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BIOCOMBUSTIBLES

* Los combustibles en los que basamos nuestra
civilizacion y desarrollo son productos de la
fotosintesis actual (biomasal o de Ila
acontecida en el pasado (combustibles
fosiles)

* Resulta cada vez mas obvia la necesidad de
reemplazar los combustibles fosiles por otros
de generacion renovable (a expensas de la
energia solar)

* La fotosintesis,Fenera biocombustibles (o sus
precursores) solidos, gaseosos y liquidos



PRODUCCION FOTOSINTETICA DE
BIOCOMBUSTIBLES

Mediante fotosintesis, a expensas de la energia de la luz solar, se
sintetizan compuestos ricos en energia a partir de sustratos

oxidados, con bajo contenido energético
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PROCESOS PARA LA PRODUCCION DE
COMBUSTIBLES A PARTIR DE BIOMASA

Proceso Materia prima Productos principales
Térmicos

Combustion Biomasa seca Calor, electricidad
Gasificacion Biomasa seca Gases combustibles

Gasificacion + catalisis

Pirolisis

Biologicos

Digestion anaerdbica
Fermentacion

Hidrolisis + Fermentacion

Quimicos

Transesterificacion

Biomasa seca

Biomasa seca

Biomasa humeda
Azucares

Celulosa

Triglicéridos (

)

Metanol, hidrocarburos, amoniaco

Comb. liquidos y gaseosos, carbon

Metano

+ glicerol



Biofuel production
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BIOCOMBUSTIBLES
EVOLUCION DEL MERCADO MUNDIAL

OECD-FAO Agricultural Outlook 2011-2020 © OECD 2011
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VENTAJAS DE LAS MICROALGAS SOBRE LOS CULTIVOS
AGRICOLAS PARA LA PRODUCCION DE BIOCOMBUSTIBLES

Crecimiento mas rapido

Mayor productividad

Pueden usar agua residual, salobre o de mar
No compiten con la agricultura tradicional

Pueden alcanzar elevados niveles de aceite y/o
azucares

Mayor facilidad para manipular condiciones
Menor consumo de agua?

Menor costo de produccidn/procesamiento?



ESTABLECIMIENTO DE UN PROCESO DE PRODUCCION DE
MICROALGAS COMO FUENTE DE BIOCOMBUSTIBLES

FACTORES A DETERMINAR (Y OPTIMIZAR)

= QOrganismo
- aislado natural (sitio produccion)
- cepa de coleccion
- mutante superproductor (?)

= Sistema de cultivo
- ¢abierto, cerrado, .....?

= Condiciones de operacion

- ¢semicontinuo, continuo, estanc

- ¢limitacion de nutriente(s)?

- ¢una fase, dos fases?



microalga

Thylakoid

Chloroplast

~20 um

Thylakoid

~2um

La eleccion de la microalga
idonea es un factor de
crucial importancia

El organismo debe
presentar alto nivel del
precursor del
biocombustible a la vez que
mantiene un crecimiento
Vigoroso

Como en agricultura y en
biotecnologia en general, la
mejora de la estirpe o cepa
es un imperativo

U.S. Department of Energy Genome Programs http://genomics.energy.gov.



SELECCION DE UNA MICROALGA COMO FUENTE DE
PRECURSORES DE BIOCOMBUSTIBLES

FACTORES A CONSIDERAR
Elevada productividad (P= p-Cb)

Ventajas selectivas: tolerancia a temperatura, pH, y extremos
de irradiacion; secrecion de metabolitos alelopaticos;
capacidad de fijar N,

Elevado rendimiento en:

- carbohidratos fermentables (almiddn, glucégeno,
exopolisacaridos?) a etanol

- acidos grasos transformables en biodiésel

Facilidad (economia) de recoleccion



PRODUCCION FERMENTATIVA

DE BIOETANOL emisién de CO,
Fermentacion alcohdlica (levaduras) /
CH.,0 2 CH,CH,OH+2CO
Gele® ™ T Gowéd 2

MATERIAS PRIMAS
e Maiz (USA)
e Cana de azucar (Brasil)
e Trigo, remolacha, uva (Europa)
e Alternativas:
- materiales ligno-celuldsicos

- microalgas (almiddn) y cianobacterias (glucégeno)




MICROALGAS COMO FUENTE POTENCIAL DE
CARBOHIDRATOS

Estirpe de Chlorella Carbohidratos (% del peso seco)
+N =N (Datos de Vladimirova et al (1979) & Zhukova
et al (1969) Soviet Plant Physiology)
C. ellipsoidea SK 15,0 21,0 z Er. o
C. pyrenoidosa 82 24,0 37,3 rrr el
C. pyrenoidosa 82T 31,8 67,9 Y C_'.: ;
€ r
C. pyrenoidosa o Ll
TKh-7-11-05 10,0 44,2 | ﬂ‘/ £ e “a
C. sp. K 18,4 54,5 er € €
(‘ F F .
C. vu/garis 157 10,3 44,0 C. vulgaris
Cosecha Productividad
(L/ha)
Trigo 2.000
Maiz 4.000
Remolacha azucarera 6.000
Cana de azucar 6.500
Microalgas (proyeccion) 20.000




CIANOBACTERIAS COMO FUENTE POTENCIAL

DE CARBOHIDRATOS
Estirpe Carbohidratos
(% del peso seco)
Anabaena sp. ATCC 33047 28,0+ 2,0
Anabaena variabilis 22,3+2,5
Anabaenopsis sp. 16,3+1,5
Nodularia sp. (Chucula) 16,9+ 2,6
Nostoc commune 37,6 £ 2,5
Nostoc paludosum 26,6 +1,9
Nostoc sp. (Albufera) 26,8 +4,0
Nostoc sp. (Caquena) 23,3+1,7
Nostoc sp. (Chile) 23,3%+2,0
Nostoc sp. (Chucula) 15,7 +1,8
Nostoc sp. (Llaita) 20,2+1,5
Nostoc sp. (Loa) 32,1+1,2

Vargas et al. 1998, J. Phycol. 34, 812



Anabaena marina (CA, ATCC 33047)

Elevada tasa de crecimiento

Alta densidad de poblacion

No requiere N combinado

Facil recoleccion

Amplia tolerancia a
* temperatura (6ptimo 40°C; 30-45)
* pH (éptimo 8,5; 6,5-9,5)
* irradiancia
* sales
Contenido en carbohidratos: 25-35% de la

biomasa seca en cultivos con crecimiento
vigoroso




i

CULTIVOS DE Anabaena EN RPV
Productividad :

0,17 g biomasaltd?

« 23 gbiomasam2d

. 6 g carbohidratos m2 d!




ETANOL A PARTIR DE MACROALGAS
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MICROALGAS COMO FUENTE DE ACEITE PARA BIODIESEL
%»%53"’%5“ o ==

Microalga Oil content (% dry wt)
Botryococcus braunii 25-75
Chlorella sp. 28-32
Crypthecodinium cohnii 20
Cylindrotheca sp. 16-37
Dunaliella primolecta 23
Isochrysis sp. 25-33
Monallanthus salina >20
Nannochloris sp. 20-35 Cosecha Productividad
(L/ha)
Nannochloropsis sp. 31-68
Neochloris oleoabundans 35-54 Maiz 180
Nitzschia sp. 45-47 Soja 450
Phaeodactylum tricornutum 20-30 Jatrofa 1.900
Schizochytrium sp. 50-77 Coco 2.700
Tetraselmis suecica 15-23 Palma aceitera 4.000-6.000
(Y Chisti, 2007; Biotechnol. Adv.) Microalgas 20.000-30.000
(proyeccion)




CRITERIO DE SELECCION

El organismo debe mantener un alto nivel de AG en condiciones de crecimiento vigoroso

Nivel celular de lipidos (AG)

b idad linidi A
Productividad de biomasa } roductividad lipidica (de AG)

e Perfil AG
APROXIMACION EXPERIMENTAL
Cultivo estanco Cultivo continuo
10 Estado estacionario > wn=D
- £
— 1 } )
C @ D < Hmax
3 /
§ 01 |
E 1 D = u‘max
o 1
0.01 : : : %o ;
0 50 100 150 200 ! D > Wpax
Tiempo(h) t1 Tiempo

Criterio seleccion: nivel celular Criterio seleccion: productividad AG



CULTIVO CONTINUO EN FOTOQUIMIOSTATO
(Columnas de burbujeo; 2L,7cm @)




Posibilidad de controlar y mantener:

CONDICIONES PARA SELECCION: CULTIVO CONTINUO EN FOTOQUIMIOSTATO

Constancia de:
m=D > estado estacionario - e concentracion de biomasa

e composicidon bioquimica

pH

temperatura

ciclo diario de iluminacidén

irradiancia incidente (I )) y disponibilidad
de luz (lav)

tasa de aporte de medio (velocidad de

dilucion, D)

disponibilidad de nutrientes

Similitud con condiciones de operacidn de cultivos a la intemperie: régimen continuo
0 semicontinuo



Muriellopsis sp., UNA MICROALGA CON RAZONABLE CONTENIDO EN

_g’ L|P|DOS EN CONDICIONES DE CRECIMIENTO ACTIVO gﬁ
3 ‘oe 2o (Blanco et al. 2007, Appl. Microbiol. Biotechnol.) @xo

<oa§3§ @f

Molecular composition of Muriellapsis Fatty acid composition of Muriellopsis sp.cells grown

sp. cells grown outdoors in outdoors
semicontinuous culture

Fatty acid Fatty acid content (% of total)
Component Content 14:0 Miristic acid 3.0:0.2
(% dry wt) 16:0 Palmitic acid 15.71.2
Protein 47 .8+0.4 16:1n-7 Palmitoleic acid 6.3+04
16:2n-4 Hexadecadienoic acid 2,102
Carbohydrate 14.0+0.7 16:3n-4 Hexadecatrienoic _acid_ 2.4£0.2
16:4n-1 Hexadecatetraenoic acid 7.4£0.5
. 18:0 Steanc acid 0.5£0.1
Lipids 23.5%2.5 18:In-7 cis-Vacemic aad 0.7+0.1
18:1n-9 Oleic acid 7.8£0.6
RNA 9.3+0.8 18:2n-6 Linoleic acid 6.7+0.5
18:3n-3 a-Linolenic acid 28419
DNA 2.3x0.2 |8:4n-3 Octadecatetraenoic acid [.0£0.1
20:4n-3 Eicosatetraenoic acid 1.2£0.1




UN OBIJETIVO PLAUSIBLE (Y AMBICIOSO), EN BASE AL
ACTUAL ESTADO DEL ARTE (mejor reactor, zona de
insolacion elevada)

* Reactores de ~50 L m~ operando a productividad
volumétrica media de ~0,6 g biomasa L dia™ (o de 120
L m2a0,25gL?!diat). Productividad = 30 g biomasa
m2 dia

» Extrapolacién (superficie) = 0,3 ton ha! dia™

e Extrapolacion (superficie + tiempo [operacion efectiva
300 dias/ano] = 100 ton biomasa ha! ano™
equivalente a:

~180 ton CO, fijado ha! afo™
~ 20-30 ton aceite ha! afnol



LA ESCASEZ DE CONOCIMIENTO CIENTIFICO- TECNICO Y
EXPERIENCIA PRACTICA LIMITA LA DISPONIBILIDAD DE:

= Estirpes (cepas) adecuadas, en las que se combinen altos valores de
productividad de biomasa y elevado nivel celular de lipidos o carbohidratos

= Condiciones de cultivo apropiadas, en las que se maximice Ia
productividad de lipidos o carbohidratos

= Sistemas de produccidon y procesamiento idoneos, con bajos costes de

inversion, operacion y consumo energético

= Criterios fiables para el escalado a nivel industrial de los sistemas de
produccion y procesamiento

CONSECUENCIA: ELEVADO COSTO DE PRODUCTO



¢ QUE DEBE HACERSE ?
|+ D

* Encontrar o desarrollar microalgas ‘estrella’, con elevada productividad a
la intemperie y alto contenido en carbohidratos o lipidos adecuados
como materia prima para etanol o biodiésel, respectivamente

* Desarrollar reactores adecuados, con bajo costo de fabricaciony
operacion

» Verificar valores de productividad a una escala razonable (planta de
demostracion) y a lo largo de (al menos) un ciclo anual completo

* Disefar una gestidn integral de nutrientes (CO, de gases de escape como
fuente de C, reciclado del medio de cultivo, uso de aguas residuales, etc.)

* Disenar una utilizacion integral de la biomasa generada, que contemple
el pleno aprovechamiento del material remanente tras la extraccion de la
materia prima principal

* Asegurar la bondad del balance energético del proceso. ¢ Cuanta energia
fosil se requiere en comparacion con la contenida en el biocombustible
generado?

SOBRE ESTAS BASES PODRIAN DESARROLLARSE TECNOLOGIAS
ADECUADAS PARA LA PRODUCCION DE BIOCOMBUSTIBLES A PARTIR
DE MICROALGAS



COMBUSTIBLE
FOSIL

GASES |_, puRIFICACION —> GAS RICO EN co,

ESCAPE

LUZ SOLAR

|

APLICACIONES
DIVERSAS




UE PROGRAMA LIFE+

PROYECTO CO, ALGAEFIX PLANTA DEMOSTRACION 1 ha

/7 | Agencia Andaluza de la Energia

Arcos de la

Frontera (Cadiz)

7 ALGAENERGY

¥

CONSORCIO

(=)

Actividad:

o Produccion electricidad, 3 grupos.
o Potencia total instalada: 1.613 MW. treagan Orickan. lan Naclrsl dn Crisicbaradie ras do Eapaa [PWCA. fastm Co

Combustible: gas natural (libre de contaminantes)
Emisiones CO2: 1,57 (Mt/afo, 2008)

Agua: Pantano Guadalcacin Il (dulce) y/o depuradora




Tecnologia de cultivo de microalgas en RPV

Superficie para cultivos: 10.000 m? (1ha),
ampliable segun resultados

Capacidad de fijacion de CO,: =180 ton/afio

Produccion de biomasa: = 100 ton/afio

Uso en diversos sectores: energético,
alimentacion animal, fertilizantes,
complemento nutricional, cosmética ...

Central de Ciclo Combinado
Arcos de la
Frontera
1.600 MW

“

IBERDROLA




CIANOBACTERIAS COMO PLATAFORMA PARA LA PRODUCCION
FOTOSINTETICA Y SECRECION DE COMPUESTOS DE ALTO VALOR

Synechocystis PCC 6803

“We do not harvest milk from cows by grinding them
up and extracting the milk. Instead, we let them
secrete the milk at their own pace, and selectively
breed cattle and alter their environment to maximize
the rate of milk secretion”

Ramachandra et al (2009) Ind Eng Chem Res 48:8769-8788



CIANOBACTERIAS COMO PLATAFORMA PARA LA

GENERACION FOTOSINTETICA DE BIOCOMBUSTIBLES
POR MEDIO DE LA INGENIERIA METABOLICA

« En el esquema convencional, la biomasa microalgal ha de
producirse, recolectarse y procesarse para generar el
compuesto o precursor requerido (p.ej. carbohidratos para
etanol, acidos grasos para biodiesel)

« Cambio de paradigma: las cianobacterias dejan de constituir
la fuente de biomasa a procesar. Aqui constituyen factorias
celulares que fotosintetizan un compuesto valioso y lo
segregan al medio externo, desde donde se recoge

« El metabolismo de las cianobacterias (pero todavia no de las
microalgas) puede manipularse mediante ingenieria genética,
dotando asi a estos organismos de capacidades para
(super)producir y exportar una variedad de compuestos de
interés sobre bases renovables



FOTOPRODUCCION DE ETANOL A PARTIR DE CO,
POR LA CIANOBACTERIA Synechocystis
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TRIOSAS-P —>

Ciclo de
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2CO, + 3H,0 —> 2 0, + CH,CH,OH



FOTOPRODUCCION DE ETANOL A PARTIR DE co,
POR LA CIANOBACTERIA Synechocystis
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FOTOPRODUCCION DE BIOCOMBUSTIBLES POR
CIANOBACTERIAS

BIODIESEL
A

ACETIL ACIDOS
PIRUVATO —> coa — GRASOS
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ETANOL HIDROCARBUROS
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