entre ambas localizaciones, variando

43

Universidad Internacional de Andalucia, 2022



entre el 30% y el 50%, aproximadamente. Con base a los valores mensuales
registrados por la estacion de Almonte, localizada en las coordenadas: Longitud: -6,47
y Latitud: 37,15 (monitorizada por la Agencia Andaluza de la Energia), se define que
el periodo de mayor calor o de mayor incidencia solar, ocurre en los meses de mayo
hasta agosto, con una incidencia maxima en el mes de junio de 258.7 kWh/m? ,
mientras que los meses con menor radiacion directa van desde noviembre a enero,
donde el mes con menor incidencia solar es diciembre con un valor de 63.6 kWh/m?2.
Por su parte, en Aracena (Longitud: -6,59; Latitud:37,66.), los valores de energia solar
incidente registrados en los mismos periodos anteriores son 189,6 kWh/m? y 24,4
kWh/m?, respectivamente. La diferencia en energia total incidente en un afio, 252,83
kWh/m?, calculada a partir de la radiacion directa mensual acumulada, (Tabla 7.2 del
Anexo), existente entre los municipios de Aracena y Almonte, deberia tener un
impacto significativo en la actividad de los cultivos de microalgas (y, por tanto, en la
productividad de la biomasa), asumiendo igual nUmero de horas anuales de insolacion
real en ambas localizaciones.

La productividad de un SM depende directamente de las horas reales de
insolacion del cultivo y de la cantidad de radicacion directa que recibe el cultivo. Se
dispone de datos relativos a la frecuencia de nubosidad en ambas localizaciones por
la radiacion directa mensual de cada sector. La Figura 3.7, muestra la radiacion directa
total de Aracena y Almonte con base a la frecuencia de tiempo despejado a lo largo
del afio, datos que se representan en la Figura 3.6.
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Figura 3.6. Horas de insolacion.
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Figura 3.7. Radiacién directa mensual por las horas reales de insolacion.

Los datos representados muestran que las horas de insolacién sobre un cultivo
de microalgas no serian las mismas segun la instalacién se ubique en Aracena o en
Almonte. La Figura 3.7 muestra que un SM ubicado en la EDAR de El Rocio recibiria,
en promedio, un 39 % mas de radiacion directa a lo largo del afio en comparacion con
un SM ubicado en Aracena.

Para una mejor comprension de las diferencias existentes en valores de
pardmetros climaticos relevantes de cara al establecimiento de un sistema de
produccién de microalgas, en las zonas geogréaficas correspondientes a las
poblaciones de El Rocio (Almonte, proximidad a la costa) y Aracena (norte de la
provincia), en la Tabla 3.2 se han resumido los principales datos agrupados en dos
épocas del afio: la que se ha denominado “época fria” (desde enero hasta abril,
inclusive, y de noviembre a diciembre, inclusive) y “época de calor” (desde mayo hasta
octubre, inclusive). Los valores recogidos para cada época del afio se obtienen
promediando los correspondientes a los meses incluidos en cada periodo.

Tabla 3.2. Condiciones Climatolégicas. Promedios de los valores de cada parametro obtenidos
en los 6 meses de cada uno de los dos periodos indicados: “Epoca de frio”, desde enero hasta
abril y de noviembre a diciembre, todos inclusive; “Epoca de calor”: desde mayo hasta
octubre, ambos inclusive.

Almonte Aracena
Parametro
E. frio E. calor E. frio E. calor
Temperatura ambiente promedio (°C) 13 23,16 10,25 21,16
Temperatura del agua promedio (°C) 16,33 20,91 16 20,45
Rad. solar directa promedio (kWh/m?) 31,7 92,85 14,94 60,54
Rad. solar directa acumulada (kWh/m?) 190,22 557,10 89,61 363,22
Horas totales cielo despejado 6h, 34 min  10h, 13 min  5h, 59 min  9h, 51min
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En conclusion, en base a los resultados obtenidos del andlisis anteriormente
descrito, se decidio seleccionar la EDAR de El Rocio, en el municipio de Almonte,
como la més adecuada para la implementacion de un sistema de produccién de
microalgas, por aunar en su localizacion geografica la proximidad a un espacio natural
de valor excepcional ecolégico y ambiental, y las caracteristicas climaticas mas
apropiadas para la produccion de microorganismos fotosintéticos. La EDAR de El
Rocio se encuentra en el término municipal de Almonte, situada a 529 m del Pre-
Parque Nacional y Natural de Dofiana.

LEYENDA

® EDAR
@® EDAR EL ROCIO
(—VALLADO EDAR ROCIO
T HUELVA

ESPACIOS PROTEGIDOS

Figura 3.8. Localizacidon de la EDAR de El Rocio, colindante con el Parque Nacional de Dofiana.

En funcion de la clara diferencia en el clima entre la época mas fria y la mas
calida del afio, se ha decidido considerar, en adelante, a efectos del planteamiento del
modelo de produccion y para facilitar los calculos en la aproximacién de este TFM,
dos periodos se produccion: la denominada “época fria”, los meses comprendidos
entre enero hasta abril y de noviembre a diciembre, todos inclusive, y la “época calida”,
los meses comprendidos entre mayo hasta octubre, ambos inclusive.

3.2 IMPLEMENTACION DE UN SISTEMA DE PRODUCCION DE
MICROALGAS

Una vez seleccionada la EDAR de El Rocio, se procede a dimensionar y
evaluar teéricamente la productividad de un sistema de produccion de microalgas,
bajo el enfoque de economia circular y sostenibilidad previamente comentado en el
Resumen, y en Objetivos y Justificacion del trabajo.
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3.2.1 Sistemade Produccion.

La produccion de microalgas acoplada a la EDAR requiere agua con nutrientes

y una microalga adecuada. El agua se obtendria del efluente de la EDAR EI Rocio.
Los balances de nutrientes (disponibles en el agua mas los aportados con fertilizantes)
se realizaran una vez elegido y dimensionado el sistema de produccion, conforme a
los siguientes criterios especificos:

Eleccion del tipo de sistema de produccion: Para la seleccion del sistema
de produccion se tienen en cuenta los siguientes criterios: inversion inicial,
costes de operacion, productividad, riesgo de contaminacién y densidad
celular. En base a la informacion expuesta y discutida en el Capitulo de
Introduccion sobre los aspectos mencionados anteriormente, y teniendo en
cuenta el analisis de condiciones climéticas de la zona, se determina que el
sistema de cultivo que mejor se adapta, es un cultivo abierto de tipo circuito
agitado. Al ser una estructura sencilla y de facil funcionamiento a la hora de
operarlo, no requiere de grandes inversiones durante la fase de construccion y
funcionamiento, como se discutio en la Introduccion. Por otra parte, el sistema
se utilizara para aprovechar aguas depuradas, por lo que las aplicaciones del
producto obtenido estarian limitadas, en principio, a ambitos mas econémicos,
como la obtencion de biocombustibles o la biofertilizacion.

Eleccidén de termostatizacidn: El circuito abierto y agitado esta muy limitado
en lo que respecta a la densidad celular y al control de contaminacion por
microorganismos oportunistas. Para mitigar y controlar las problematicas
anteriormente mencionadas se propone instalar un invernadero, con el fin de
regular los cambios de temperatura, particularmente en la época mas fria del
afio, con minimas promediadas de 6°C (meses de enero y febrero) y minimas
puntuales de 2 6 3°C, que afectan al crecimiento ralentizandolo.

Eleccion de iluminacion continua: Ya se discutié en la primera secciéon de
este Capitulo de Resultados que la radiacion solar directa diaria que presenta
la zona no supone limitacién alguna con respecto a los requerimientos de los
microorganismos fotosintéticos. Sin embargo, si el sistema de cultivo se cifie a
los ciclos naturales de luz y oscuridad, la productividad disminuird
considerablemente. Por ello, se propondria mantener iluminacion continua para
mantener la productividad de las microalgas durante 24 horas diarias, para lo
cual se propondria instalar LEDs en el sistema de produccién de microalgas.
La forma mas eficiente de suministrar al cultivo fotones de la longitud de onda
adecuada seria instalarlos dentro del propio seno del cultivo liquido, en el fondo
de circuito agitado, aprovechando la ventaja de que esto es realizable
facilmente con LEDs. De esta forma se evitan pérdidas de luz por reflexion en
la superficie del agua.

Al instalar los LEDs, se puede asegurar al sistema una longitud de onda
maxima de 630nm (Kommareddy & Anderson, 2003), la cual es adecuada para
estimular la fotosintesis en las microalgas (Forjan et al., 2014). Ademas, se
estima que un LED presenta un periodo de vida util de 50.000 horas. Por lo
tanto, se proyecta que un LED funcione dentro del sistema 417 dias, es decir
un afo y 84 dias de produccion.
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Al proponer un sistema de iluminacion artificial, se proyecta instalar paneles
solares que sean capaces de suministrar los requerimientos energéticos de
todas las iluminarias a instalar dentro de cada biorreactor, durante las dos
épocas del afio. Para cada biorreactor se instalarian 50 LEDs. Por
consiguiente, se requieren 94 paneles solares, para abastecer los dos médulos
en la época de frio, (considerada como la época de menor irradiancia y mayor
consumo energetico).

Eleccion de material de construccion: Al tratarse de una instalacion
implementada que podria ser de uso temporal, o cuya ubicacién en la
instalacion de la EDAR podria variar por una ampliacion, se descartan
materiales de construccion permanentes, como ladrillo, hormigbn u otros
similares. El material con el que se plantearia realizar la construccion del
sistema de cultivo es la fibra de vidrio, que es ligero, permite la retirada del
sistema o0 su cambio de emplazamiento con facilidad y tiene un periodo de vida
atil de 15 a 40 afos (FIVIDRIO, 2020).

Dimensiones del circuito abierto agitado: En base a la informacion de la
literatura cientifica analizada (Capitulo de Introduccién), se propone utilizar
dimensiones convencionales en el disefio de un sistema del tipo referido; se
proponen sistemas de 50 m de longitud méaxima, manteniendo una relacion
1/10 entre el ancho y el largo del circuito (Dominguez, 2018). Se propone una
columna de agua tendra 0,15 m, dentro del margen descrito en la literatura
cientifica como adecuado (Dominguez , 2018). La eleccién de la longitud de la
columna de agua se basa en el andlisis de dos tipos de datos:

- La relacién entre irradiancia y longitud de la columna de agua (Figura
7.4, Anexo).

- La relaciéon entre tasa de crecimiento promedio en microalgas y la
longitud de la columna de agua (Figura 7.3, Anexo)

Segun la Figura 7.4 del Anexo, a una profundidad de 0,15 m se produce
una pérdida de irradiancia de, aproximadamente, el 60% de la que alcanza la
superficie del cultivo. Dicha pérdida sera mayor en presencia de las células de
la microalga debido al efecto pantalla de unas sobre otras, lo que reduce la
irradiancia en el fondo de la columna de agua hasta el 95% de la inicial (datos
no mostrados, obtenidos en la Planta Experimental de Microalgas de la
Universidad de Huelva, en CIDERTA). Esta limitacion de luz para el
microorganismo se solventa mediante una agitacion adecuada del cultivo, de
modo que las células estaran sometidas a ciclos cortos de luz-oscuridad, segun
accedan a la parte alta de la columna de agua y vuelvan seguidamente al fondo
de la misma (Forjan et al., 2014). En un sistema tipo circuito abierto agitado,
pueden ajustarse la velocidad de agitacion y la longitud del canal para
conseguir minimizar la sedimentacion y, por tanto, mantener la homogeneidad
en el cultivo de modo que cada célula esté sometida a ciclos cortos, constantes,
de luz-oscuridad. De esta forma se asegura la maxima tasa de crecimiento
posible para la microalga producida. Conseguido esto, segun el analisis de la
Figura 7.3 del Anexo la tasa de crecimiento promedio para la microalga
cultivada en un sistema abierto con una columna de agua de 0,15 m sera, como
maximo, un 85% de la tedrica maxima (Romagnoli et al., 2020).
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De cara a la eleccion de microalga, debera tenerse en cuenta la
seleccion de algun género tolerante a alta irradiancia, pues la columna de agua
de 0,15 m asegurara a cada célula, en un sistema con baja concentracion
celular y una agitacion homogénea, mayores dosis de PAR que en un sistema
de mayor profundidad.

e Agitacion mecénica: El sistema se agitara mecdnicamente para asegurar un
constante movimiento, facilitar el intercambio de nutrientes y evitar la
sedimentacion de las microalgas (Richmond, 2003). El sistema de agitacion es
el habitual en este tipo de sistemas.

La Tabla 3.3 hace referencia a las caracteristicas y dimensiones den posible
modulo de produccion.

Tabla 3.3. Dimensiones del biorreactor.

PARAMETRO VALOR
Largo (m) 50,0
Ancho (m) 5,0
Profundidad (m) 0,15
Volumen total (m?) 37,5
Area superficial (m2) 250
Area trasversal (m?2) 7,5
Numero de LED por biorreactor 50
Distancia de ubicacién LED (m) 5

En la Figura 3.9, se puede observar de una forma gréafica las dimensiones
expuestas en la Tabla 3.3.

Largo:50m

Ancho:5m

Paletas
Profundidad: 0,15m (Agitadores mecanicos)

Figura 3.9. Disefio de un biorreactor del tipo circuito abierto agitado.
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3.2.2 Eleccion de la Microalga.

Como se refirid en la Introduccion, existen centenares de miles de especies de
microalgas. Sin embargo, una vez elegido y justificado el uso de un sistema abierto y
teniendo como objetivo transferir nutrientes del agua de la EDAR a biomasa de forma
rapida, la eleccion de la microalga adecuada se apoyaria, segun nuestra propuesta,
en los criterios que se resumen en la Tabla 3.4.

Tabla 3.4. Criterios conducentes a la seleccion de una microalga adecuada al proceso

propuesto.
Criterio Justificacién Fuente de datos para
analisis
Mesdfilo Temperaturas propias de la latitud de la Figura 3.3

provincia de Huelva

(Martins et al., 2010; Romero-
Morales et al., 2018; Subirats,
2015)

Alta afinidad por N Capacidad de crecer con niveles muy bajos
yP de Ny P presentes en aguas depuradas.

Alta productividad. (Castillo et al., 2017; levina &

Crecimiento rapido ~ Capacidad de tolerar las altas dosis de PAR  Romagnoli, 2020; S. P. Singh

de la ubicacion. & Singh, 2015)
Crecimiento Tolerancia frente a posibles competidores (Abalde et al., 1995;
robusto fotoautétrofos por uso de sistema abierto. Hernandez & Labbé, 2014)
Crecimiento Evitar alto gasto energético en sistema
unicelular abierto, necesario para especies que (Abalde etal., 1995)

agregan.
Alto contenido en ) o o (Qiu et al.,, 2017; Salazar,
lipidos Ventaja para productividad biodiésel. 2012)

Como premisa para la actividad propuesta, se sugiere en este TFM utilizar
microalgas aisladas del propio entorno geografico, microorganismos que pueden
proliferar de manera autonoma en un medio mineral rico en nutrientes propios de
microalgas. Cualquier especie de laboratorio que crezca en un medio de cultivo poco
selectivo, es decir, cuyas condiciones no extremas permitan el crecimiento de
especies locales oportunistas, estaria en principio condenada a presentar con
frecuencia problemas de contaminacion que podrian producir el colapso del cultivo.
Podria seleccionarse un monocultivo de una especie local, o incluso desarrollar
cultivos mixtos, con dos 0 mas especies en equilibrio a lo largo del afio (Abalde et al.,
1995).

No obstante, en la aproximacion realizada en este trabajo se ha analizado
exhaustivamente la literatura cientifica en busqueda de especies que cumplan los
criterios expuestos en la Tabla 3.4. Para ello, se han analizado datos de Tablas y
Figuras de un numero de revisiones bibliogréaficas y articulos de los ultimos afios.

Al realizar el analisis de la informacion cientifica conforme a lo expuesto en el

Capitulo 1, se determina que el género de microalga que mejor puede adaptarse para
realizar la depuracion de las aguas de la EDAR El Rocio atendiendo a los criterios
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expuestos en la Tabla 3.4, es Chlorella, ya que las especies de este género se
caracterizan por presentar una alta tasa de crecimiento, alta adaptabilidad a entornos
de condiciones fluctuantes, alta tolerancia a alta irradiancia PAR, bajos requerimientos
nutricionales y una baja sensibilidad a la contaminacion. Los principales resultados
obtenidos del analisis de la literatura se exponen en la Tabla 3.5.

Tabla 3.5. Parametros de crecimiento de Chlorella sp. Especies del género Chlorella que
cumplen con los criterios expuestos en la Tabla 3.4 para ser candidatas para su produccién en
la EDAR El Rocio.

Tasa de Lipidos (%, peso
Temperatura i i > p P
Especie p°C (d;rr]%?_'r?{_'f's‘?‘l) crecimiento seco alga)
( ) (d—l)
25 a 28* 5-40*
C. vulgaris 2400 1,09
<15** y > 30** 58 *%
36 a 40 750 *
C. sorokiniana 0,3 37
<20%* y >42%* 2500%*
48,7*
C. protothecoides 25a 37* 50* 3,4
55,2 - 57,8**
10-30* 30-550
C. minutissima 35+ 1500 0.12-0.66 57**

*Condiciones optimas; ** Condiciones de estrés
Fuente: (levina & Romagnoli, 2020; S. P. Singh & Singh, 2015), Modificado.

Después de analizar las caracteristicas y las condiciones de la zona de
influencia directa, el area del término municipal de Almonte, se identifica que la mejor
especie de microalga -de las analizadas- que se puede adaptar para el desarrollo del
proyecto es la Chlorella minutissima, ya que la temperatura 6ptima para su crecimiento
esta dentro del rango de 10-30°C, y la zona de El Rocio presenta una temperatura
minima de 19°C y maxima de 30°C. Un factor clave en esta seleccion es la capacidad
de dicha especie para adaptarse a temperaturas fuera del citado rango, adaptandose
a 35°C, temperaturas puntualmente altas durante la época célida en la costa
onubense. Otro factor limitante para el crecimiento de las microalgas es la incidencia
de la luz; se propone a la microalga C. minutissima como la mas apropiada al no
requerir una alta irradiancia (maxima de 550 pmol-m2-s1) para alcanzar su tasa de
crecimiento maxima de 0,6 (Tabla 3.5). El uso de invernadero amortiguaria la
variabilidad e impacto de la temperatura sobre el cultivo a lo largo de los ciclos
naturales dia-noche. Chlorella vulgaris y Chlorella sorokiniana serian, igualmente,
candidatas potencialmente adecuadas para su produccion en la latitud y condiciones
discutidas en este trabajo.

3.2.3 Caracteristicas Operacionales del Sistema de Produccion.

El SM acoplado a la EDAR operaria, segun la propuesta de este TFM, del
siguiente modo:
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a) El SM contiene un volumen constante de agua depurada, tomada de la
EDAR.

b) La microalga elegida crece dentro un rango de tasas de crecimiento descrito
anteriormente, y lo hace en base a nutrientes (N y P, principalmente) que
proceden del agua de la EDAR y de formulaciones NPK comerciales.
Durante la operacion del SM, la biomasa total que contiene se mantendra
aproximadamente constante.

c) Elincremento diario de biomasa debido al crecimiento es evacuado del SM
diariamente. Para ello, cada dia el SM se diluye mediante la extraccion de
una fraccion de su volumen determinada por la tasa de crecimiento de la
microalga. El volumen retirado se repone con volumen de agua de la EDAR
de El Rocio.

d) Como se explico al final del primer apartado de este Capitulo 3, para realizar
una primera aproximacion a los célculos de operacién del SM -este es el
objeto de este TFM- se han considerado separadamente dos épocas del
afio con diferente climatologia: la que se ha denominado “época de frio”,
entre desde enero hasta abril y desde noviembre hasta diciembre, todos
inclusive, y la denominada “época de calor’, que incluye los meses
comprendidos entre mayo y octubre, ambos inclusive.

Como se ha descrito anteriormente en este TFM, la EDAR de El Rocio
alimentara el sistema de produccion de microalgas con agua depurada, conteniendo
N y P inorganicos. En este apartado se muestran los resultados de los célculos
realizados para determinar los principales paradmetros de operacion del sistema de
produccién, lo que incluye principalmente:

— Dimensionar los flujos de agua entre la EDAR y el SM.

- Dimensionar la productividad de la biomasa.

— Dimensionar las masas de N y P de la EDAR recicladas en biomasa de
microalgas.

- Dimensionar el volumen de triglicéridos y, por tanto, de biodiésel obtenido.

Como premisa, se hace constar la necesidad, en la practica, de analizar
diariamente los parametros fisicoquimicos del agua de la EDAR, con objeto de poder
ajustar, cuando proceda, los nutrientes y caracteristicas fisicoquimicas del sistema de
produccion de microalgas a los valores de operacion que se establezcan.

Debido a que, durante las dos épocas del afio definidas, las condiciones
climaticas cambian, particularmente la temperatura, por ende, también lo hara la tasa
de crecimiento de la microalga, por lo cual es necesario calcular los valores de los
pardmetros relevantes a la hora de estimar la produccion del sistema del cultivo para
estos dos periodos del afio. Aunque se propone el uso de invernadero para amortiguar
el impacto de las temperaturas mas frias del invierno en el agua del SM, los céalculos
se han realizado para el escenario menos positivo, sin contabilizar el efecto
amortiguador. Es decir, considerando una tasa de crecimiento para la época de frio y
otra mayor para la época de calor
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Seguidamente se muestran los resultados obtenidos de los principales
parametros del SM para ambas épocas del afio. Para el céalculo, se han fijado
determinadas caracteristicas del sistema que incluyen alto, ancho, profundidad y
volumen util del SM (ya discutidos en este TFM, Tabla 3.3), asi como otros datos
necesarios para obtener datos anuales del SM que incluyen dias de operacion por
semestre y anuales, y el nimero de unidades de produccion de microalgas en cada
época. Todos ellos se resumen en la Tabla 3.6.

Tabla 3.6. Principales parametros del SM.

Caracteristicas Valor

Largo (m), ancho (m), profundidad (m) 50 ; 5; 0,15

Volumen total 37,5m3 (37.500L)

Numero de biorreactores implementados 1 época de calor, 2 época de frio
Dias de operacion semestral/anual 167 : 334

Se ha determinado que en la época de frio operen 2 unidades del SM, para
compensar en esta aproximaciéon la pérdida de productividad del SM como
consecuencia de las temperaturas mas bajas en invierno. Se ha considerado también
qgue el SM no operara durante 1 mes al afio (31 dias), incluyendo en este periodo
tareas de limpieza de los reactores, posibles necesidades de mantenimiento que
requieran parada del SM (maquinaria: bombas, palas agitadoras, reparaciones en la
fibra de vidrio) o eventos que supongan un colapso del crecimiento.

Epoca de Calor

Para calcular los flujos de agua de la EDAR al SM vy los del propio SM, se han
prefijado los valores de los pardmetros que se recogen en la Tabla 3.7: la tasa de
crecimiento y la densidad celular.

La tasa de crecimiento promedio de C. minutissima para le época de calor se
ha fijado en 0,3. Debe aclararse en este punto que no existe ningun modelo que
prediga con exactitud y precision la tasa de crecimiento de una microalga, ya que las
condiciones experimentales o de produccion son Unicas en cada caso, incluyendo en
ello variacion de temperatura, de irradiancia, paso de luz en el cultivo, composicion
nutricional del medio de produccion, parametros de ingenieria del proceso, etc. No
obstante, se pueden realizar aproximaciones a la tasa de crecimiento dentro de unos
margenes habituales de valores esperables segun condiciones de produccién
habituales. En este sentido, asumimos una tasa de crecimiento de 0,3 d! para la
época de calor, en base a una pérdida del 55% de la tasa de crecimiento maxima del
microorganismo descrita en condiciones optimas de crecimiento en laboratorio (0,66
d?). La pérdida se justifica en la disminucién de un 15% de reduccién natural de
irradiancia en la columna de agua (calculada para 0,15 m, Figura 7.3 y Figura 7.4 del
Anexo) (Romagnoli et al., 2020), y un 40% afiadido en base a dos factores: la
relativamente alta concentracién de biomasa seleccionada (3 g-L1), que apantalla el
paso de luz en el cultivo, y las condiciones subd6ptimas de luz y temperatura naturales
a lo largo de la mayor parte del dia (Cuaresma et al., 2009; Cuaresma et al., 2011).Se
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ha asumido, para la época de calor, una concentracion de microalgas en el SM de 3
g-L%, aceptada en la literatura como razonable para operar un SM del tipo circuito
abierto.

Para mantener el SM con una concentracion de biomasa aproximadamente
constante, ha de operarse diluyendo cada dia para extraer del SM el exceso de
biomasa producida con consecuencia del crecimiento en las 24h previas. Con este
planteamiento y como se describe en el Capitulo 2, la tasa de dilucion -fraccion de
volumen del SM gque se retira diariamente del mismo y se reemplaza por volumen de
agua de la EDAR- se iguala a la de crecimiento del microorganismo (Wen et al., 2014).
De esta forma, D = 0,3 d'%, como se recoge en la siguiente Tabla.

Tabla 3.7. Parametros iniciales de Epoca de Calor

Parametro Epoca de Calor
Tasa calculada de crecimiento (d1) 0,3

Dilucién (d-1) 0,30

Densidad celular (g-L?) 3,00

Produccion de biomasa (kg d-?) 33,75

Como se describe en el Capitulo 2, a partir de la tasa de dilucién, que depende
por tanto de la tasa de crecimiento del microorganismo, y de la densidad celular del
SM obtenemos con facilidad la productividad (tasa diaria de retirada de biomasa) del
SM (0,9 g-Lt-db).

Si se mantiene constante el valor de dilucion del SM -asi lo asumimos en este
TFM-, el volumen del SM permanece constante (37.500 L, Tabla 3.6) y permite
establecer la cantidad de biomasa que tedricamente se genera (y retira) diariamente
en el SM (33,7 kg-d'!) y la cantidad de biomasa que se mantiene constantemente (y
activa) dentro del biorreactor (112,5 kg).

El dltimo dato permite conocer la cantidad de biomasa que, segun el modelo de
operacion propuesto, se produciria -seria extraida del SM mediante dilucién diaria-
durante todo el periodo de calor (167 dias), operando en las condiciones descritas:
5,64 toneladas.

Igualmente, relevante es el flujo de salida, o caudal de salida, del SM, ya que
determinara el volumen de agua de la EDAR que se desvia diariamente hacia el
sistema de produccion de microalgas. El calculo, que se describe en el Capitulo 2, es
inmediato utilizando la dilucién y el volumen Gtil del SM, dando lugar a 11.250 L diarios,
lo que se traduce en 1.878.750 L (1.878,7 m?) del efluente de la EDAR desviados al
SM durante la época de calor.

Epoca de Frio

Para calcular los flujos de agua de la EDAR al SM y los del propio SM, se han
prefijado los valores de los parametros que se requieren para el funcionamiento de un
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(1) biorreactor en la época de frio, los cuales se recogen en la Figura 3.8, la tasa de
crecimiento (obtenida del analisis previo realizado en la seccién 3.2.2 de este Capitulo
3) y la densidad celular. La tasa de dilucion se obtiene en funcidon de la tasa de
crecimiento, como se indicO para la época de calor.

La tasa de crecimiento promedio de C. minutissima para la época de frio se ha
fijado en 0,15. Como se indicé anteriormente, no existe ningin modelo que prediga
con exactitud y precision la tasa de crecimiento de una microalga, ya que las
condiciones experimentales o de produccion son Unicas en cada caso. No obstante, y
siguiendo la misma aproximacion en el calculo que para la época de calor, se ha
obtenido un valor de tasa de crecimiento asumido como promedio para la época de
frio, calculado como el 50% de la tasa obtenida para la época de calor, consecuencia
del efecto de la temperatura mas baja (Richmond, 2003). Se ha asumido, para la
época de frio, una concentracién de microalgas en el SM de 2 g-L?, también
aceptable, segun la literatura, para operar un SM del tipo circuito abierto.

Al igual que en apartado anterior, se asume para el SM una concentracion de
biomasa aproximadamente constante, diluyendo cada dia el sistema para extraer el
exceso de biomasa producida por crecimiento en las 24h previas. De esta forma,
siguiendo el modelo de célculo usado en la época de calor, la tasa de dilucion seria
D= 0,15 d*. Por tanto, a la hora de determinar el peso de biomasa total producida en
la denominada época de frio se utilizan los datos incluidos en la siguiente Tabla.

Tabla 3.8. Parametros iniciales de Epoca de Frio

Parametro Epoca de Frio
Tasa de disefio de crecimiento (d-1) 0,15
Dilucién (d-1) 0,15
Densidad celular (g-L?) 2,00

Produccion de biomasa por biorreactor (kg d1) 75

Produccidén de biomasa total (kg d-1) 11,25

A partir de la tasa de dilucién y de la densidad celular del SM se ha obtenido la
productividad (tasa diaria de produccién) de biomasa del SM (0,3 g-L*-d1).

Asumiendo, de nuevo, un valor de dilucién constante para el SM, el volumen
del sistema permanece constante (37.500 L, Tabla 3.6), y a partir del mismo se calcula
-en este caso para la época de frio- la cantidad de biomasa generada diariamente en
un biorreactor en el SM (11,2 kg-d?), asi como la cantidad de biomasa que se
mantiene dentro del biorreactor (75 kg).

Con estos datos se calcula la cantidad total de biomasa que se produciria -
extraida del SM mediante dilucién diaria- durante la época de frio (167 dias), operando

en las condiciones descritas: 1,88 toneladas por biorreactor. En la aproximacion a la
planta de produccién realizada en este TFM se han contemplado 2 SM operando
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simultdneamente en la época de frio, por lo que se estima una produccion total de
3,76 toneladas.

Como se detallé anteriormente para la época de calor, utilizando la dilucion y
el volumen util del SM se obtendra el caudal de salida del SM, y por lo tanto el volumen
de agua de la EDAR que seria necesario desviar cada dia hacia dicho sistema. Asi,
se obtienen 5.625 L diarios -234,38 L por hora, caudal de salida-, lo que se da lugar a
939.375 L (939,37 m?) del efluente de la EDAR desviados al SM durante la época de
frio para uno sélo de los SM; asi que durante el funcionamiento completo del SM en
la época de frio, con dos biorreactores (SM) funcionando a la par, se necesita
introducir un caudal constante de 5.625 L, por biorreactor, dando un total de 11.250 L
diarios provenientes de la EDAR, por consiguiente se supone que semestralmente se
estan destinando 939.375 L por biorreactor, es decir que para los dos biorreactores
se requieren 1.878.750 L (1.878,7 m?) de la EDAR para el desarrollo del sistema de
produccion .

3.2.4 Balance de Nutrientes Principales

En esta seccidn se analizan los balances de los elementos quimicos esenciales
en la nutricién de un cultivo de microalgas, teniendo en cuenta las condiciones de
operacion antes descritas y discutidas. Los citados elementos son C, Ny P, como se
detall6 en el Capitulo 1.

Con base a los célculos detallados que se exponen en el Capitulo 2, se procede
a estimar de forma tedrica, las concentraciones nutricionales que requiere un SM de
C. minutissima. Para el desarrollo del presente TFM sélo se tiene en cuenta los
principales nutrientes mayoritarios: carbono, nitrogeno y fosforo.

e Carbono

Para cuantificar el requerimiento de una microalga que se desarrolla dentro del
SM, primero se debié asumir una tasa de pérdidas del 30% de CO2, porcentaje que
se refiere al exceso de CO: inyectado al SM y no utilizado por las microalgas. La
cantidad de CO2 consumida por las células de la microalga durante el crecimiento en
el SM se calcula directamente a partir de la relacion estequiométrica entre el gas y el
carbono transferido a biomasa, a partir de la formula de la biomasa (Cuaresma et al.,
2009):

CH1.7800.36No.12 (S)

De acuerdo con dicha expresién, la produccion de 1 g de biomasa requiere el
consumo e incorporacion efectiva de 2,07 g de CO2. Como asumimos una pérdida del
30% del dioxido de carbono inyectado al sistema (Barajas & Castellanos, 2017), el
total de gas que es necesario inyectar para producir 1 g de biomasa es de 2,70 g. La
Tabla 3.9 expone la cantidad de gramos iniciales que requiere una microalga, el
porcentaje de perdidas asumido dentro del SM y los gramos totales de CO2 que se
deben inyectar al tener en cuenta las pérdidas que se presentan dentro del sistema.
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Tabla 3.9. Principales parametros CO; en SM, referidos a la produccién de 1g de biomasa de
microalga.

Parametros Valor

CO2 requeridos por las microalgas (g) para producir 1g biomasa 2,07
Pérdidas asumidas en el sistema (%) 30

CO:2 total requerido (g) 2,70

En el Capitulo 2 se establecen los célculos para obtener los requerimientos
nutricionales de COz para la microalga C. minutissima, en las dos épocas del afio, con
el fin de conseguir una produccién mas eficiente, ya que cada periodo maneja
condiciones especificas de crecimiento y por lo tanto la cantidad de biomasa
recolectada es diferente.

Epoca de Calor

Para mantener una produccién de biomasa de 33,75 kg d (Tabla 3.7), es
necesario inyectar al SM diariamente 90,9 kg de COz, es decir, que, para obtener los
objetivos de rendimiento tedrico segun la tasa de crecimiento de las microalgas, en
necesario suministrar al SM 15.192,9 kg por semestre.

Epoca de Frio

Para mantener una produccion de biomasa de 11,25 kg d* por biorreactor (Figura
3.8), es necesario inyectar al SM diariamente 30,3 kg de CO:2 ; por tanto, para obtener
los objetivos de rendimiento tedrico para la época de frio, es necesario inyectar en el
SM (en cada biorreactor) 5.064,3 kg del gas por semestre, y por ende, al poner en
funcionamiento los dos biorreactores durante la época de frio se requiere 10.128,61
kg de COs2.

A modo de resumen, para abastecer al SM del carbono necesario en las
diferentes épocas del afio, se necesita adicionar por biorreactor lo referido en la
siguiente Tabla:

Tabla 3.10. Requerimientos de CO; para el cultivo.

Requerimiento de CO; Epoca de calor Epoca de frio
Produccion de biomasa total (kg d1) 33,75 11,25
Requerimiento CO: al dia (kg) 90,97 30,3
Requerimiento de CO2z semestral (kg) 15.192,91 5.064,3
Requerimiento de CO2 semestral total (kg) 15.192,91 10.128,61

De manera general, segun el REDIAM se estima que el municipio de Almonte
presenta una huella de carbono promedio anual de 118,8 t CO2 eq y tiene una
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capacidad de sumidero media anual de 62,121 t CO2eq. Por lo tanto, si se pone en
funcionamiento el SM es posible reducir 25,32 t de CO:2 al afio — requerimiento anual
de COz del SM-, si bien de esa cantidad realmente un 70% (17,73 ton) seria
incorporada a biomasa de microalgas. Es decir, que se podria lograr, anualmente, una
reduccion adicional de CO2 ambiental en el municipio de un 15%.

e Nitrégeno

Partiendo de las aproximaciones a la concentracién de nitrégeno presente en
la biomasa -1,68 g Nitrdgeno en cada mol de biomasa- expuestas en el capitulo
anterior, se procede a exponer los requerimientos de nitrégeno dentro del SM en las
diferentes épocas del afio, segun la produccion de biomasa calculada.

En cuanto al modo de suministro de nitr6geno, se propone de dos maneras
simultdneamente: la primera y mas relevante es mediante la adicion de fertilizantes
gue contengan nitrato, ya que se ha demostrado que los fertilizantes son menos
costosos que los medios de cultivos convencionales (Silva, 2016). La otra forma, como
se plantea en este TFM, es complementar la cantidad de nitrégeno que requiere el
SM mediante uso del vertido que realiza la EDAR El Rocio. Para este ultimo caso se
asumen las siguientes condiciones iniciales del vertido, segun la normatividad legal
vigente espafiola

Tabla 3.11. Caracteristicas de las aguas residuales urbanas antes ser descargadas.

Requerimiento de CO2 Concentracion del vertido
Nitrogeno Total (mg N/I) 15 mg/l
Fasforo Total (mg P/1) 2 mgl/l

Fuente:(Mart et al., 2006)

Seguidamente se muestran los resultados del analisis de necesidades de N
para mantener el SM al maximo rendimiento.

Epoca de calor

Con el fin de lograr una produccién de 33,75 kg d* de biomasa (Tabla 3.7), es
necesario inyectar al SM 2,67 kg dde N, los cuales se introducirdn mediante un
fertilizante que contenga nitrato (NOz’), denominado coloquialmente NPK. Por lo tanto,
se necesita adicionar al medio 11,8 kg d-* de nitrato diarios, contenido en un fertilizante
NPK. Es decir, se necesitan para la época de calor (167 dias) 1,98 t de nitrato
contenido en el fertilizante.

Ahora bien, la demanda de fertilizante disminuye en el momento en el que se
abastezca el biorreactor con el efluente de la EDAR, donde se estima que el vertido
presenta una concentracion media aproximada de 0,015 g L™ de nitrégeno total. Con
lo anterior se determina que la EDAR es capaz de compensar los requerimientos
diarios de nitrégeno en el SM en un 6,32%, es decir que por cada litro de agua que
ingresa a la planta, el efluente contiene 0,07 g Nitrato. Finalmente, se concluye que el
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efluente provee diariamente 0,74 kg N, es decir, que durante toda la camparfia de la
época de calor es posible eliminar 124,8 kg del N contenido en el agua de la EDAR.

Epoca de Frio

Con el fin de lograr una produccién de 11,25 kg d* de biomasa por reactor (Tabla
3.8) es necesario inyectar al SM 0,89-kg d* de N, los cuales se introduciran mediante
el referido fertilizante NPK. Por lo tanto, se necesita adicionar al medio de cada
biorreactor 5,9 kg d* de nitrato diarios, contenido en un fertilizante NPK Es decir, se
un biorreactor necesitan para la época de frio (167 dias) 0,66 t de nitrato contenidas
en un fertilizante; en total, para el funcionamiento de los dos fotobiorreactores en dicha
época se necesitarian 1,32 t de nitrato contenidas en un fertilizante NPK.

De nuevo, en el momento en el que se abastezca el biorreactor con el efluente
de la EDAR se reducira la demanda de fertilizante. Como se ha estimado una
concentracion media aproximada de 0,015 g L* de nitrégeno total en el efluente de la
EDAR, éste es capaz de compensar los requerimientos diarios de nitrégeno en el SM
en un 9,47%. Finalmente, se concluye que el efluente provee diariamente a cada
biorreactor con 0,37 kg N, luego durante toda la campafia de la época de frio es
posible eliminar 124,8 kg N de efluente de la EDAR si se mantienen los dos
biorreactores funcionando.

Se resumen, a continuacion, los principales datos relativos a los requerimientos
y uso de N en el SM.

Tabla 3.12. Requerimientos de N para el cultivo.

Requerimiento de N- Epocade calor Epocade frio
Requerimiento N- al dia (kg) 2,67 0,89
Requerimiento de NOs-al dia (kg) 11,83 3,94
Requerimiento de NOs por biorreactor semestral (kg) 1.976,14 658,71
Requerimiento de NOs-total semestral (ton) 1,98 1,32
Concentracién del NOs. (g-L1) 1,05 0,70

Aporte de N proveniente de la EDAR

Aporte de N diario de la EDAR (kg)- por biorreactor 0,74 0,37

Aporte de N semestral (kg)- por biorreactor 124,8 62,4

Aporte total de N semestral (kg) 124.8 124,8

Concentracion de N aportado de la EDAR (%) 6,32 9,47
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e Fo&sforo

Con base a la informacion recolectada de la concentracion de fésforo presente
en la biomasa -0,01 g fosforo por gramo de microalgas secas- expuesto en el Capitulo
2, se procede a mencionar los requerimientos de fésforo dentro del SM en las
diferentes épocas del afio, segun la produccion de biomasa.

En cuanto al modo de suministro de fésforo, se proponen los mismos dos
procedimientos que para el nitrégeno: la primera y mas relevante, la adicién de
fertilizantes que contengan anhidrido fosférico (P20s) -los referidos NPK-, y la
segunda, mediante el vertido que realiza la EDAR El Rocio. Para este ultimo caso se
asumen las siguientes condiciones iniciales del vertido, segun la normatividad legal
vigente espafola expuestas en la Tabla 3.11:

Epoca de Calor

Con el fin de lograr una produccién de 33,75 kg d-de biomasa (Tabla 3.7), es
necesario inyectar al SM 0,34 kg d* de P, los cuales se introducirdn mediante un
fertilizante que contenga anhidrido fosforico (P20s), siendo necesario adicionar para
ello al medio 0,77 kg d* P20s. Por ello, para la época de calor se necesita 0,13 t de
P20s que estén contenidos en el fertilizante.

De nuevo, el efluente de la EDAR, con una concentracion media aproximada
de 0,002 g L de fosforo total, reducird la demanda de P20s. Con lo anterior se
determina que la EDAR es capaz de compensar los requerimientos diarios de fésforo
en el SM en un 6,67%. Se concluye que el efluente provee diariamente 22,5 g P, para
un total de 3,75 kg P durante, los 167 dias de la denominada época de calor.

Epoca de Frio

Con el fin de lograr una produccién de 11,25 kg d-*de biomasa (Tabla 3.8), es
necesario inyectar al SM 0,11 kg d* de P los cuales se introduciran mediante un
fertilizante que contenga anhidrido fosférico (P20s), siendo necesario adicionar para
ello al medio 0,26 kg d* de P20s diarios. Por ello, un biorreactor para para la época
de frio se necesita 0,04 t de P20s que estén contenidos en el fertilizante, es decir que
para lograr el funcionamiento de los dos se requieren 0,04 t de P20s durante toda la
época de calor.

Considerando que el agua de la EDAR contenga aproximadamente los citados
0,002 g L* de fosforo total, el efluente de la EDAR seria capaz de compensar los
requerimientos diarios de fosforo en el SM en un 10,0%. Se concluye que el efluente
provee diariamente al SM con 11,25 kg P, lo que durante toda la campafa de la época
de frio supondria un total de 1,8 kg P en cada biorreactor y un total 3,75 kg P para los
dos.

Se resumen, a continuacion, los principales datos relativos a los requerimientos
y uso de P en el SM
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Tabla 3.13. Requerimientos de P para el cultivo por biorreactor.

Requerimiento de P,0s Epocade calor Epocade frio
Requerimiento P- al dia (kg) 0,37 0,11
Requerimiento de P.Os al dia (kg) 0,77 0,26
Requerimiento de P2Os semestral por biorreactor (kg) 129,09 43,03
Requerimiento de P.Os semestral total (ton) 0,13 0,09

Aporte de P proveniente de la EDAR

Aporte de P diario de la EDAR (g)- por biorreactor 22,50 11,25
Aporte de P semestral (kg)- por biorreactor 3,76 1,88
Aporte total de P semestral (kg) 3,76 3,76
Concentracion diaria total de P (%) 6,67 10

Se concluye que al introducir en el SM el efluente proveniente de la EDAR El
Rocio, se pueden obtener los siguientes beneficios econdmicos y medioambientales:
reduccion en los gastos en cuanto a la compra de materia prima (fertilizante que
contengan NPK) en el SM y mejora en la calidad de las aguas receptoras, ya que se
estd disminuyendo la concentracion de la carga contaminante al realizar un
aprovechamiento del vertimiento que se recolecta para posteriormente introducirlo al
sistema de cultivo de microalgas. Ademas, el agua con nutrientes resultante de la
produccion de microalgas podria destinarse a fertilizacion de producciones intensivas
de “berries”, propias de la zona. Para esto se requeririan ensayos experimentales que
demostrasen la eficacia del agua en la fertilizacion.

Tabla 3.14. Condiciones de Produccion por época.

Parametro Epoca de Calor Epoca de Frio
Numero de biorreactores 1 2
Tasa de disefio de crecimiento (d2) 0,3 0,15
Dilucion (d?1) 0,30 0,15
Densidad celular (g-L?) 3,00 2,00
Flujo por biorreactor (L-d?) 11.250 5.625
Renovacion (%, v/v) 30 15
Flujo total (L-d"1) 11.250 11.250
Biomasa cosechada por biorreactor (Kg d-1) 33,75 11,25
Biomasa constante por biorreactor (Kg) 112,5 75,0
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Parametro Epocade Calor Epoca de Frio

Biomasa producida por biorreactor (kg) 5.636,25 1.878,75

Biomasa total producida (Ton) 5,64 3,76

3.2.5 Extraccién

Segun lo planteado en el Capitulo 2 de Materiales y Métodos, el proceso de
extraccibn que se desarrollard se combina simultdneamente con el de
transesterificacion, que se efectla segun lo descrito en dicho capitulo. Se exponen, a
continuacion, los resultados obtenidos para la obtencion de lipidos transesterificables
en las épocas de calor y de frio.

Epoca de calor

Se estima que, durante el periodo de funcionamiento de la época de calor del
SM, se producen 5,64 toneladas de biomasa, de las cuales sélo el 35% en promedio
son lipidos, es decir 1,97 toneladas.

Ademas, aproximadamente 50% del total de lipidos corresponde al peso total
de triglicéridos (Yang et al., 2020), producidos durante la época de calor (0,99 t). Por
lo tanto, se puede concluir que de todo el proceso de produccion del cultivo de
microalgas planteado durante el presente TFM, seria razonable obtener 1 tonelada de
biocombustible cada afio.

Ahora bien, para procesar y extraer el biodiesel, se requieren 0,69 toneladas
de metanol, y como resultado de la reaccion se obtienen 0,34 toneladas de glicerol -
durante toda la época de calor -. Cabe resaltar que el glicerol, es considerado materia
prima para la fabricacion de cosméticos, farmacos y lubricantes, entre otros productos;
por lo tanto, se concluye que la aplicacion de este método de extraccion conlleva una
reduccion de residuos, ya que estos pueden ser implementados en otros procesos
productivos.

Epoca de frio

Teniendo en cuenta la metodologia implementada para la extraccion del
biocombustible de la biomasa producida en la de época de frio (3,76 toneladas), se
procede a exponer las cantidades de peso que se obtienen durante en este proceso,
entendiendo que el SM implementado en la época de frio presenta dos (2)
biorreactores, y que los valores calculados hacen referencia al funcionamiento total
del SM.

Para la época de frio se obtienen 1,32 toneladas de lipidos, los cuales
aproximadamente corresponden a un 35% de la biomasa producida en dicha época
anual. Una revision de la literatura determina que, por lo general aunque dependiendo
de especies y condiciones de incubacion, un 50% de lipidos son triglicéridos (Yang et
al., 2020), es decir, que el SM produce 0,66 toneladas de triglicéridos. Por ultimo, se
determina que la cantidad de biocombustible que se puede lograr fabricar en esta
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época es de 0,67 toneladas de biocombustible, es decir que en todo el afio se produce
1,67 Ton de biodiesel.

Finalmente, para alcanzar la maxima extraccion de los esteres metilicos
fabricados por las microalgas en la época de frio, se requieren 0,46 toneladas de
metanol en el semestre. Ademdas, esta reaccion quimica, aparte de generar
biocombustible (esteres metilicos), también da lugar a un total de 0,22 toneladas de
glicerol.

La siguiente Tabla resume los valores mas importantes obtenidos durante la
fase de extraccion en un afo.

Tabla 3.15. Resumen de extraccion y producciéon de biodiesel

Parametros Valor
Peso de lipidos (Ton) 3,29
Peso de triglicéridos (Ton) 1,64
Peso de biocombustible (Ton) 1,67
Tasa de produccién de biocombustible (Ton m3) 0,04
Consumo de metanol (Ton) 1,16
Glicerol producido (Ton) 0,56
Aporte de la EDAR para produccion de biodiesel (g L?) 1,24

De manera general se ha definido que las condiciones de secado para extraer
la mayor cantidad de lipidos y evitar ruptura celular o degradacion del producto
biotecnolégico de la microalga Chlorella sp., es mantener una temperatura no superior
a 60°C, con la relacibn masa/aire de 1.01 (Gaibor, 2014). En cuanto a las condiciones
de la biomasa, se recomienda una concentracion del 30% de solidos en su peso seco
(Palacios et al., 2013), donde la cantidad de grasa en el solido seco es de 2.07% .
para el desarrollo del secado de la biomasa se recomienda.
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4 DISCUSION

4.1 SELECCION DE LA EDAR MAS ADECUADA
4.1.1 Proximidad a Espacios Naturales

Como se indic6 al inicio del Capitulo 3 de Resultados, la eleccién de la EDAR
para el caso practico de este TFM se realizé en funcién de su proximidad a espacios
naturales de especial valor y que, por ello, su vertido de aguas depuradas tenga
potencial para afectar equilibrio de especies que habitan en él. Las aguas depuradas
de EDAR que no han sido sometidas a tratamiento terciario pueden contener, aun,
niveles de nitrégeno y fésforo inorganicos en niveles permitidos por la legislacion y asi
sucede con la EDAR de El Rocio y las EDAR que se encuentran proximas al municipio
de Aracena (niveles de 15 mg-L* de Ny 2 mg-L* de P). El vertido de agua con
compuestos que contienen estos elementos es una aportacion de nutrientes a la flora
de microorganismos del espacio natural al que se vierte, en este caso el espacio
natural Sierra de Hinojales y Sierra del Castafio y el entorno del Parque Nacional de
Dofana, el espacio natural mas excepcional de la provincia de Huelva. Los niveles
mencionados de estos nutrientes favorecen la produccion de microorganismos
fotosintéticos, microalgas y cianobacterias; las constantes de semisaturacion de los
sistemas de incorporacion de N y P para la mayoria de las microalgas son muy
inferiores a los citados valores del orden de unidades de concentracion micromolar
(Richmond, 2003), lo que supone que en aguas remansadas (como pueden ser las de
lagunas o embalses) crezcan rapidamente, sobre todo en la superficie del agua, para
disponer de luz, y pueden agotar el oxigeno por debajo de esta. El agotamiento de
oxigeno favorece la actividad anaerdbica, produce desequilibrio de especies de
microorganismos del ecosistema y también altera por eso la cadena tréfica.

En la eleccién final de la EDAR de El Rocio influyd, entre otros datos analizados,
tanto su ubicacion junto al espacio natural de mayor valor de la provincia como
también el hecho de que el agua vierte a una amplia zona de marisma situada frente
a la aldea de El Rocio, con aguas remansadas y que, potencialmente, podrian resultar
afectadas por los desequilibrios mencionados. Finalmente, y como se discute mas
adelante, este TFM demuestra que la misma capacidad de las microalgas para usar
rapidamente los citados niveles de N y P se puede transformar en ventaja,
utilizadndolas de forma controlada en un sistema de cultivo asociado a la EDAR para
conseguir dos objetivos: eliminar N y P, y obtener un producto reutilizable.

4.1.2 Rango de Temperaturas Adecuado al Cultivo de Microalgas.

La temperatura es otro parametro de gran relevancia en el analisis para la
seleccion de la EDAR a la que se asociaria el SM. De los resultados obtenidos en la
seccion 3.1.2. que analiza la variacion de temperatura ambiental y del agua en los
municipios de Aracena (norte de la provincia de Huelva) y Almonte (sur, cercania a la
costa atlantica) a lo largo del afio, la diferencia en amplitud térmica media entre
Aracena y Almonte (Figura 3.3 y Figura 3.4) deberia tener un impacto medible en las
tasas de crecimiento y, por ende, en la productividad de los cultivos de microalgas.
Asi, una mayor amplitud térmica diaria en el ambiente afectaria a la amplitud térmica
del agua del SM, teniendo en cuenta la poca profundidad de la columna de agua (0,15
m) y el mantenimiento de la agitacion en el medio. La magnitud de esa influencia, no
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se puede valorar con precision pues dependeria de la inercia térmica de los cultivos -
capacidad de rapida adaptacion de la microalga a los cambios rapidos de temperatura-
y supondria pérdidas de rendimiento en la eliminacion de contaminantes y en la
cantidad de biomasa producida cada afio por el SM.

Esta debilidad del SM podria corregirse mediante el calentamiento del medio
de cultivo durante las horas de temperaturas mas bajas; esto supondria un gasto
energético que no se justificaria con el valor econémico de la biomasa producida.
Conforme a la legislacion existente en Materia de uso de biomasa de microalgas
(Enzing et al., 2014), la biomasa no se podria destinar a consumo humano ni a la
obtencion de productos de alto valor para la salud humana (cosmética, farmacia),
quedando como posibles usos méas realistas la obtencion de energia
(biocombustibles) y la biofertilizacion. Por ello, se opté por proponer el uso de
invernadero para resguardar los SM de las variaciones de temperatura,
particularmente durante las noches en la época de frio.

4.1.3 Horas Reales de Insolacion.

En la seccion 3.1.3 del Capitulo 3, de Resultados, se determiné que la
diferencia en energia solar total incidente entre los municipios de Aracena y Almonte
a lo largo del afio es de 24,54 KWh/m?, calculada a partir de la radiacion directa
mensual acumulada (Tabla 7.227, del anexo). Dicho célculo incluye la diferencia en
horas reales de insolacion entre ambas localizaciones, debida a tiempo nublado. Se
afirmé que dicha diferencia en energia solar incidente podria tener un impacto
significativo en la actividad de los cultivos de microalgas (por tanto, en la productividad
de la biomasa). Para comprender esta afirmacion es necesario explicar que la
eficiencia maxima promedio de la fotosintesis es, aproximadamente, de un 6%
(Cuaresma et al., 2009) respecto al total de radiacibn PAR absorbida por los
pigmentos fotosintéticos que realizan el papel de antena para la captura de la
radiacion solar.

La energia emitida por el sol es de radiacion de onda corta (IDEAM, 2014), y
corresponde en esencia a las bandas de ultravioleta, visible e infrarrojo cercano. Las
longitudes de onda se sitian entre 0,2 y 3,0 micrometros (200 nm a 3.000 nm).
Practicamente toda la radiacién que llega a la Tierra desde el sol (alrededor del 99%)
se encuentra en la region del espectro de la luz comprendida entre 0,2 y 3,0 um,
encontrandose la de onda larga en la region entre 3,5 y 50 um Figura 4.1. La radiacion
de onda corta contiene la region del espectro utilizada en la fotosintesis (region visible,
entre 400 y 700 nm), a la cual corresponde una fraccion del 47,2% del total de la
energia que incide en las capas superiores de la atmdésfera. Esta fraccion varia
ligeramente dependiendo de las condiciones meteoroldgicas (lluvia, tiempo parcial o
totalmente nublado) y de la altitud (Jacovides et al., 2003).
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Espectro electromagnético.
Longitud de onda (A) en metros.
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Figura 4.1 Espectro electromagnético de la radiacion solar.
Fuente:(IDEAM, 2014)

Calcular la fraccion de energia de PAR absorbida por los pigmentos
fotosintéticos es realmente complejo y depende de algunas variables como la
concentracion de pigmentos fotosintéticos, la abundancia de los distintos pigmentos,
el porcentaje de aquellos que realmente no transfieren energia a los centros de
reaccion y las condiciones meteoroldgicas, entre otros factores. Por ello, los datos de
la bibliografia indican que la fraccibn de PAR absorbida por los pigmentos
fotosintéticos varia entre un 4% y un 70% de PAR (Tilzer 1983)., si bien se ha
calculado que la eficiencia de la fotosintesis en microalgas (energia finalmente
almacenada como biomasa) no supera el 5,5% respecto al total de la energia solar
incidente. Asumiendo entonces un 47% de PAR en la radiacion incidente y una
eficiencia aproximada del 5,5% en el uso fotoquimico de la energia solar incidente
(Hall & Rao, 1999), podria calcularse, de forma aproximada, cuanta energia solar
incidente util para fotosintesis se perderia para el crecimiento de la microalga en un
SM ubicado en Aracena, en comparacion con el mismo sistema ubicado en Almonte:

PEF (anual) = DElamonte - EF =16,29 kWh-m-

Donde PEF es “Pérdida de Energia para la Fotosintesis”; DElamonte-Aracena €S la
Diferencia anual en Energia solar Indicente entre ambas localidades; EF es la
eficiencia de la fotosintesis; y Elamonte €S la Energia solar Incidente anual en el término
de Almonte.

El valor obtenido seria la energia potencialmente perdida para la fotosintesis,
anualmente, en Aracena por la menor incidencia de radiacion solar.

En funcion de esta discusion, puede concluirse que la pérdida de productividad
de un sistema de produccion de microalgas, en la Sierra de Aracena y Picos de
Aroche, atendiendo so6lo a la menor cantidad de energia solar no utilizada anualmente
para fotosintesis debido a la latitud, seria apreciable de acuerdo con los datos
obtenidos.

La nubosidad afecta a la radiacion solar incidente sobre la superficie de la
Tierra. La atenuacion de la radiacion solar debido a la nubosidad tendra un efecto
directo sobre la energia total de la radiacion solar que incide sobre los cultivos de
microalgas. En este trabajo se ha calculado una diferencia en horas de insolacién por
afno de 176,4 horas, (7,3 dias) entre los municipios de Aracena y Almonte, en favor de
este Ultimo término municipal. Segun los trabajos clasicos de Harwitz (1945), la
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nubosidad produce una atenuacién variable entre el 5% y el 20% de la radiacion solar,
aunque esta limitacién puede alcanzar el 80% con nubosidad muy densa. Resulta
complejo por ello calcular, aunque sea de forma aproximada, el impacto de los dias
nublados sobre la energia total de la radiacion solar incidente. En este TFM solamente
incluimos los datos anteriores para demostrar que, en consecuencia, la radiacion PAR
total anual incidente sobre un SM en el municipio de Aracena es inferior, en un
porcentaje significativo respecto al total, a la incidente en la localizacion de la EDAR
de El Rocio. En el menos negativo de los escenarios (5% de atenuacion por nubosidad
y 100% de transmitancia para la luz PAR a través de las nubes), un SM ubicado en
Aracena recibiria, en promedio anual, 294,49 kw-h m?de PAR (Tabla 3.2), menos que
uno ubicado en El Rocio, lo que significa un 39% menos de energia disponible para
la fotosintesis.

4.2 IMPLEMENTACION DE UN SM
4.2.1 Sistemade Produccién

e Eleccién sistema cultivo

Se selecciond un sistema de produccion del tipo tanque abierto agitado. Al ser
una estructura sencilla y de facil funcionamiento a la hora de operarlo, no requiere de
grandes inversiones durante la fase de construccion y funcionamiento, como se
explico en la Introduccién. Por otra parte, si bien la contaminacion pudiera estar
favorecida en un sistema abierto limitando aplicaciones de alto valor comercial, en la
propuesta de este TFM el SM se utilizar4 para aprovechar aguas depuradas, por lo
que las aplicaciones del producto obtenido estarian limitadas, en principio, a ambitos
mas econdmicos, como la obtencion de biocombustibles o la biofertilizacion. Estas
aplicaciones son coherentes con lo publicado en la literatura cientifica de este &mbito
para biomasa de microalgas producida con aguas residuales depuradas(Castro et al.,
2016).

De acuerdo con los datos publicados por Norsker et al. (2011), los costes de
instalacion y produccion de un SM tipo tanque abierto agitado son superiores a los de
un fotobiorreactor tubular; en concreto, para una instalacion de 1 ha, el modelo
publicado estima un coste de 1,7 eur por kg de biomasa seca producido en tanque
abierto agitado frente a 1 eur en fotobiorreactor tubular. Los costes de trabajo
necesarios para la operacion del SM suponen el 90% de esta diferencia, por lo que -
como refiere el mismo autor- el factor de escala tiene una importancia fundamental en
el abaratamiento de costes. En este sentido, como el SM se integraria en la EDAR,
entendemos que seria posible optimizar las tareas de operacion y mantenimiento de
toda la instalacion de modo que los costes derivados de la operaciéon y mantenimiento
del SM se redujesen en parte.

e Termostatizacion

Un invernadero permite incrementar las temperaturas minimas y regular las
perdidas por evapotranspiracion, asi como reducir la probabilidad de contaminacion
gue puede afectar la productividad e, incluso, la viabilidad de los cultivos. En una
situacion ideal, se podrian implementar equipos que permitan monitorizar y controlar
las condiciones ambientales y del medio de cultivo (temperatura, irradiancia
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controlada por mallas, filtracion del aire, humedad del aire) generando un microclima
ideal constante para el desarrollo de las microalgas (Mendoza et al., 2011). Sin
embargo, ello sélo seria rentable para un producto de muy alto valor comercial, como
antioxidantes o acidos grasos poliinsaturados de uso en alimentacioén y cosmética, y
este no seria el caso.

Considerando, como se ha explicado en este TFM, el alto impacto de las
temperaturas bajas sobre la tasa de crecimiento de las microalgas, se propone utilizar
invernaderos que se denominaran “templados”, que pueden mantener temperaturas
minimas de unos 13°C. Este tipo de invernaderos son estancos, con cubierta de
plastico térmico que mantiene propiedades fisicas estables durante varios afos. El
empleo de doble techo forma una cdmara de aire capaz de amortiguar la bajada de
temperatura nocturna en invierno.

En todo caso, el uso de paneles fotovoltaicos para acumular energia durante
las horas de luz justificaria la calefaccion del invernadero en noches muy frias si fuese
necesario, mediante agua caliente o aire caliente. También del mismo modo podria
calentarse, en los dias mas frios del afio, el agua con nutrientes que diariamente se
inyectaria al SM para su dilucion. La eleccion de la EDAR de EI Rocio, con
temperaturas medias mas altas y menor amplitud térmica promedio que en Aracena,
en la Sierra de Huelva, disminuiria los costes de calefaccion, en el caso de que esta
hubiese de ser aplicada.

e lluminacién artificial

Se ha propuesto utilizar LED acoplados al fondo del tanque abierto agitado,
para facilitar iluminacion nocturna del SM, por tanto, 24h/dia. El impacto negativo de
la oscuridad en la productividad de un SM es muy notable y puede variar dependiendo
de numerosos factores, que van desde la propia especie de microalga hasta las
condiciones de produccién durante las horas de iluminacién. Distintos autores han
calculado que las pérdidas de productividad en oscuridad, debidas a la actividad
respiratoria, pueden variar entre un 25% y un 45% de biomasa que se deja de producir
(Kazbar et al., 2020). Sin abundar en razones fisiol6gicas, la oscuridad cumple una
funcién relevante en la contencién del estado oxidativo de la microalga y en la
regulacion del metabolismo primario (Edmundson & Huesemann, 2015). No obstante,
el uso de LEDS, que permite regulacion de la intensidad de luz, y la homogeneizacién
del cultivo deben ser suficientes para asegurar que el cultivo mantenga una
productividad estable durante 24h/dia mediante la optimizacion de la intensidad de luz
de LED aplicada durante las horas de oscuridad natural.

La eficiencia de la utilizacién de luz por las microalgas depende de la densidad
celular que se maneja dentro del reactor; si es elevada, limita la penetracion de los
fotones en el SM debido al apantallamiento de las células que estdn mas cercanas a
la superficie en un instante determinado. Por ende, los fotones pueden alcanzar una
mayor trayectoria dentro de la estructura si se maneja una densidad celular baja, es
por esto que se plantea una concentracion celular moderada para la época de calor y
frio (3 g-L'y 2g-L* respectivamente). Ha de tenerse en cuenta que el SM tipo tanque
abierto agitado, presenta valores de eficiencia fotosintética y productividad que son,
aproximadamente, un 50% inferiores a las de fotobiorreactores tubulares (Norsker et
al., 2011), por lo que el uso de LED en el SM de la EDAR de El Rocio durante la noche
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estaria justificado para minimizar dichas pérdidas de productividad. El coste se
reduciria por el valor de los productos que se obtengan (biodiésel y, por ejemplo,
biomasa para fertilizacion).

e Material

En cuanto a las propiedades inherentes al material, la fibra de vidrio es
considerado como un buen aislante térmico, posee una resistencia mecanica mayor
qgue el acero y, ademas, se trata de un material reciclable (FIVIDRIO, 2020), lo que
minimizaria las pérdidas de calor gracias a la baja conductividad, favoreciendo a la
inercia térmica del cultivo cuando desciende la temperatura en la noche, beneficiando
la productividad.

Por tanto, las actividades de mantenimiento y cambio por desgaste o fisura son
minimas, evitando ademas la generacion de residuos derivada de un eventual
reemplazamiento de elementos del sistema. Con respecto a la disposicion final, la
fibra de vidrio se puede reciclar siempre y cuando se realice un proceso de separacion
de la resina con condiciones de temperaturas y presiones bajas, actividades que no
requieren de un gasto energético alto y con un bajo impacto ambiental (FIVIDRIO,
2020),

e Profundidad de la columna de agua

Se ha determinado una profundidad de 15 cm en la columna de agua como
adecuada para la produccion de microalgas en el SM. Una profundidad mayor del
sistema de cultivo permitiria reducir la superficie del sistema de produccion al
aumentar su volumen. Por ejemplo, si se mantiene el mismo volumen del biorreactor
(37,5 m3) pero aumentando la columna de agua hasta los 25 cm podria reducir las
dimensiones del reactor hasta los 38,7 m de longitud y 3,87 m de anchura. Sin
embargo, se ha tomado la decision de no proponer una columna de agua de mayor
longitud porque la pérdida de productividad, conforme a la Figura 7.4 del Anexo,
alcanzaria valores muy superiores; como ejemplo, nuestros calculos -a partir de los
datos de la Figura 7.4 del Anexo- indican que un incremento en la longitud de la
columna de agua de 10 cm, hasta los 25 cm (es decir, un sistema con un 66% mas de
profundidad) implicaria, potencialmente, una pérdida media de productividad del 19%
(en base a disminucion de tasa crecimiento) respecto a la obtenida en el caso
propuesto, lo que significaria un descenso en la contribucién de agua de la EDAR de,
igualmente, un 19% del volumen total aportado en el afio. Solamente en latitudes muy
calidas, donde la pérdida de agua por evaporacion es muy elevada, seria aconsejable
asumir columnas de agua de mayor longitud (Moreno, 2008) para evitar gasto de agua
s6lo para dilucion.

4.2.2 Eleccion de Microalga

Para la operacion del SM se propone una microalga del género Chlorella. En
este TFM se enfatiza, en la relevancia del género, ya que la produccion en un tanque
abierto y con un control limitado de las condiciones de produccion (especialmente luz,
temperatura y contaminacion bioldgica) requiere de especies pertenecientes a un
género genéticamente robusto, resistente a la competencia de microorganismos
oportunistas y, en lo posible, también a cambios bruscos en factores clave para el
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crecimiento, como la temperatura. En este sentido, Chlorella destaca sobre otros
géneros de microalgas, presentando crecimiento en un amplio rango de temperaturas
hasta por encima de 40°C (Castillo et al., 2017; Qiu et al., 2017). De esta forma se
minimiza el riesgo de que el cultivo sea colonizado y reemplazado por otra especie
oportunista.

El género Chlorella destaca, en general (con variaciones, dependiendo de
especies), por presentar alta afinidad por compuestos inorganicos de N y también por
fosfato (Castro et al.,, 2016; Romero-Morales et al., 2018), ambos son objeto de
eliminacion del efluente de la EDAR. Ademas, las especies del género Chlorella son
reconocidas como tolerantes a puntas de alta irradiancia incidente sobre los cultivos
(Cuaresma et al., 2009), condicion adecuada para su produccion en el sur de Espafia,
en Huelva. El género Chlorella presenta altas tasas de crecimiento en comparacion
con otras especies de microalgas producidas masivamente (levina & Romagnoli,
2020), lo que permite, al menos, aproximar el SM a las productividades maximas que
se puedan alcanzar bajo las condiciones de operacion existentes.

Chlorella es unicelular y raramente crece en agregados, lo que favorece
mantener los cultivos en suspension sin tener que emplear sobrecostes de energia en
agitacion, necesarios para evitar la sedimentacion en cultivos de otras microalgas que
si crecen en agregados (Abalde et al., 1995).

Finalmente, bajo ciertas condiciones de cultivo Chlorella podria aumentar el
contenido en lipidos, particularmente en acidos grasos, Utiles para la obtencion de
biodiésel. Si bien el SM se ha disefiado y dimensionado para crecer y producir
biomasa, el contenido de la biomasa en acidos grasos que se ha considerado realista
en esas condiciones, a partir del analisis bibliografico, es de aproximadamente un 17%
(Li et al., 2011). No obstante, numerosos trabajos publicados en la dltima década
muestran condiciones de cultivo bajo las cuales el contenido en acidos grasos podria
duplicarse respecto a ese valor, en particular, la incubacién de las microalgas bajo
limitacion o carencia de nitrégeno inorganico en cultivos iluminados (Varela et al.
2017). En el marco de la propuesta de TFM, el aumento de acidos grasos en la
microalga elegida podria conseguirse trasvasando el cultivo, retirado diariamente del
SM, a un tanque auxiliar en el que se mantenga en agitacion, sin adicion de nutrientes,
durante dos o tres dias. De esta forma se podria asegurar la permanencia del cultivo
durante un tiempo en un medio que agota el nitrégeno inorganico, incrementando el
contenido intracelular de &cidos grasos. Asi, concluimos que existiria margen —
alrededor del doble de lo calculado en este TFM- para mejorar el rendimiento de
biodiésel obtenido de la transesterificacion de los acidos grasos acumulados por la
microalga.

e Balance de nutrientes principales

Las microalgas tienen la capacidad metabdlica de consumir carbono inorganico
(dioxido de carbono), nitrégeno inorganico (nitrato, nitrito, amonio) y fésforo inorganico
(fosfato) en altas tasas en comparacion con otros organismos fotosintéticos como las
plantas. De hecho, las productividades de cultivos masivos de microalgas pueden
llegar, en una latitud como la del sur de Espafa, a un promedio de entre 20 y 30
toneladas por hectarea y por afio, frente a las 2-3 toneladas de numerosos cultivos
vegetales agricolas (Chisti, 2007; Mazzuca et al., 2016).
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Se puede considerar que el SM actia como un pequefio sumidero de dioxido
de carbono, ya que en el afo se necesitan 25,5 ton de CO2 para mantener la
produccion en los SM, lo cual contribuye con dicho consumo a la reduccién de la huella
de carbono. Por lo tanto, otro enfoque con el cual se podria promover el desarrollo del
proyecto, es el establecimiento de alianzas estratégicas con sectores industriales
considerados proveedores de CO:2 ; segun el registro estatal de emisiones
estratégicas y fuentes contaminantes de Espafia -PRTR-, estima que la Provincia de
Huelva presenta un total de 93 industrias -posibles proveedores de CO2- que se
sectorizan en 39 actividades econdmicas potenciales de generacion de emisiones -
como lo son la fabricacion de productos quimicos, extraccion de recursos naturales y
agroindustria, entre otros- (PRTR Espafa, 2021). La calidad del CO2 producido por
estas industrias es adecuada para ser suministrado a un cultivo de microalgas;
bastaria un proceso de filtracion del gas y una unidad de compresion para tener
sustrato de carbono inorganico adecuado para su inyeccién al SM (Salgueiro, 2018;
Singh & Ahluwalia, 2013).

Las microalgas han sido consideradas como potenciales sumideros de COz y
capaces de contribuir a la disminucion del aumento de dicho gas en la atmésfera si se
cultivan masivamente (Chisti, 2007; Singh & Ahluwalia, 2013). Sin embargo y en base
a los célculos que muestran la tasa de didxido de carbono consumida por tonelada de
microalgas producida (aproximadamente 2 toneladas, referidas a peso seco), no
puede sostenerse categéricamente dicha afirmacion a nivel global; utilizar la
produccion de microalgas exclusivamente con el fin principal de disminuir CO2 no es
realista, es costoso y requeriria un uso inasumible de suelo para los cultivos,
probablemente compitiendo directamente con el uso agricola del mismo. Basta un
ejemplo para entender las proporciones de dicha actividad: utilizando la tasa de
consumo del gas antes mencionada, para abatir por completo la produccion de CO2
de una sola planta industrial de tamafio medio que puede generar al afio entre 300.000
y 500.000 ton del gas -aproximacion basada en datos reales-, se necesitarian,
aproximadamente, entre 3.000 y 5.000 hectareas de cultivos de microalgas. Dicha
extension de terreno equivale, por ejemplo, a una décima parte de la superficie del
Parque Nacional de Dofiana. Otro ejemplo ilustrativo seria el de la superficie necesaria
para producir toda la biomasa de microalgas requerida para generar el mismo volumen
de biodiésel que se consume cada afio, en la actualidad, en los paises de la Union
Europea; dicha superficie seria equivalente a la de Portugal. Por lo tanto, desde la
perspectiva ambiental la produccion de microalgas presenta la ventaja de ayudar a
abatir una parte menor del volumen de dioxido de carbono emitido globalmente a la
atmaosfera, pero no puede concebirse como una solucién al problema. Sin embargo,
como se ha demostrado, si puede ejercer un efecto significativo en entornos locales,
particularmente en el @&mbito rural, contribuyendo a la sostenibilidad de su actividad.

El consumo de Ny P llevado a cabo por la microalga en el SM no es la solucién
para retirar todo el N y P remanente en efluentes depurados de una EDAR. Los
calculos realizados en este TFM han permitido evaluar que el SM propuesto eliminaria
el N y P contenidos en un 2% del efluente depurado generado anualmente por la
EDAR de El Rocio. En este sentido, el potencial de la tecnologia ambiental de las
microalgas como depuradoras de N y P debe contemplarse en términos relativos. Este
TFM muestra que una instalacion de 3 unidades de tanque abierto agitado podria
servir para eliminar el N y P de dicho 2% de efluente de la EDAR. De manera
proporcional, se calcula que una instalacion con 15 unidades de tanques abierto-
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agitados, que ocuparia, aproximadamente, un 75% de una hectarea, serviria para
depurar el Ny P del 10% del efluente anual de la EDAR.

Como ya se ha comentado con anterioridad, en relacion con la errénea
consideracion que se ha dado en la bibliografia especializada a la produccién de
microalgas como posible solucién al incremento de CO:2 en la atmoésfera, no parece
sostenible -por variados argumentos- tener que ocupar una extension de mas de 0,750
hectéreas (célculos propios, relativos a los datos anteriores) para depurar el Ny P
remanentes de una EDAR que gestiona una pequefia poblacién. Sugerimos en este
TFM, por tanto, que la tecnologia de produccibn de microalgas supone una
herramienta util para apoyar la transferencia de contaminantes desde agua a biomasa,
en localizaciones que asi puedan requerirlo por una casuistica particular como la
proximidad a un espacio de valor ecologico. La tecnologia aporta sostenibilidad al
proceso completo, y la comercializacion de productos de la biomasa, como biodiésel
o biofertilizante, o su empleo en digestores anaerdbicos para recuperar carbono en
forma de metano (combustible), permitirian, en el futuro, compensar parcialmente los
costes de operacion del SM.

4.3 EXTRACCION

A pesar de que existen diferentes métodos que no requieren consumo de
energia para realizar el proceso de extraccion (hidrolisis enzimatica y adicion de
productos quimicos), no obstante, para ejecutar estos métodos se debe realizar
previamente la deshidrataciéon y el secado de la biomasa algal. En cambio el método
de Transesterificacion presenta una ventaja con respecto a los otros métodos de
extraccién, ya que la biomasa se puede recolectar de forma directa eliminado la fase
del secado (Toro & Navia, 2013).

Otro punto a favor para seleccionar el método de Transesterificacion, es el
tiempo de ejecucidn ya que solo se requiere 90 min, manteniendo a una temperatura
de 60°C (Toro & Navia, 2013), condiciones que no requieren de altos consumos
energéticos, (comparado con otros procesos). Como resultado se obtiene una mezcla
heterogénea de dos fases (ésteres metilicos de &cidos grasos -biodiesel- y glicerol),
(Chisti, 2007).

Se estima una produccion de 6,11 toneladas de residuos de biomasa
resultantes de la Transesterificacion durante un periodo de operacion de 334 dias.
Este subproducto es rico en nitrégeno organico, donde mas del 50% de la biomasa
puede ser proteina, de ahi que un uso potencial de la biomasa seca seria la
comercializacibn como biofertilizante. Otro uso es el biogas, bioetanol, pellets
(Salgueiro, 2018).

En la Tabla 4.1 se expone los calculos mas relevantes obtenidos durante las
dos épocas del afio -cada con 167 dias de operacion- y de forma total -334 dias de
operacion-.
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Tabla 4.1. Resumen de datos principales en la estimaciéon de produccién de biomasay
subproductos del SM vinculado a la EDAR.

Parametros E. Calor E. Frio Anual
B|omas_? producida por metro cubico de agua de EDAR 52.61 17,535 70,14
(Ton m3)
Cantidad total de biomasa producida anualmente (Ton) 5,64 3,76 9,39
Volumen total aportada por la EDAR (m?3) 1.878,75 939,38 2.818,13
% Volumen total aportada por la EDAR (%) 2,3% 1,2% 1,77%
Numero de unidades de raceways 1 2 3
Superficie o;:upada para depurar volumen total aportado por 250,00 500 750,00
la EDAR (m?)
Produccion de Biodiésel (g) 1,00 0,67 1,67
Dlstangla recorrida por un autobus usando el biodiésel 2.067.8 1.3785 3.446.3
producido (km)
Cantidad de biomasa residual destinada a biofertilizacion 3.66 2.44 6,11
(Ton)
Rendimiento de biometano (g mL1) 9.769,5 6.513 16.282,50

El ncleo urbano de Almonte tiene una superficie aproximada de 4 km?, en una
configuracion aproximadamente circular. De esta forma, el perimetro de la localidad
es practicamente de unos 7 km. Diversos estudios demuestran que un autobus de
EMT requiere 55 L de biodiésel para recorrer 100 km, es decir, que un autobus urbano
podria recorrer 3.446 Km con el volumen total anual de biodiésel producido en el SM.
Teniendo en cuenta que la velocidad media de un autobds urbano es
aproximadamente de 12 km-h%, el biodiésel te6ricamente producido por el SM de la
EDAR de El Rocio generaria unas 287h de servicio de un autobus urbano, alrededor
de 40 dias (casi un mes y medio) de servicio a razén de 7,5h diarias, lo que permitiria
recorrer perimetralmente la localidad casi unas 500 veces.

Finalmente, se realiza una proyeccion de los principales datos del SM,
incluyendo el biodiésel potencialmente obtenible, si desde la EDAR se aportase al SM
anualmente un 10% del volumen de agua gestionado por la planta depuradora. Los
resultados de la proyeccidon se muestran en la siguiente Tabla.

Tabla 26. Proyeccion de datos operacionales del SMy biodiésel producido con una aportacion
anual del 10% del caudal de la EDAR.

Pardmetro Valor Anual

Caudal de la EDAR (m? d?) 475,39

Proyeccién de produccion (%) 10
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Parametro Valor Anual

Volumen total aportada por la EDAR (m?3 d1) 47,54
Numero de unidades de raceways 15
Superficie ocupada para depurar volumen total aportado por la EDAR (m?) 4.225,72
Produccion de Biodiésel (Ton) 3,95

Se concluye que, si se desea proyectar un SM que sea capaz de depurar el
10% del caudal generado por la EDAR El Rocio, se requieren 17 biorreactores, los
cuales ocuparian un total de 0,4 Ha, obteniéndose una produccién anual teorica
de 3,95 Ton de biodiesel. El biodiésel que se produciria permitiria operar el citado
autobus urbano el Almonte durante 94 dias, algo mas de 3 meses

74

Universidad Internacional de Andalucia, 2022



5 CONCLUSIONES

Del presente TFM, titulado “Propuesta de produccion de microalgas en la Economia
Circular”, se han obtenido las siguientes conclusiones:

1.

Del andlisis de datos publicados sobre las caracteristicas de los géneros mas
comunes en la produccion de microalgas, se ha concluido que el género
Chlorella es adecuado para su produccién en la provincia de Huelva, y
particularmente en localizaciones proximas a la zona de la costa onubense.
Se ha concluido que la EDAR de la aldea de El Rocio, en el término municipal
de Almonte, retne condiciones climaticas y de proximidad a un espacio natural
protegido adecuadas para implementar un sistema de produccion de
microalgas. Dicho sistema reaprovecharia parte del N y del P inorganicos
presentes en el efluente de la EDAR integrandolos en la biomasa producida, la
cual podria tener una posterior aplicacion.

El sistema de produccién de microalgas que se propone, del tipo circuito abierto
agitado y compuesto por un médulo para los meses més célidos y dos médulos
para los meses frios, podria teéricamente aprovechar el Ny el P contenidos en
un 2% del volumen anual del efluente de la EDAR. Un incremento del nimero
de mddulos, hasta 5 en los meses calidos y 12 en los meses frios, con una
ocupacion de 0,4 Ha, podria eliminar teéricamente el N y P contenidos en un
10% del volumen anual del efluente de la EDAR.

La biomasa de microalgas te6ricamente producida en un afio por el sistema
basico indicado anteriormente (9,39 toneladas), permitiria la absorcion de 17,7
toneladas anuales de COz2 , reduciendo en un 15 % la huella de carbono del
municipio de Almonte.

La citada cantidad de biomasa de microalgas serviria para producir 1,67
toneladas tedricas de biodiésel, obtenidas a partir de los triglicéridos extraidos
de la biomasa. Dicho biodiésel podria mantener la actividad de un autobls
urbano durante 3.446 km.

EL TFM ha pretendido plantear la posibilidad de aprovechamiento de la
produccion de microalgas para mitigar potenciales impactos ambientales de
nutrientes como el N y el P en una EDAR de la provincia de Huelva, enfocando
esta tecnologia ambiental hacia los principios de la economia circular (Figura
5.1). La viabilidad econdmica de estos procesos es una cuestion compleja que
depende de numerosas variables y que habria de abordarse de manera
detallada y rigurosa en cada localizacibn geogréfica donde se pudiera
implantar.
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7 ANEXOS

_ Tabla 7.1. Espacios Protegidos de Especial Importancia.

CLAVE

[ bENOMINACION [ muNIcIPIOS HAS

|. PROTECCION INTEGRAL

|.A.- COMPLEJOS LITORALES EXCEPCIONALES

CL-1 Parque Nacional de Dohana Almonte, Hinojos 39.259

CL-2 Asperillo Almonte 1.750

CL-3 Enebrales de Punta Umbria Punta Umbria 55

CL-4 Flecha del Rompido Lepe 390

1l.D.- COMPLEJOS SERRANOS DE INTERES AMBIENTAL

CS-1 Sierra de Berrocal Paterna del Campo, Berrocal 4.130

CS-2 Pata del Caballo Berrocal, Escacena del Campo 4.815

CS-3 Sierra Pelada Aroche, Cortegana 8.900

CS-4 Sierra del Viento Cumbres Mayores 375

CS5 Sierra del Castafio Alajar, Aimonaster la Real, Aracena, 6.700
Castario del Robledo

CSe Sierra de Hinojales Aracena, Hinojales, Cortelazor, 8.850
Valdelarco, Cumbres Mayares

CS7 Sierra del Bujo Arroyomolinos de Leon, Canaveral de 553
Leon

cs8 Sierra de Aroche y Encinasola Arache, Encinasola, Cumbres de San 12.200
Bartolomeé

CS9 Pinares de Nerva Nerva 1.675

Fuente: (PLAN ESPECIAL DE PROTECCION DEL MEDIO FiSICO Y CATALOGO DE LA
PPROVINCIA DE HUELVA, 2007)
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Figura 7.1 Resumen del clima promedio en Almonte
Fuente: (Weather Spark, 2021a)
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Figura 7.2 Resumen del clima promedio en Aracena
Fuente: (Weather Spark, 2021b)
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Tabla 7.2. Energia total incidente en un afio para los municipios de Almonte y Aracena

Horas despejado

Horas reales de

Radiacion directa kWh/m2

Radiacién directa mensual

Mes Horas q'e insolacion Estaci_c')n El Estacion kWh/m2
Insolacion Campillo Almonte
Aracena Almonte Aracena Almonte Aracena Almonte Aracena
En 0,53 0,6 9:55:00 5:15:21 5:57:00 35,2 85,2 7,71 21,12
Fb 0,54 0,6 10:50:00 5:51:00 6:30:00 55,2 114,9 13,46 31,12
Mr 0,57 0,61 12:00:00 6:50:24 7:19:12 77,7 135,2 22,14 41,24
Ab 0,59 0,63 13:10:00 7:46:06 8:17:42 100,4 177,6 32,50 61,38
My 0,63 0,67 14:10:00 8:55:30 9:29:30 134,5 208,3 50,02 82,38
Jn 0,74 0,8 14:41:00 10:51:56 11:44:48 173,2 258,7 78,41 126,62
Ji 0,91 0,94 14:25:00 13:07:09 13:33:06 189,6 272 103,64 153,59
Ag 0,84 0,85 13:32:00 11:22:05 11:30:12 165,4 2221 78,34 106,45
Sp 0,7 0,72 12:20:00 8:38:00 8:52:48 104,9 171,2 37,73 63,34
Oc 0,55 0,55 11:10:00 6:08:30 6:08:30 58,9 96,6 15,07 24,72
Nv 0,53 0,6 10:10:00 5:23:18 6:06:00 39,6 83,7 8,89 21,27
Dc 0,5 0,55 9:40:00 4:50:00 5:19:00 24,4 63,6 4,91 14,09
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Figura 7.3 Relacioén luz y tasa crecimiento con profundidad raceway.
Fuente: (Romagnoli et al., 2020)
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Figura 7.4 Célculo de la tasa de crecimiento en funcién de z (profundidad) y laintensidad de la
luz segun laférmula de Steel
Fuente: (Romagnoli et al., 2020)
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Figura 7.5 Sistema del tipo circuito abierto agitado mecéanicamente. Planta piloto
experimental de CIDERTA, Universidad de Huelva.

Figura 7.6 Fotobiorreactor tubular vertical. Planta piloto experimental de CIDERTA,
Universidad de Huelva.
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