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RESUMEN

Este informe recoge los resultados correspondientasactividad 3.2., cuyo objetivo consistié en
validar el rendimiento productivo del PDC estalileaen la actividad 3.1 a escala de planta piloto
(40-100-1000 litros).

El desarrollo de la actividad se inici6 con unaiesate experimentos de crecimiento en
fermentador de 40L dirigidos a validar el proceeinid inicial para el cultivo heterotréfico de la
microalgaChlorella protothecoidesjue permitiera la obtencion de biomasa oleagiaossacalz

de planta piloto. En una etapa posterior se adagté protocolo para validar el rendimiento
productivo a mayor escala realizando ensayos @intento en fermentadores de 100L y 100C L.

El proyecto ha sido cofinanciado al 65% por el Fpfdiropeo de Desarrollo Regional (FEDER) a traws d
Programa Interreg V-A Espafa-Francia-AndoR®CTEFA 2014-2020) El objetivo del POCTEFA es reforzar
la integracion econdmica y social de la zona frardeEspafia-Francia-Andorra. Su ayuda se concentral
desarrollo de actividades econémicas, sociales glicambientales transfronterizas a través de egteaste
conjuntas a favor del desarrollo territorial sogikn
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1 INTRODUCCION
2 RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD

2.1 Ensayos de produccion y ajuste en bioreactor de 4M0 L produccion
de 10 kg de biomasa fresca

Los primeros ensayos de produccion de biomasa iotesey en planta piloto se realizaron a
partir del PDC (procedimiento detallado de cultidesarrollado por NEIKER en la actividad
3.1 y transferido a CENER, para la produccién lo¢téfica de microalgas a escala inicial de

40L.

Tras la obtencion de los primeros kilos y vieralpdsibilidad de realizar el escalado en otro de
los bioreactores de mayor volumen disponibles emtp] se acordd, junto con el resto de
socios, realizar los siguientes ensayos en biareats 100 litros (figura 1)

Figura 1. Bioreactor de 100L y 40 L planta CB2Gr{tE& Biocombustibles 2° generacion Aoiz).
Fuente: CENER

Ensayos en bioreactor 40L

A partir del PDC entregado por NEIKER, desarrolladsta bioreactor de 5 litros de capacidad
con 3 litros de volumen de cultivo, donde se aléamza concentracion de biomasalde20 g
peo seco/litrocon un contenido lipidico cercano5l% y en unperiodo maximo de 96 horas
de cultivo, se realizaron las adaptaciones necesarias earreetfitador de 40 litros y se
establecio el protocolo de tren de inéculos pareseblado en planta piloto, con el objeto de
reproducir los resultados de productividad alcaogadescala de laboratorio.

Al ser los tiempos del tren de in6culos largoswepard un cronograma en el que se fueron
solapando los ensayos para aprovechar mejor lnpdie.

En total se realizaron 4 ensayos de ajustes denpinds y de produccion en el dltimo trimestre
de 2016, en la escala de 40 litros con 30 litrogadi@men de cultivo.
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Procedimiento de cultivo

La fase productiva se inicio afiadiendo a los 2@ditle medio de cultivo de microalgas, 3 litros
de in6culo generado en el laboratorio de plantars&pC.

Una vez inoculado el microorganismo se dejoé crelceante 45 horas, tiempo en el que se
realizaron tres pulsos de Dextrosa conforme lacglaigba siendo consumida.

El cultivo fue cosechado entre las 90-96 horas.

Para la cosecha se utilizé una centrifuga marcatflfesde capacidad 1 kg en el tambor de
recogida (ver figura 2).

Figura 2. Microalgas recogidas en el tambor defdarfuga
Fuente: CENER

La biomasa fresca fue caracterizada y enviadacd CATAR-CRITT para que realizara la
extraccion del aceite de la biomasa producida.

En la tabla 1 se recogen los datos de produccidosdelotes productivos.

En ambos lotes se consiguieron los rendimientosradps, en relacidon a los gramos de alga
seca producidos por litro de cultivo (17-20 g pg/Bl contenido lipidico esperado (cercano al
50%).

LOTE 1Y 2- BIOREACTOR 40L

Datos produccion lotel | lote2 | Total |Unidades
kg alga (pf) 1,6 1,7 3,3 kg
Humedad 59,4 61,71 - %
kg alga (ps) 0,65 0,61 1,26 kg
%aceite 52,7 55,3 - %
g aceite tedricos 342,3 | 338,7 | 681,1 g
g alga (ps) /I 21,7 | 20,33 - g/l

Tabla 1. Datos de produccion de los 2 lotes pradost
Fuente: CENER
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Ensayos en bioreactor 100L

Para la realizacion de los ensayos en bioreactdr08& NEIKER y CENER realizaron una
adaptacion del procedimiento de cultivo PDC empiepdra la obtencién de biomasa de C.
protothecoides en reactor de 30 litros a un real@0 litros de capacidad.

Se plante6 realizar un proceso en tres etapas:
Etapa 1: se genero un inéculo de 4 litros medigatthatch con NH40OH

Etapa 2: se preparo el bioreactor de 100 litros aalumen final de 40 litros empleando la
solucion nutritiva indicada en el PDC y se in6atta los 4 litros de cultivo generado
en fedbatch. Se dejo crecer alrededor de 24 horas.

Etapa 3: Tras el periodo anterior se incorporo iatelactor 50 litros de solucion nutritiva
concentrada preparada para un volumen final dé@r®8.lY se inici6 la incorporacion
de glucosa a demanda durante los siguientes 3 Siéggin el comportamiento del
proceso en 40 litros se estimaron las incorporasi@nlas 24h, 40h y a las 52 horas.

En la tabla 2 se recogen los datos de produccidosdelotes productivos.

Al igual que en los ensayos en bioreactor de 4@slitla biomasa fue centrifugada vy
caracterizada, previo a su envio al socio CATAR-TRYbuien realizaria la extraccion del
aceite y el posterior reparto de las fraccionesa@ds a los socios implicados en el resto de
actividades de valorizacion del aceite extraiddeyla biomasa residual.

LOTE 1Y 2- BIOREACTOR 100L

Datos produccion lotel | lote2 Total |Unidades
kg alga (pf) 3,9 5,17 3,3 kg
Humedad 62 68,3 - %
kg alga (ps) 1,48 1,64 3,12 kg
%aceite 52 38 - %
g aceite tedricos 769,6 623,2 1392,8 g
g alga (ps) /I 16,4 18,2 - g/l

Tabla 2. Datos de produccion de los 2 lotes pradost
Fuente: CENER

En el caso de estos ensayos la productividad alatdoe un poco inferior a la conseguida en
los lotes anteriores en los que se consiguieran@®peso seco de microalga por litro.

Y en el caso del porcentaje lipidico el primerola lotes sobrepaso el 50 % quedando el
segundo lote en el 38%.

Ambos cultivos fueron enviados a CATAR para suaodion.

Con esta tanda de ensayos en 40-100 litros seguodsebasar el primer objetivo productivo de
10 kg de biomasa de microalgas fresca (en totanséron para su extraccion 12.3 kg de
biomasa), con una concentracion de biomasa, uremidiot celular de aceite y un tiempo de
produccion comparable a los obtenidos a escaladtir®.
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2.2 Ensayos de produccion y ajuste en bioreactor de 1m@oduccion de
10 kg de biomasa fresca

Para la 2° tanda de produccién de biomasa fresaausgda, con el resto de socios, realizar el
escalado en un bioreactor de mayor volumen dispotaimbién en las instalaciones del CB2G
de CENER.

Atendiendo a las productividades obtenidas en ian¢ésrensayos, se decide realizar el escalado
en un bioreactor de 1 m3 con un volumen de tratajd00 litros que permita obtener en un
unico lote los 10 kg de biomasa fresca acordadalpaegunda tanda de ensayos.

A partir del procedimiento de cultivo (PDC) empleggara la obtencion de biomasa @e
protothecoidesen reactor de 100 litros, NEIKER y CENER realizanaldaptacion para un
reactor de 1 m3 de capacidad con un volumen dejtrae 400 litros.

El nuevo protocolo se dividio en 3 etapas:
Etapa 1.- Activacion de la cepa
Etapa 2.- Generacién de un tren de indculos (@@ htros)
- El1°in6culo (0.4 litros) se genera mediante éivauen batch con agitacion orbital

- El 2° in6culo (4 litros) se obtiene mediante eltigal en Fed-batch nitrégeno en
bioreactor

- ElI'3°indculo (40 litros) se obtiene mediante evltBatch en bioreactor 100 |

Etapa 3: Proceso de produccién de cultivo de 4@6slien un bioreactor de 1*mara la
produccion de biomasa.

En esta Ultima etapa se preparé una solucion inatmiara el fermentador de 1 m3 a un
volumen de 360 litros y se inocul6 con los 40 $itde cultivo generados en la etapa 2.

A partir de este momento se siguié un protocolmderporacion de glucosa a demanda durante
3 dias. Revisando el comportamiento del proces@a&ctor de 100 L se establecié también la
pauta de incorporacion: 10 g/l a las 24 horas,/P8 lgs 40 horas y 10 g/l a las 52 horas.

Tras 72 horas el cultivo se pard y se llevo a dalseparacidn de la fraccién solida y liquida por
centrifugacion.

En la tabla 2 se recogen los datos de producci@stgeote productivo en 1°m

LOTE 1 - BIOREACTOR 1M3
Datos produccién lote 1 |Unidades
kg alga (pf) 16,6 kg
Humedad 65 %
kg alga (ps) 5,81 kg
%aceite 50 %
g aceite tedricos 2905 g
g alga (ps) /I 15 g/l

Con esta tanda de ensayos en 1m3 se consigui@rethaegundo objetivo productivo de 10 kg
de biomasa de microalgas fresca (en total se emvjzara su extraccion 16.6 kg de biomasa).

Este ensayo presentaba también una concentragibioohasa de 15 g/l de alga en peso seco,
un poco menor al obtenido en escalados anteriord®€100 L, aunque también el tiempo de
cultivo en este caso fue menor 72 horas siendeultisos anteriores de 92 horas.
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En el caso del contenido celular de aceite se aegmbjetivo del 50%.

Los 16,6 kg de microalgas recogidas fueron enviagspués de su caracterizacion al socio
CATAR-CRIT, para proceder a la extraccion y repae biomasa residual.

3 CONCLUSIONES

Durante el desarrollo de la actividad se validdegldimiento productivo del procedimiento
detallado de cultivo heterotréfico para la espdgiprotothecoidesjue permite alcanzar una
concentracién de biomasa de 17-20 gP®in un periodo de cultivo de 4 dias, siendo la
productividad de dicho proceso de 4.6 gP®la escala de 100 Litros.

El rendimiento productivo para la escala 1m3 es abgnor con un valor del5 gPSken un
periodo de cultivo de 3 dias.

La biomasa obtenida mediante el proceso anteresepta un contenido superior al 50% de
materia grasa en forma de FAMES, lo que suponepuoductividad de 2.5 g FAMESId™
derivada del proceso de cultivo.

Se ha validado la tecnologia de cultivo desarrelladsta escala de 1m3 y se ha producido la
biomasa de microalgas que ha servido como matene principal, para el desarrollo del resto
de actividades del proyecto.
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