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DESCRIPCION

Procedimiento de cultivo de microalgas y/o cianobacterias a partir de efluentes de gases industriales que contienen
diéxido de carbono e instalacion para la implementacion de este procedimiento

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de los procedimientos de cultivo de microalgas, mas particularmente un
procedimiento de cultivo de microalgas en un fotobiorreactor.

Estado de la técnica anterior

Para crecer y desarrollarse, la biomasa, como las microalgas, necesita nutrientes minerales, pero también agua, CO-»
y luz, para realizar su fotosintesis.

En el contexto de la lucha contra el calentamiento global y debido a un consumo especifico de CO, mayor por m? que
las plantas terrestres (aproximadamente 10 veces mayor), se ha llevado a cabo una gran cantidad de investigaciones
durante los ultimos veinte afios para desarrollar procesos de captura y recuperacion de gases y humos industriales
ricos en CO, mediante el uso de microalgas para producir moléculas de interés o biocombustibles. Recientemente, se
ha propuesto utilizar efluentes gaseosos industriales tales como efluentes gaseosos de fabricas de cemento o de
centrales eléctricas de carbon (CHENG Jun et al., Bioressource Technology, 190, 2015, pp 235-241) para enriquecer
los medios de cultivo de algunas microalgas en diéxido de carbono.

Sin embargo, dependiendo de su origen, los efluentes gaseosos industriales pueden estar cargados con componentes
que inhiben el crecimiento de los microorganismos en cuestion o reducen la capacidad posterior de utilizar estos
microorganismos.

Por ejemplo, el documento de C. G. Borkenstein (J. Appl. Phycol., 23, 2010, pp 131-135) que describe un
procedimiento que utiliza como fuente de carbono de cultivo de un alga verde (Chlorella emersonii) un efluente gaseoso
de fabrica de cemento, concluye que el plomo se acumula en la biomasa de algas (con una tasa tres veces superior
al valor de referencia) que, por lo tanto, no debe utilizarse como complemento alimenticio o pienso.

Objeto de la invencion

Por lo tanto, un primer objeto de la invencién es proporcionar un procedimiento de cultivo de microalgas a partir de
efluentes gaseosos industriales que contienen diéxido de carbono que no altera las propiedades de estas microalgas
y permite su recuperacion, especialmente en alimentacion animal o humana.

Otro objeto de la invencién es proporcionar un procedimiento de cultivo de microalgas a partir de un efluente de gas
industrial que contiene diéxido de carbono que también es aplicable a las cianobacterias.

Descripcion de la invencion

Con este fin, la presente invencion se refiere a un procedimiento de cultivo de microalgas y/o de cianobacterias en un
fotobiorreactor que contiene un medio nutritivo que incluye una fuente de carbono, la fuente de carbono es un efluente
de gas industrial que contiene diéxido de carbono, y el procedimiento comprende las siguientes etapas sucesivas:

a) — la captura de efluentes de gases industriales humedos (humos) que contienen diéxido de carbono,

b) — el secado/depuracion de dicho efluente gaseoso por enfriamiento, provocando la condensacion de la fraccion
himeda y obteniendo un efluente gaseoso seco,

c) — la separacion del condensado del efluente gaseoso seco que contiene didxido de carbono,

d) — el seguimiento del pH del medio de cultivo en el fotobiorreactor que contiene una o mas cepas de microalgas y/o
cianobacterias, con determinacién de un intervalo de pH éptimo para el crecimiento de dichas cepas,

e1) — el enriquecimiento con diéxido de carbono (carbonatacién) de una solucién nutritiva de microalgas y/o
cianobacterias mediante dicho efluente seco/purificado, seguido, en funcion del pH del medio de cultivo, de la inyeccion
de dicha solucién nutritiva enriquecida con didxido de carbono en el fotobiorreactor,

0 e2) - la inyeccion directa del efluente seco que contiene didxido de carbono en el fotobiorreactor,
f) — la recoleccion de la biomasa producida para su valoracion,

caracterizado porque el efluente gaseoso es un efluente de la industria cementera, mas particularmente capturado en
el conducto de la chimenea de una fabrica de cemento, antes de su descarga a la atmésfera, porque el enfriamiento
del efluente se realiza a una temperatura inferior a o igual a 5 °C, y porque las microalgas o cianobacterias se
seleccionan de las siguientes cepas: Arthrospira platensis (espirulina), Chlorella vulgaris o Nannochloropsis oculata.
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La importancia de la etapa de secado del efluente gaseoso, posibilitando la obtencién de un gas seco, radica también
en la eliminacion de todos los elementos arrastrados por la condensacion de la fraccion humeda del gas, resultando
simultaneamente en la reduccion de polvos residuales y elementos solubles en vapor de agua. Por lo tanto, esta etapa
también se denomina etapa de purificacion del efluente gaseoso.

Ventajosamente, al menos parte de las calorias recuperadas durante el enfriamiento del efluente crudo se dirigen al
fotobiorreactor y/o al gas seco, para elevar su temperatura.

Preferiblemente, el contenido de vapor de agua del gas seco a presién atmosférica es menor o igual al 3%,
preferiblemente menor o igual al 1%.

De acuerdo con una primera realizacion de la invencion, el gas seco enriquece la solucion nutritiva con CO, antes de
que entre en el fotobiorreactor.

De acuerdo con una segunda realizacién de la invencion, el gas seco se inyecta directamente en el fotobiorreactor,
introduciéndose la solucién nutritiva por separado.

El efluente gaseoso, al ser un efluente de la industria del cemento, mas particularmente capturado en el conducto de
la chimenea de una fabrica de cemento, antes de su liberacion a la atmdsfera, el procedimiento segun la invencion
permite asi el reciclaje de los humos de la fabrica de cemento, ventajosamente también con la recuperacion del calor
residual del procedimiento de clinkerizacion.

Los ejemplos que se presentan a continuaciéon muestran que dicho efluente, de una fabrica de cemento, no es
perjudicial, contrariamente a la ensefianza del estado de la técnica mencionado en la introduccion, para la posterior
valoracion de las microalgas asi producidas, incluso para una valoracion en el sector alimentario.

Dado que el funcionamiento de una fabrica de cemento es continuo, el procedimiento de cultivo segun la invencion
puede realizarse en forma continua.

Mas particularmente, se ha observado, de modo sorprendente, que las microalgas y/o cianobacterias cultivadas segun
el procedimiento de la invencion, seleccionadas de las siguientes cepas: Arthrospira platensis (espirulina), Chlorella
vulgaris o incluso Nannochloropsis oculata, son resistentes y no presenten acumulacion de elementos metalicos,
incluido el plomo.

La introduccion del gas seco mencionado con anterioridad esta controlada por el pH del medio de cultivo. De hecho,
una cantidad demasiado grande de CO- acidifica el medio. Preferiblemente, el pH del medio de cultivo se regula entre
6y 10, preferiblemente entre 7 y 8 para la cepa Chlorella vulgaris, preferiblemente entre 9 y 10 para la cepa Arthrospira
platensis.

Parece que al menos una fraccién del condensado se introduce en el fotobiorreactor, sin que esto sea perjudicial: ni
con respecto al rendimiento del cultivo, ni a la calidad de las microalgas o cianobacterias.

Preferiblemente, el enfriamiento del efluente se realiza a una temperatura menor o igual a 5 °C, preferiblemente a una
temperatura menor o igual a 2 °C.

Después de la separacion del condensado, el gas seco se recalienta ventajosamente antes de burbujear en el medio
de cultivo, preferiblemente a una temperatura superior o igual a 20 °C e inferior o igual a la temperatura éptima
(Arthrospira platensis (espirulina) < 35 °C; Chlorella vulgaris < 25 °C) para el crecimiento de microalgas y/o
cianobacterias asi cultivadas.

Ventajosamente, las distintas etapas que comprenden el secado/purificacion del efluente por enfriamiento, la
separacion del efluente seco y el condensado, el enriquecimiento de diéxido de carbono (carbonatacion) del medio de
cultivo de las microalgas y la inyeccion de dicho medio de cultivo enriquecido con diéxido de carbono en un
fotobiorreactor se llevan a cabo a una presion relativa de entre 0,1 y 2 bar, preferiblemente a una presion relativa de
entre 0,2y 1 bar.

El procedimiento de acuerdo con la presente invencion se puede implementar en una instalacién que comprende los
siguientes elementos, de aguas arriba a aguas abajo:

- medios de muestreo, tal como una bomba de muestreo, de efluentes industriales crudos;

- un separador gas/liquido que comprende un intercambiador de calor que lleva un médulo para enfriar el efluente
crudo;

- estando conectado dicho separador gas/liquido, por un lado, para la fraccién liquida, a un dispositivo de muestreo
de condensado, y por otro lado, para la fraccion gaseosa, a medios para introducir el efluente seco/purificado
directamente en el fotobiorreactor o en un contactor gas/liquido que contiene una solucion nutritiva de microalgas y/o
cianobacterias destinadas a enriquecer dicha solucién nutritiva en diéxido de carbono;
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- medios para inyectar, como una bomba dosificadora o una bomba peristaltica, el medio de cultivo enriquecido con
didxido de carbono en un fotobiorreactor,

- un fotobiorreactor que contiene un medio de cultivo que contiene una o mas cepas de microalgas y/o cianobacterias,
equipado con un medidor de pH para medir dicho medio de cultivo, y que comprende un modulo para alimentar la
solucién nutritiva de biomasa y un modulo para muestrear la biomasa producida en dicho fotobiorreactor.

Preferiblemente, los érganos para tomar el efluente gaseoso industrial crudo son capaces de impartir una
sobrepresion, preferiblemente entre 0,1 y 2 bar, mas preferiblemente entre 0,2 y 1 bar, al circuito del gas a los medios
para introducir el efluente seco en el fotobiorreactor o en el contactor gas/liquido que contiene la solucién nutritiva.

Asi, el efluente seco gaseoso puede burbujear libremente en cualquier dispositivo de carbonatacion del medio de
cultivo o en cualquier fotobiorreactor.

Ventajosamente, el intercambiador de calor se conecta al fotobiorreactor para aportarle calorias para optimizar su
temperatura de funcionamiento y/o al gas seco para elevar su temperatura después de su separacion del condensado.
La instalacion no se limita a un determinado tipo de fotobiorreactor: la instalacién puede comprender un fotobiorreactor
tubular cerrado, o un fotobiorreactor plano (bajo iluminacion artificial o natural), o incluso un fotobiorreactor abierto, del
tipo de cuenca de circulacion circular (denominado “raceway”) cerrada o abierta.

Por lo tanto, la instalacién puede utilizarse ventajosamente para el reciclado de efluentes gaseosos de fabricas de
cemento que contienen diéxido de carbono.

La invencion se entendera claramente al leer la siguiente descripcion de ejemplos de realizacion, con referencia a los
dibujos adjuntos, en los que:

Figuras

La Figura 1 es un esquema simplificado de un ejemplo de instalacion para realizar el proceso de cultivo segun la
invencion.

La Figura 2 es un grafico que muestra el cambio en la concentracion de biomasa en funcion del tiempo con CO; o gas
seco de fabrica de cemento, asi como después de agregar una fraccion de condensado.

Ejemplos

Se llevaron a cabo experimentos en una fase piloto del procedimiento segun la presente invencién con dos cepas
diferentes, inoculadas en fotobiorreactores separados:

« La microalga Chlorella vulgaris. Chlorella vulgaris es un alga verde unicelular, muy rica en clorofila (2-3%), pero
también en proteinas (60% en masa), enzimas, vitaminas (A, B, C y E), acidos grasos esenciales insaturados y
minerales (hierro, calcio, magnesio, zinc, potasio, azufre, manganeso).

« La cianobacteria Arthrospira platensis (espirulina). Arthrospira platensis, mas conocida con el nombre de
“espirulina” es una cianobacteria filamentosa perteneciente a la familia Cyanophycae. Sus dimensiones varian de 200
a 1500 ym de largo para un espesor de 10 a 20 ym. En 2013, su produccion mundial se estimé en mas de 5.000
toneladas, incluidas de 300 a 500 toneladas en Francia. Se utiliza principalmente como complemento alimenticio en
humanos y/o animales. De hecho, es muy rica en proteinas (mas del 60% en masa), acidos grasos esenciales,
vitaminas, B-caroteno y ficocianina. Gracias a sus excepcionales propiedades nutricionales, China la declaré alimento
de interés nacional y la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) decidié en
2014 recomendar su produccion y su uso en la lucha contra la desnutricion.

Durante este estudio, las microalgas o cianobacterias se cultivaron en fotobiorreactores 1 intensivos (sefialados PBR).
Un fotobiorreactor es un reactor que garantiza la produccion de microorganismos fotosintéticos suspendidos en agua.
Se habla de sistemas intensivos, cuando la mayoria de los parametros se controlan para obtener una productividad
Optima. Estos parametros mas importantes son: luminosidad, temperatura, pH, concentracién de nutrientes,
concentracion de la especie estudiada y la garantia de condiciones axénicas de los cultivos (ausencia en el cultivo, de
cualquier organismo que pueda competir con la especie estudiada).

La instalacion utilizada en los ejemplos presentados a continuaciéon se muestra esquematicamente en la Figura 1. Esta
instalacion se instalé en un sitio industrial, en las inmediaciones de la chimenea 2 de una fabrica de cemento.

Comprende una bomba 3 de muestreo directo del efluente 12 gaseoso (también denominado “humo”) en el conducto
de la chimenea 2 de dicha fabrica de cemento. Esta bomba 3 esta conectada a un primer separador 4 de una primera
fraccion 7A liquida condensada durante este muestreo. El gas que sale de este separador 4 se enfria luego a una
temperatura menor o igual a 5 °C dentro de la unidad fria también denominada enfriador 5 en la que se condensa la
fraccion 7B liquida restante. Estas dos fracciones liquidas se recogen mediante una bomba 6 peristaltica y se combinan
para formar el condensado 7 total.
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El gas 11 seco proveniente del enfriador 5 se puede calentar en un intercambiador de calor (también llamado
calentador 8) para llevar su temperatura de dicho gas seco a la temperatura adecuada para el cultivo de microalgas o
cianobacterias en el fotobiorreactor 1. Este fotobiorreactor esta equipado con una sonda 9 de pH y temperatura. La
introduccion de este gas 11 seco se realiza mediante una valvula 10 controlada por la sonda de pH. El fotobiorreactor
puede operar en modo “discontinuo” con recoleccion puntual de parte de su contenido y luego reemplazo del volumen
extraido con medio de cultivo fresco o en modo continuo durante el cual este ultimo es alimentado continuamente con
solucién 13 nutritiva y la biomasa 15 también se recolecta en forma continua con vistas a su valoracion.

Finalmente, el exceso de gas 11 seco se dirige a un respiradero 14 a través de una valvula 16 que permite mantener
una presion relativa superior a aproximadamente 0,5 bar en el circuito de gas de la instalacion.

A continuacion se presentan las condiciones de funcionamiento preferidas para el funcionamiento de dicha instalacion.

El humo producido por la fabrica de cemento se filtra en un precipitador electrostatico y luego se envia a la chimenea
2 a través de un ventilador de extraccion. Este efluente gaseoso que contiene en promedio menos de 10 mg/Nm? de
polvo en funcionamiento normal es expulsado a la atmosfera bajo presion atmosférica a una velocidad de
aproximadamente 20 m/s a 30 m/s y una temperatura comprendida entre 60 °C y 90 °C. Este efluente humedo contiene
entre el 7 y el 13% en volumen de humedad.

La llamada bomba 3 de muestreo extrae continuamente el efluente gaseoso de la chimenea a una velocidad de 10 a
30 L/min a través de una tuberia de material sintético o vidrio. Esta bomba no solo permite tomar el efluente gaseoso
sino que también le da energia volumétrica (es decir, presion). Al estar la tuberia aguas arriba y aguas abajo de dicha
bomba en contacto con la atmosfera, parte de la humedad contenida en el efluente gaseoso 12 recogido naturalmente
se condensa y se recoge en el separador 4. Para completar esta primera condensacion “natural” y secar al maximo el
efluente gaseoso que sale del separador 4, este pasa por el enfriador 5 donde su temperatura desciende
temporalmente por debajo de 5 °C (o incluso por debajo de 2 °C). A continuacion, el gas 11 seco se recalienta y luego
se envia continuamente al respiradero a través de la valvula 16 equipada con un regulador electrénico de flujo masico
que permite mantener una presion relativa en el circuito superior a 0,5 bar. Entre el calentador 8 y la valvula 16, una
derivacion en la tuberia principal permite suministrar gas seco, bajo demanda, al fotobiorreactor 1 para la produccion
de microalgas o cianobacterias.

Los condensados 7 producidos, recogidos del separador 4 y del enfriador 5, se extraen a medida que se forman
utilizando la bomba 6 peristaltica dedicada que también permite mantener la presién en la linea de muestreo. Estos
condensados incluyen no solo la humedad del humo producido por la cementera, sino también la gran mayoria de los
polvos, elementos metalicos y particulas no quemadas. Este sistema de tratamiento del efluente de gas crudo de la
fabrica de cemento permite, por lo tanto, depurarlo de manera continua.

En las pruebas realizadas, el gas 11 seco obtenido de la fabrica de cemento presentaba la siguiente composicion
promedio: entre el 5% y el 20% de COa, entre el 5% y el 20% de O y entre el 60% y el 90% de N2 en volumen.
También contenia sustancias no quemadas en proporciones muy bajas, NOx entre 300 y 700 mg/Nm?y CO entre 100
y 300 mg/Nms.

Ejemplo 1:

Parametros del humo de la fabrica de cemento: P = Pam; T = 80 °C; polvos totales: 10 mg/Nm3; humedad: 9%
Muestreo de humo: 20 L/min

Presion relativa aguas abajo de la bomba de muestreo: +0,6 bar

Temperatura del humo en el enfriador: + 3 °C

Composicion del volumen principal del gas seco obtenido: CO2 = 13%; O2 = 13%; N2 = 74% en volumen; NOx = 600
mg/Nm?3; CO =200 mg/Nm?

Los resultados obtenidos permitieron constatar que el procedimiento aplicado habia permitido reducir al menos:
> 90% de la fraccion humeda del humo de la fabrica de cemento

> 95% de los polvos totales en masa (incluidos los polvos crudos y los metales, incluidos los metales pesados)
> 99% de HCI + NH3 + HF

> 60% de sustancias sin quemar

> 15% de NOx

Los analisis de agua de condensacion (condensados) muestran que hay componentes de materia prima y clinker (de
la fabrica de cemento) tales como: calcio, potasio, sodio, azufre, silicio, magnesio, aluminio, hierro (Ilamados elementos
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“mayores”: calcio entre 40 y 80 mg/L, potasio entre 6 y 10 mg/L, mientras que los elementos aluminio, magnesio, sodio,
azufre y silice estan casi todos en un intervalo de 1 a 7 mg/L).

En el agua de condensacion, se encuentran iones nitrito (de 50 a 100 mg/L) e iones nitrato (de 10 mg/L), asi como
trazas de material no quemado.

También hay elementos metalicos en proporciones muy bajas (llamados elementos “menores”): las concentraciones
de arsénico (<20 pg/L), berilio (<5 pg/L), cadmio (<4 ug/L), cobalto (<10 ug/L), molibdeno (<10 pg/L), antimonio (<6
pg/L) y telurio (<10 pg/L) estan por debajo del limite de deteccién de PIC (indicado para cada elemento entre
paréntesis). Las concentraciones de cromo (<8 ug/L), manganeso (<10 ug/L), niquel (<5 pg/L), selenio (<10 pg/L),
estafio (<10 pg/L), talio (<15 pg/L) y vanadio (<10 ug/L), a veces estan cerca o por debajo de este limite. Finalmente,
se observa que, para los elementos que generalmente se encuentran por encima del umbral de detecciéon, destacan
claramente dos grupos:

« Aquellos cuyos valores se mantienen en el mismo orden de magnitud: bario, cromo, niquel, selenio, estario,
estroncio y vanadio con concentraciones medias respectivamente de 31,3 pg/L, 14,3 ug/L, 19,6 pg/L, 20,3 ug/L, 5
Mg/, 246 pg/Ly 18,2 ug/L.

« Agquellos cuyos valores fluctian significativamente de una prueba a otra: mercurio (14 a 245 pg/L), cobre (514 a
3956 pg/L), hierro (21 a 4741 pg/L) plomo (18 a 143 pg/L), talio (<15 a 182 pg/L) y zinc (761 a 6778 pg/L).

Por lo tanto, todos los elementos anteriores, detectados en el agua de condensacion, se eliminan de la fraccion
gaseosa en el gas 11 seco que entra en el fotobiorreactor 1.

Ejemplo 2:

No obstante, con el fin de evaluar la robustez del procedimiento, es decir, evaluar la capacidad de los cultivos para
tolerar posibles pasajes o adiciones de condensado en el medio de cultivo, para también manejar mejor aun los
condensados formados durante el muestreo del gas de la fabrica de cemento, se llevaron a cabo experimentos en los
que la tasa de condensado en el medio de cultivo que alimentaba continuamente el fotobiorreactor de prueba se habia
incrementado al 2,5%, luego al 5% (en volumen). Nétese que una adicion del 0,2% de condensado en el medio de
cultivo corresponde a poner los cultivos en contacto con todo el gas hiumedo (efluente producido por la fabrica de
cemento).

Las microalgas se cultivaron en un fotobiorreactor tubular vertical con un diametro interno de 5 cm y un volumen de
6,4L.

Las condiciones de funcionamiento se agrupan en la siguiente Tabla 1:

Tabla 1: Tabla que resume las condiciones de cultivo para los experimentos de evaluacién de la robustez de los
cultivos con PBR tubulares

Cepa Arthrospira platensis

Flujo de burbujas de aire 300 £ 20 mL/min de aire

pH 9,50 + 0,01

Temperatura 35+2°C

Luminosidad 4 neones de 21 Watts en formacion interna o externa
Inyeccion de CO» (13%) 45 + 2 mL/min de CO, puro

300 £ 20 mL/min de gas de fabrica de cemento

Flujo del medio de cultivo 1,5 ml/min
Tasa de diluciéon 0,014 h!
Medio de cultivo Ver tabla 2

Este sistema operd en modo “continuo” con la adicién de 2,2 ml/min de medio de cultivo fresco, lo que también permitio
la recoleccién continua de la biomasa 15 producida. En luz artificial, para una determinada cepa, este sistema consume
un promedio de 1,7 L/h de gas seco (que corresponde a 0,11 mL de condensado para un humo que inicialmente
contiene 9% de humedad).

Este condensado, rico en oligoelementos, asi como en iones nitrito e iones nitrato (fuente de nitrégeno), se puede
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agregar al medio de cultivo que alimenta continuamente al fotobiorreactor tubular.
Dos fotobiorreactores tubulares utilizaron cultivos similares en paralelo:

« Un primer PBR tubular que sirve de referencia, alimentado con CO; puro y un medio de cultivo sin adicion de
condensado.

« Un segundo PBR tubular que constituye el cultivo de “prueba”, alimentado con gas de fabrica de cemento secoy,
en modo continuo, un medio de cultivo que contiene concentraciones crecientes de volumen de condensado (0,2%,
2,5%y 5%).

El medio de cultivo se detalla en la Tabla 2 a continuacion.

Tabla 2: Composicion del medio de cultivo para la cepa Arthrospira platensis

Elementos principales Elemento Masa en g/L (o kg/m%) |Elemento
Masa en g/L (o kg/m?)
NaCl 1 K2SO4 0,4
CaClz,2H,0 MgSOsg, 0,032
7H,0
NaNO3 1 NaHCOs; (4,2
FeS0O47H,O 0,005 Na,COs 3,04
Na;EDTA 0,04 KoHPO, 0,2
Oligoelementos 1 mL/L de medio de Masa en g/L (o kg/m3) |Elemento |Masa en g/L (o kg/m?)
cultivo Elemento
MnCl;,4H20 0,23 CUSO;, 0,03
5H,0
ZnS0,4,7H,O0  |0,11

La biomasa producida en cada uno de los fotobiorreactores se recogio, se filtré (en un tamiz de 38 um, luego en un
filtro GF/F de 0,7 um), se secd y luego se analizé. El filtrado también se analizé en busca de elementos no absorbidos
por la biomasa.

El grafico de la Figura 2 muestra la evolucion de la concentracion de biomasa en los dos PBR tubulares en funcion del
tiempo. En este grafico, la primera linea vertical esquematiza el lanzamiento de la fase denominada “batch” y la
segunda, el paso del cultivo del modo batch al modo continuo. Mas especificamente, en el momento 0, se inyectaron
1,1 L de inéculo en el fotobiorreactor de referencia. Después de un aumento de la concentracién, se llevd a cabo una
transferencia de la mitad de la biomasa del PBR de referencia al PBR de prueba en t = 2 dias, el inicio de la fase
denominada “batch”. Después de un aumento adicional de la concentracién en los dos PBR, se inicia el modo continuo
en el Ultimo en t = 6 dias. Las otras lineas verticales indican el paso a una fase en modo continuo con adicién de
condensado en el medio de cultivo (para la prueba PBR):

1: fase “batch”

2: fase continua sin agregar condensado

3: fase con una adicién del 2,5% de condensado en la prueba PBR
4: fase con adicion del 5% de condensado en la prueba PBR:

Se observa que la evolucién de las concentraciones de los dos PBR se produce de manera idéntica desde la fase 1
hasta el primer tercio de la fase 3. A partir del dia 11, la concentracion del PBR de referencia es siempre superior a la
del ensayo PBR. No obstante, las concentraciones evolucionan en forma similar hasta el primer tercio de la fase 4.
Por lo tanto, la concentracion del PBR de referencia se mantiene estable en torno a 1,68 g/L, mientras que la del
ensayo pasa de 1,32 g/L, a 0,99 g/L durante tres dias. Los caudales de dilucidon no son responsables de esta diferente
evolucion de las concentraciones. Por el contrario, la tasa de flujo de dilucién promedio para el control es 1,51 mL/min,
mientras que la de la prueba PBR es 1.38 mL/min. Asi, incluso con un caudal de dilucién menor que para el PBR de
referencia, a partir del primer tercio de la fase 3 (2,5% de condensado en el medio de cultivo), la tasa de crecimiento
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de la prueba PBR es menos importante que la del PBR de referencia. Este contraste se debe claramente a la adicion
del 2,5% de condensado (adicion realizada en el medio de cultivo de prueba, pero también directamente en la prueba
de PBR, en el octavo dia).

Ademas, se realizaron analisis en particular para determinar la concentracion de los diversos metales presentes en la
cepa Arthrospira platensis producida con 0.2%, 2.5% y 5% de condensado (lo mismo ocurrié con la cepa Chlorella
vulgaris seca y producido con 0,1% y 10% de condensado afadido al medio de cultivo).

Los resultados relacionados con la espirulina se recopilan en la Tabla 3 a continuacion.
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Las diversas pruebas realizadas con una biomasa de espirulina producida con una solucién nutritiva que contiene
diferentes contenidos de condensado, no revelaron, para contenidos inferiores al 2,5% (en particular para un contenido
del 0,2%) un impacto sobre el crecimiento de estas cianobacterias (resultados no mostrados), ni acumulacion en ellas
de los principales elementos metalicos (incluido el plomo) a tener en cuenta en la alimentacion humana (segun el
dictamen de la CSHPF Referencia AFSSA N.° 2007-SA-0007). Por otro lado, para niveles del 2,5% y mas, el impacto
en el crecimiento de cianobacterias es significativo (ver la Figura 2), asi como la acumulacién de ciertos metales en
células como el mercurio (ver la Tabla 3).

Estos ensayos muestran, por un lado, la robustez del procedimiento segun la invencion y, por otro lado, que si el medio
de cultivo afiadido en forma continua contiene hasta un 0,2% de condensado 7, las diferentes cepas ensayadas se
desarrollan normalmente y la biomasa asi producida cumple las normas alimentarias europeas. Por lo tanto, la
espirulina asi producida podria utilizarse como complemento alimenticio, en estado puro o tras la extraccion de sus
principios activos.

Ejemplo 3:

Ensayos realizados en laboratorio sobre la microalga Nannochloropsis oculata en presencia de diferentes adiciones
de condensados (1%, 5%, 10%, 15%) procedentes de la misma fabrica de cemento que la de los Ejemplos 1y 2
anteriores han demostrado que esta microalga presenta una notable resistencia a los elementos contenidos en los
condensados.

Mas particularmente, la microalga Nannochloropsis oculata posee la capacidad de acumular lipidos dentro de las
células (con contenidos superiores al 50% - 70% en masa) cuando su “alimentacién” en el medio nutritivo carece del
elemento nitrégeno. Esta microalga es, por lo tanto, de gran interés en cuanto a la acumulacion de lipidos del tipo
acido graso de “doble enlace multiple” (poliinsaturados) y, por lo tanto, de aplicaciones en los campos de la
alimentacion y los biocombustibles.

Se llevaron a cabo las mismas pruebas de laboratorio con las microalgas Chlorella vulgaris y Arthrospira platensis
(espirulina). La microalga Chlorella vulgaris también mostré una notable resistencia a las mismas adiciones de
condensados (1%, 5%, 10%, 15%), asi como una adicion del 30%. La cianobacteria Arthrospira platensis no se ve
afectada por una adicion del 1% de condensados a su medio de cultivo (confirmacion de los resultados obtenidos en
la fabrica de cemento con una adicion del 0,2% - ver el ejemplo 2). Por otro lado, su desarrollo se ve afectado con una
adicion del 10% de condensados a su medio de cultivo (anteriormente, misma observacion con una adicion del 2,5%
y 5% de condensados a su medio de cultivo).

Las principales conclusiones del estudio en su conjunto que deben tenerse en cuenta son:

- que en contacto con el efluente gaseoso de la fabrica de cemento utilizado como fuente de CO- (orden de magnitud
de adicion del condensado: 0,1% - 0,2%), las tres cepas mencionadas en la presente solicitud de patente se
desarrollan normalmente.

- que los procedimientos de cultivo mediante el reciclaje del efluente gaseoso son robustos, es decir, que al multiplicar
por 5 estas tasas, las microalgas continian desarrollandose con normalidad y que su tasa de metales intracelulares
cumple con los estandares alimentarios.

- que a tasas de adicion de condensados mas altas (> 1%), las cepas Chlorella vulgaris y Nannochloropsis oculata
contindan mostrando buena resistencia a los condensados.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de cultivo de microalgas y/o de cianobacterias en un fotobiorreactor (1) que contiene un medio
nutritivo que incluye una fuente de carbono, la fuente de carbono es un efluente de gas industrial que contiene diéxido
de carbono, y el procedimiento comprende las siguientes etapas sucesivas:

a) — la captura de efluentes de gases industriales humedos que contienen didxido de carbono,

b) — el secado/depuracion de dicho efluente gaseoso por enfriamiento, provocando la condensacion de la fraccion
himeda y obteniendo un efluente gaseoso seco,

c) — la separacion del condensado del efluente gaseoso seco que contiene didxido de carbono,

d) — el seguimiento del pH del medio de cultivo en el fotobiorreactor que contiene una o mas cepas de microalgas y/o
cianobacterias, con determinacién de un intervalo de pH éptimo para el crecimiento de dichas cepas,

e1) — el enriquecimiento con diéxido de carbono (carbonatacion) de una solucién nutritiva de microalgas y/o
cianobacterias mediante dicho efluente seco/purificado, seguido, en funcion del pH del medio de cultivo, de la inyeccion
de dicha solucién nutritiva enriquecida con diéxido de carbono en el fotobiorreactor,

0 e2) — la inyeccion directa del efluente seco que contiene didxido de carbono en el fotobiorreactor,
f) — la recoleccion de la biomasa producida para su valoracion,

caracterizado porque el efluente gaseoso es un efluente de la industria cementera, mas particularmente capturado en
el conducto de la chimenea (2) de una fabrica de cemento, antes de su descarga a la atmdsfera, porque el enfriamiento
del efluente se realiza a una temperatura inferior a o igual a 5 °C, y porque las microalgas o cianobacterias se
seleccionan de las siguientes cepas: Arthrospira platensis (espirulina), Chlorella vulgaris o Nannochloropsis oculata.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque dicho procedimiento se lleva a cabo en
forma continua.

3. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque al menos una
fraccion del condensado se introduce en el fotobiorreactor.

4. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el enfriamiento
del efluente se realiza a una temperatura menor o igual a 2 °C.

5. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque al menos parte
de las calorias recuperadas durante el enfriamiento del efluente crudo se dirigen al fotobiorreactor y/o al gas seco.

6. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque las diversas
etapas que comprenden el secado/purificacion del efluente por enfriamiento, la separaciéon del efluente seco y el
condensado, el enriquecimiento de diéxido de carbono del medio de cultivo de microalgas y la inyeccion de dicho
medio de cultivo enriquecido con diéxido de carbono en un fotobiorreactor se realizan a una presion relativa
comprendida entre 0,1 y 2 bar, preferiblemente a una presion relativa comprendida entre 0,2 y 1 bar.
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