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Resumen

En el presente trabajo se revisan las alternativas de valorizacion de biomasa de microalgas que se
estan estudiando actualmente. Dichas alternativas son funcion de la propia composicion de la biomasa
y de su facilidad de ruptura celular para conseguir aprovechar los componentes intracelulares. Asi, se
analizan los diferentes procedimientos individuales encaminados al aprovechamiento de cada
componente de la biomasa: obtencion de péptidos y aminoacidos por hidrélisis de proteinas,
produccion de bioetanol por fermentacion de carbohidratos, obtencion de biodiesel a partir de lipidos
y generacion de biogas a partir de biomasa microalgal. Seguidamente, se lleva a cabo un estudio de
las posibles combinaciones de estos procesos presentando el concepto de biorrefineria, que permite
lograr una valorizacién mas completa de la biomasa. El desarrollo de este tipo de procesos integrados
permite incrementar la viabilidad de los proyectos basados en microalgas como materia prima para la
obtencion de biocombustibles y compuestos de interés en general.
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Valorization of microalgal biomass: Exploitation of proteins,
carbohydrates and lipids

Abstract

In this paper a review of the alternatives to valorize microalgal biomass that are currently under
consideration is conducted. These alternatives are function of biomass composition and the ease of
cellular breaking to make the most of the intracellular compounds. Thus, the different individual
procedures aimed at valorize each component of the biomass are analyzed: protein hydrolysis in
solutions of peptides and amino-acids, bioethanol production by fermentation of carbohydrates,
production of biodiesel from lipids and generation of biogas from microalgal biomass. Afterwards, a
study of the possible combinations of these processes is carried out introducing the biorefinery
concept, which allows a more complete valorization of the biomass. The development of this kind of
integrated processes allows increasing the feasibility of projects base on microalgae as raw material to
produce biofuels and compounds of interest in general.
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1. Introduccion

La blsqueda de nuevas materias primas para
su empleo en la produccion de combustibles
es una preocupacion de la sociedad actual. En
este sentido, el uso de microalgas ha
despertado gran interés en los Gltimos afios
debido, principalmente, a su plasticidad
metabdlica y a su elevada velocidad de
crecimiento (Spolaore et al., 2006). Asi, estos
microorganismos se utilizan en industrias
especializadas como la de produccion de
pigmentos de alto valor agregado (Pulz et al.,
2004), y se plantea su uso para la obtencion
de  biocombustibles  (Chisti, 2007).
Actualmente el mayor interés se centra en el
campo energético, principalmente en la
produccion de biodiesel. No obstante, las
microalgas poseen otros compuestos como las
proteinas, en proporciones suficientes para
despertar interés respecto a su valorizacion
para producir suplementos alimentarios
(lwamoto, 2003), y productos beneficiosos
para la salud o biofertilizantes (Ordég et al.,
2004). Por otra parte, los carbohidratos,
pueden utilizarse como aditivo alimentario,
como compuestos con actividad
inmunologica (Barrow y Shihidi, 2008), o
pueden transformarse en bioetanol mediante
fermentacion alcoholica.

El problema fundamental que presenta la
produccion de estos compuestos a partir de
biomasa microalgal es que actualmente los
procesos no son econdmicamente viables; los
costos de produccion son adn elevados,
debido al gran requerimiento energético que
conllevan el cultivo, cosechado vy
recuperacion de la biomasa, en comparacion
con el bajo precio de venta de algunos de
estos productos, como el biodiesel o el
bioetanol. Por estas razones las lineas de
investigacion se centran hoy dia en reducir
dichos costos. De esta manera, los costos en
la fase de cultivo pueden reducirse mediante
la mejora en el disefio de los fotobio-
rreactores a emplear y mediante la utilizacion

de aguas residuales (principal-mente de
origen urbano y agricola) suplementadas con
los nutrientes necesarios (Pitman et al.,
2011); asi se logra simultaneamente la
produccion de biomasa mas econémica y que
las microalgas actien como agentes
biorremediadores (Rawat et al., 2011). Por
otra parte, respecto a los procesos
“downstream” 'y la valorizacién de la
biomasa, es necesario estudiar cada proceso
de forma individual (produccion de biodiesel,
bioetanol, etc.), asi como de forma conjunta
aplicando el concepto de biorrefineria
(Ehimen et al., 2009; Sialve et al., 2009).

El aprovechamiento de la biomasa de
microalgas depende en gran medida de su
composicion y estado. Los componentes
principales de la biomasa de microalgas son
habitualmente proteinas (30-60%),
carbohidratos (20-30%), lipidos (10-30%) y
cenizas (5-10%) (Rebolloso-Fuentes et al.,
2000, 2001). Estos porcentajes varian en
funcion de la especie y condiciones de
cultivo. La produccion a elevadas velocidades
de crecimiento favorece el aumento del
contenido en proteinas y reduce el contenido
en lipidos, mientras que a baja velocidad de
crecimiento el comportamiento es opuesto.
Otros factores como la composicion del
medio, la temperatura o la radiacion solar a la
que estan expuestas también alteran dicha
composicion (Acién et al., 1998). Respecto a
su estado, cabe diferenciar entre biomasa seca
y himeda. La biomasa de microalgas se
produce en cultivos sumergidos con
concentraciones de 0.5-2.0 g/l, siendo uno de
los principales problemas su recuperacion y
concentracion hasta valores de 100-200 g/l
para la obtencién de pastas concentradas, o
incluso su secado a menos del 5% de
humedad para su completa estabilizacion.

El presente trabajo lleva a cabo una revision
de los procesos encaminados a la produccion
de biofertilizantes, bioetanol y biodiesel, tanto
de forma separada como en su conjunto bajo
el concepto de biorrefineria, de modo que la
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valorizacion de la biomasa microalgal pudiera
resultar en un proceso econdmicamente
viable. Se analizan los procesos que implican
el aprovechamiento de la fraccion proteica
mediante hidrdlisis enzimatica, el
aprovechamiento de los carbohidratos tras su
extraccion e hidrolisis a azucares simples y
posterior fermentacion alcoholica, y el
aprovechamiento de lipidos ya sea mediante
extraccion de  éstos 0  mediante
transesterificacion directa de la biomasa. Por
ultimo, el residuo de biomasa resultante de
los distintos procedimientos se emplearia en
la produccion de biogas en condiciones
anaerobias.

2. Valorizacion de la fraccion
proteica

Las proteinas contenidas en la biomasa
microalgal son la fraccién mayoritaria de la
misma y, por ende, es necesaria su
valorizacion para poder hacer viable
econdmicamente la utilizacion completa de la
biomasa. Este aprovechamiento se puede
realizar en alimentacion humana o animal.
Sin embargo, buena parte de la microalgas
que se cultivan actualmente contienen
proteinas que no se digieren debido a las
paredes celulares que poseen las células
intactas (Shelef y Soeder, 1980). Por otra
parte, los aminoacidos y los péptidos que
constituyen las proteinas son productos
deseados tanto en el campo de la salud, como
en la alimentaciéon, la agricultura y la
industria. Por este motivo, la hidrolisis se ha
convertido en el principal enfoque para el
aprovechamiento de las proteinas, atendiendo
fundamentalmente a métodos de hidrolisis
guimica con bases o0 acidos. A pesar de que
estas metodologias permiten alcanzar altos
rendimientos, también pueden favorecer la
formacion de compuestos toxicos
(Jarunrattanasri et al., 2007) o la degradacion
de algunos aminoacidos, por lo que
actualmente solo se utilizan para la obtencion
de amino&cidos con fines industriales.

Cuando la finalidad es el empleo en
alimentacion, salud o biofertilizantes, se
prefieren los métodos enzimaticos, ya que son
menos intensos y destructivos, a la vez que
maés especificos. Bajo esta metodologia y en
funcion del destino de los hidrolizados
obtenidos, se pueden utilizar enzimas con
distintos tipos de actividad. Asi, es deseable
que los hidrolizados  destinados a
alimentacion o salud contengan mas
concentracion de peptidos de bajo peso
molecular que amino&cidos, por ser los
primeros mas digeribles que los propios
aminoacidos (Clemente, 2000); por tanto, no
se necesita que el grado o rendimiento de
hidrolisis sea tan elevado resultando ser las
enzimas con actividad endoproteasa las mas
adecuadas. El caso opuesto es la obtencion de
hidrolizados con alta concentracion en
amino&cidos para su uso como biofertilizante
(Ordég et al., 2004), por su poder
revitalizante y sus efectos sobre las plantas
que minimizan las consecuencias de plagas y
enfermedades (EI Ghamry et al., 2009); aqui
la metodologia aplicada implica la utilizacion
consecutiva de enzimas con actividad
endoproteasa y exoproteasa (Clemente, 2000)
ya que se debe maximizar el contenido en
aminodcidos libres.

La hidrdlisis enzimatica de la biomasa de
microalgas ha sido estudiada por diferentes
autores (Morris et al., 2008; Romero et al.,
2012, Sari et al., 2012) y, en todos los casos,
para aumentar el rendimiento de
aprovechamiento de las proteinas, la biomasa
debe ser pre-tratada. Morris et al. (2008)
llevan a cabo una extraccion con etanol con el
fin de eliminar el color de los hidrolizados,
comprobando que el rendimiento de hidrolisis
aumentaba alrededor 10%. De igual modo,
Sari et al. (2012) comprobaron que el
rendimiento de extraccion de proteinas era
aproxi-madamente 15% mas alto en Ia
biomasa de Chlorella fusca a la que
previamente se le habian eliminado los
lipidos respecto al obtenido con la biomasa
sin pre-tratar. A diferencia de lo anterior,
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Romero et al. (2012) trataron la biomasa
inicialmente mediante procedimientos fisicos,
como el molido y el calentamiento de la
suspension de biomasa. Los resultados que
obtuvieron mostraron que el molido
aumentaba el rendimiento de hidrolisis en un
30%, con excepcion del caso de adicion de
alimina. En cambio, el tratamiento térmico
aumento el grado de hidrolisis en el mejor de
los casos en torno a un 15%. No obstante, la
combinacion del molido y tratamiento
térmico no mejord los resultados obtenidos.
Posteriormente, estos autores, estudiaron el
efecto de la adicion de una enzima con
actividad  beta-glucanasa-celulasa-xilanasa
(Vizcozyme® L, Novozyme a/s); asi
consiguieron un aumento del 30% en el grado
de hidrdlisis.

El empleo de distintas enzimas en estos
estudios puso de manifiesto el hecho de que
las enzimas que trabajan a pH é&cido dan
resultados pobres debido, principalmente, a
gue en este rango de pH las proteinas se
insolubilizan, por lo que se prefiere el uso de
enzimas que trabajan a pH neutro o basico.
En este sentido, Morris et al. (2008)
obtuvieron los mejores resultados con las
enzimas papaina y pancreatina (Merck,
Whitehouse Station, USA) a pH 7.0 y 7.5,
respectivamente, alcanzando un grado de
hidrélisis en torno al 17% sin aplicar ningun
pre-tratamiento a la biomasa de Chlorella
vulgaris, y 20-22% de grado de hidrolisis con
biomasa previamente tratada con etanol.

De forma similar, en el trabajo de Sari et al.
(2012), de las enzimas ensayadas
seleccionaron la endoproteasa Protex 40XL
(Genencor  International Oy, Leiden,
Netherlands), con la biomasa de Chlorella
fusca al 4% en peso. Con esta enzima se
opero a pH 11 y se obtuvo un rendimiento de
extraccion de proteinas del 60% para la
biomasa de microalgas y de algo menos de
80% para la biomasa sin lipidos. En términos
de grado de hidrodlisis, los resultados fueron
aproximadamente del 35% 'y 40%,
respectivamente. Por otra parte, Romero et al.

(2012), con el objetivo de obtener hidrolizado
con alta concentracion de aminoacidos libres,
aplicd un proceso en dos etapas mediante la
utilizacion sucesiva de Alcalase® 2.5L y
Flavourzyme® 1000L (Novozyme a/s,
Bagsvaerd, Dinamarca), y valores de pH de 8
y 7, respectivamente, sobre biomasa de
Scenedemus almeriensis a concentraciones de
entre 200 y 350 g/L. ElI mayor grado de
hidrdlisis, 59%, se consiguié con la minima
concentracion de biomasa y 230 minutos de
ensayo (aproximadamente 2 horas cada
enzima). La repeticion sucesiva del proceso
de hidrdlisis conllevd un aumento cada vez
mas pobre en el grado de hidrdlisis.

En resumen, al comparar los distintos
procesos se observa que las temperaturas de
trabajo de las distintas enzimas son similares
(50°C para las de MERCK y NOVOZYME
a/s, y 60°C para GENENCOR), al igual que
los tiempos de trabajo, que estan en torno a 3-
4 horas. Respecto a la concentracion de
biomasa de trabajo, los ensayos de Morris et
al. (2008) y Romero et al. (2012) muestran
que existe una concentracion optima, pero por
norma general la disminucion de la
concentracion conlleva un aumento del grado
de hidrolisis. Cabe resaltar que la produccion
de concentrados de aminoacidos por esta via
se hace a partir de biomasa humeda, sin
necesidad de secarla lo que repercute en una
notable reduccion de costes. La calidad del
producto final obtenido vendra determinado
por la calidad de la biomasa de partida
(contenido en proteinas 'y perfil de
aminoacidos de las mismas) y condiciones de
operacion (concentracion de biomasa durante
la hidrolisis y grado de hidrolisis alcanzado),
midiéndose en funcion de la concentracion
total de aminoacidos libres producidos y su
perfil.

3. Valorizacion de la fraccion de
carbohidratos

La fraccion de carbohidratos también aparece
en gran proporcion en la biomasa microalgal,



151

Garcia-Cuadra F., Jawiarczyk N., Gonzalez-Ldpez C.V., et al. 2012. Rev Latinoam Biotecnol Amb Algal 3(2):147-161

y en consecuencia, es necesario tener en
cuenta la posible valorizacion de la misma
mediante aplicacion en alimentacion y salud
humana o animal, o directamente por su
conversion a bioetanol. Este biocombustible
constituye el 85% de la produccion total
mundial, siendo Estados Unidos de América
y Brasil los mayores productores de
bioetanol, fundamentalmente de segunda
generacion. Hoy en dia, la cafia de azlcar, el
maiz, el trigo o el mandioca entre otros, son
las principales materias primas para la
obtencion de bioetanol (segunda generacion),
aunque a lo largo de los dltimos afios el uso
de las microalgas para la generacion de
bioetanol de tercera generacion estd
adquiriendo interés (Choi et al., 2010; Harun
et al.,, 2010; Lee et al., 2011; Kim et al.,
2012). Esto es debido a que, en comparacion
con los cultivos de cereales, las microalgas
presentan una estructura mas simple, una
velocidad de crecimiento muy superior VY,
ademas, no requieren disponer de tierras
fértiles que podrian dedicarse al cultivo de
alimentos. Debido a esto, se ha planteado la
obtencion de etanol a partir de los
carbohidratos presentes en la biomasa
microalgal. En la misma se podran encontrar
azucares simples, tales como glucosa, xilosa,
galactosa, arabinosa, manosa, etc., y otros
polisacaridos mas complejos como almidon,
celulosa y hemicelulosa (Nahak et al., 2011;
Daroch et al., 2013; Doan et al., 2012).
Especies de microalga como Chlorella,
Chlamydomonas o Scenedesmus podrian ser
candidatas prometedoras debido a su alto
contenido en carbohidratos (Singh et al.,
2011), si bien esto depende no solo de la cepa
de microalga, sino también de las condiciones
de cultivo.

Un aspecto fundamental a considerar es que
los polisacaridos contenidos en la biomasa
han de ser liberados y convertidos en
azucares fermentables antes de proceder a la
fermentacion alcohodlica de los mismos
(Harun et al., 2010). La aplicacién de técnicas
de ruptura celular mediante

homogeneizadores, molinos de bolas o
ultrasonicadores pueden aumentar
considerablemente la extraccion de productos
intracelulares. Asi, la biomasa ha de ser pre-
tratada e hidrolizada fisica (medios
mecanicos, pirolisis), bioldgica
(microorganismos y/o enzimas) 0
quimicamente (&cidos o bases). La hidrdlisis
acida es ampliamente utilizada en los pre-
tratamientos de biomasa microalgal, ya que
permite  obtener una buena relacion
rendimiento/costo de proceso en comparacion
con otros métodos (Harun y Danquah, 2011;
Daroch et al, 2013). Respecto a la
fermentacion alcohdlica, el rendimiento de
esta etapa es ampliamente variable en funcion
de la especie de microalga utilizada y las
condiciones de hidrolisis y fermentacion
empleadas, reportandose valores entre 0.26 g-
etanol/g-biomasa seca de Chlorococcum
infusionum (0.75% p/v NaOH, 120°C, 30
min, Saccharomyces cerevisiae) (Harun et
al., 2010) y 0.52 g-etanol/g-biomasa seca de
Chlorococcum sp. (3% v/v H,SO,4, 160°C, 15
min, Saccharomyces cerevisiae) (Harun vy
Danquah, 2011). Otros autores reportan
valores obtenidos tras la hidrolisis &cida entre
0.40 g-etanol/g-biomasa seca de Chlorella
vulgaris (3% H,SO, 110°C, 105 min.,
Escherichia coli (Lee et al., 2011), 0.29 g¢-
etanol/g-biomasa seca de Chlamydomonas
reinhardii (3% H,SO,;, 110°C, 30 min.,
Saccharomyces cerevisiae) (Nguygen et al.,
2009) hasta tan solo 0.023 g-etanol/g-
biomasa seca de Scenedesmus obliquus (2N
H.SO4, 120°C, 30 min., Kluyveromyces
marxianus) (Miranda et al., 2012). Por otro
lado, Choi et al. (2010) aplicaron un
tratamiento enzimatico, alcanzando 0.23 g-
etanol/g-biomasa seca de Chlamydomonas
reinhardtii  (amilasa, 90°C, 30 min;
glucoamilasa, 55°C, 30 min.; Saccharomyces
cerevisiae). Asi, la productividad de bioetanol
depende de las condiciones empleadas en la
hidrélisis de los carbohidratos que componen
la biomasa microalgal. La mayoria de ellos
forman parte de la pared celular, mientras que
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su estructura y composicion son variables
para cada cepa. Por ello, las condiciones
empleadas en la extraccion han de
optimizarse para cada microalga. El
rendimiento alcanzado en la conversion de
los azucares en bioetanol serd también
funcion del contenido en  azucares
fermentables de la biomasa y del
microorganismo Y las condiciones empleadas
en la etapa de fermentacion alcohdlica
(Daroch et al., 2013, Doan et al., 2012), por
lo que estos parametros han de optimizarse
para cada caso.

Al igual que en el caso del aprovechamiento
de la fraccion proteica, la produccién de
bioetanol a partir de microalgas se puede
hacer partiendo de biomasa humeda,
eliminando por tanto la necesidad de secado.
Sin embargo, la produccion de bioetanol
implica un proceso en dos etapas y posterior
recuperacion de bioetanol mas complejo que
la produccién de aminoacidos, por lo que su
viabilidad dependera del contenido inicial de
azlcares fermentables de la biomasa y el
rendimiento del proceso en su conjunto. Ya
que el precio del producto final es bajo al
tratarse de un biocombustible, solo los
procesos que se aproximen a los maximos
teéricos de  conversion  podran  ser
competitivos.

4. Valorizacion de la fraccion
lipidica

La fraccion lipidica de la biomasa de
microalgas es habitualmente menor que las de
proteinas y carbohidratos, pero posee
moléculas bioactivas relevantes tales como
pigmentos, esteroles y acidos grasos
poliinsaturados de gran interés para el
hombre. No obstante, en este momento
despierta mayor interés el desarrollo de
procedimientos que permitan ser llevados a
cabo a gran escala, de tal forma que la
produccion pueda ser dirigida a la obtencion
de biocombustibles. Bajo este objetivo
general, se estd trabajando en dos lineas

principales: la extraccion de lipidos para
posteriormente realizar la transesterificacion
de las fracciones saponificables, y la
transesterificacion directa de la biomasa.
Ambos métodos poseen ventajas e
inconvenientes, ya que mientras la extraccion
de lipidos y su posterior transesterificacion es
mas compleja y costosa desde un punto de
vista energético, la transesterificacion directa
aplica tratamientos intensos con agentes
quimicos, lo cual dificulta la posterior
valorizacion de otras fracciones de la
biomasa.

La extraccion de los lipidos de microalgas se
puede realizar con un solo disolvente
organico o con mezclas de ellos. Asi, se han
logrado rendimientos de extraccion en
biomasa himeda  mediante  sistemas
presurizados de mas de un 80% para mezclas
hexano:etanol tras una hora de contacto
(Chen et al., 2012). En cambio, Chen-Hsi et
al. (2011) han ensayado diferentes mezclas de
disolventes con biomasa seca (Pavlova sp.)
obteniendo rendimientos del 44.7% para
mezclas acetato de etilo:metanol en 3 horas y
15.3% con hexano en sistema soxhlet durante
15 horas. La comparacién de estos resultados
con los obtenidos con Chlorococcum sp.
(Halim et al., 2011), donde se logra un 80%
de extraccion mediante sistema soxhlet con
hexano, muestra la importancia de la eleccion
de la cepa de microalga con la que trabajar.
Estos autores (Chen-Hsi et al., 2011; Halim et
al., 2011) también estudiaron la utilizacion de
CO, supercritico para la extraccion de lipidos
y, aunque los rendimientos son ligeramente
superiores a los obtenidos con los sistemas
soxhlet con hexano, el costo de los equipos de
extraccion supercritica a nivel industrial hace
pensar que este tipo de procedimientos no son
viables para aplicaciones en biocombustibles,
mientras que los sistemas de extraccion con
disolvente estin muy extendidos en la
industria de extraccion de aceites vegetales.
Ademaés, otros autores han desarrollado
sistemas de extraccion en continuo que, a
priori, son mucho maés eficientes desde el
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punto de vista energético y de consumo de
disolvente, y permiten alcanzar mayores
rendimientos de extraccion en menos tiempo
que el sistema soxhlet (Igbal y Theegala,
2012).

Respecto a la aplicacion de la
transesterificacion de los lipidos de
microalgas, Nagle y Lemke (1990) evaluaron
el uso de diferentes catalizadores, observando
que los mayores rendimientos de conversion,
68%, se conseguian mediante catalisis acida
especifica, frente al 32% alcanzado mediante
catalisis alcalina y, aunque otros autores han
estudiado la catalisis heterogénea (Umdu et
al., 2009) la mayor parte de los estudios se
estdn orientando hacia la catélisis acida
especifica. En esta linea, Miao y Wu (2006)
estudiaron las cantidades de catalizador, en
este caso acido sulfarico, las proporciones de
metanol:aceite, y la temperatura, concluyendo
que trabajando con altas proporciones de
catalizador (100%) se conseguia biodiesel de
buena calidad (baja densidad) en tiempos mas
cortos, pero a costa de una disminucion del
rendimiento de conversion. La temperatura
también provocaba la disminucion de la
densidad del biodiesel, al igual que la
proporcion de metanol:aceite de 56:1,
consiguiendo un minimo a partir de las 4
horas de reaccion. En cambio, el rendimiento
apenas se veia afectado por las cantidades de
metanol afiadidas.

Actualmente, la linea de investigacion en
auge es la relacionada con la
transesterificacion directa de la biomasa de
microalgas, por ser mas atractiva
energéticamente que la extraccion de lipidos
y posterior transesterifificacion. En este caso,
estudios como el realizado por Ehimen et al.
(2010) mostraron resultados similares a los
obtenidos por Miao y Wu (2006), ya que en
sus experimentos el aumento de la proporcién
metanol:biomasa dio lugar a una disminucion
de la densidad. De igual modo, el aumento de
temperatura conlleva una mayor conversion
de FAME (fatty acid methyl ester) y
disminucion de los tiempos de reaccion;

ambos autores determinaron que a partir de 4
horas de reaccion las densidades eran
minimas bajo sus distintas condiciones
Optimas. Por otra parte, la humedad de la
biomasa tiene una influencia considerable en
el rendimiento, como se observa en los
estudios de Ehimen et al. (2010) y Haas et al.
(2011), ya que la disminucion de ésta provoca
un aumento del rendimiento y una
disminucion de la necesidad de adicion de
metanol. Desde este punto de vista, es
preferible utilizar biomasa seca, si bien
conlleva un aumento de los costos globales
del proceso debido a la recuperacion de la
biomasa y posterior secado.

5. Aprovechamiento de la biomasa
de microalgas en procesos de
obtencion de biogas

La generacion de energia mediante
fermentacion anaerobia es un proceso muy
extendido actualmente, sobre todo en el
tratamiento de residuos sélidos y aguas
residuales, como el procesamiento de los
lodos obtenidos del tratamiento de efluentes
acuosos; asi se aprovecha la materia organica,
contenida en dichos lodos, produciendo
biogas que usualmente se utiliza para generar
energia eléctrica y térmica. En lo referente a
las microalgas, ya en los afios 50 (Golueke et
al., 1957) se expuso la idea del empleo de
éstas en procesos de generacion de biogas,
pudiendo realizarse tanto en estado solido, es
decir, con biomasa seca (Mussgnug et al.,
2010), como con el propio cultivo
concentrado, esto es, con biomasa humeda
(Sanchez y Travieso, 1993). Uno de los
puntos clave en la digestion anaerobia de
microalgas es una buena biodegrabilidad de
la biomasa. Esto depende principalmente de
la composicion bioquimica y la naturaleza de
la pared celular, ya que en muchos casos esta
compuesta por polisacaridos complejos que
no pueden ser degradados por los
microorganismos presentes en estos sistemas
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(Sialve et al., 2009). Para mejorar la
biodegrabilidad de las células, que pueden
permanecer intactas incluso despues de un
mes en oscuridad dentro de los digestores
(Mussgnug et al., 2010), se pueden llevar a
cabo diferentes pre-tratamientos sobre la
biomasa, como la aplicacion de ultrasonido,
homogeneizacion de alta presion,
tratamientos quimicos y térmicos, etc., que
incrementan el rendimiento en la degradacion
de la biomasa y la produccion de biogas.

Otro factor importante para la operacion de
estos sistemas es el contenido proteico de la
biomasa, ya que la existencia de una elevada
proporcién de proteinas provoca la formacion
de NH3; y pH bésico, dando lugar a la
inhibicion de la metanogénesis. Los rangos de
concentracion de NHz-NH," que involucran
la aparicion de fendmenos inhibitorios oscilan
entre 1.7 y 14 g/L, dependiendo de las
condiciones del proceso (Angelidaki et al.,
1993) y, una vez que estos efectos aparecen,
se observa una elevada concentracion de
acidos grasos volétiles en el cultivo (Sanchez
y Travieso, 1993). La temperatura del
proceso también puede incrementar la
inhibicion (Angelidaki et al.,, 1994) vy
dificultar la operacién, ya que en estos
sistemas el aumento de temperatura va a
acompafiado de un aumento de la
productividad y de la biodegradacion de la
biomasa (Zamalloa et al., 2012). Por otra
parte, la presencia de iones Na“ puede
aparejar la disminucion de la toxicidad de los
productos de degradacion de proteinas,
aunque una alta concentracion de Na'
también puede producir inhibicion en los
microorganismos metanogénicos (Rinzema et
al., 1988), la cual puede ser minimizada por
la adaptacion de éstos a ambientes salinos. Al
igual que sucede con el NHs, las elevadas
temperaturas también provocan el aumento de
los efectos inhibitorios del Na* (Chen et al.,
2008).

Los procesos de digestion anaerobia de
microalgas pueden ser operados en
discontinuo o en continuo, siendo éste dltimo

el modo de operacién mas interesante a nivel
industrial. Asi, Sanchez y Travieso (1993)
trabajaron en discontinuo, mientras que Ras
et al. (2011) operaron en continuo, en ambos
casos cultivos de Chlorella vulgaris. Los
resultados del primero mostraron que las tasas
de degradacion de la biomasa, medidas en
base a la demanda quimica de oxigeno (COD)
eran mayores a mayor concentracion de
COD, consiguiendo una reduccion del 75%
del COD inicial en 28 dias. En este periodo
de tiempo, la concentracion de células,
medidas en funcion del contenido en
clorofila, aumentaba hasta alcanzar un
méaximo en el dia 16. Por otra parte, la
produccion de biogas evoluciona
asintéticamente hacia un valor, que fue
alcanzado en 32 dias, coincidiendo con una
disminucion acusada en el contenido de
clorofila, obteniendo unos rendimientos de
0.40-0.45 L de biogads por cada gramo de
COD eliminado, y una calidad de gas de
alrededor de 70% de CH,4. Por otra parte,
trabajando en continuo bajo tiempos
hidraulicos de retencion (HRT) de 16 y 28
dias, Ras et al. (2011) consiguieron una
eliminacién de COD de 33% y 51% en 65 y
35 dias, respectivamente. Las productividades
de metano a los 65 dias fueron de 0.11 y 0.18
L/g-COD para los ensayos a HRT de 16 y 28
dias, respectivamente. Estos datos muestran
que a mayor HRT se consigue mayor
aprovechamiento de la materia organica y, al
igual que en el estudio en discontinuo, la
produccion de metano tiende a crecer
asintéticamente hasta un maximo que se
alcanza a 28-32 dias; por ello, no conviene
operar a HRT superiores a 32 dias.

Por su parte, Mussgnug et al. (2010)
estudiaron el uso de distintas especies de
microalgas en la produccion de metano en
sistemas en discontinuo durante 35 dias,
comprobando que dicha productividad esta
fuertemente vinculada a la cepa seleccionada.
Ademas, la produccion de metano no esta
estrictamente relacionada con la velocidad de
degradacion de las células, ya que segun los
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datos de su estudio, Arthrospira platensis se
degradaba totalmente en apenas 3 dias,
produciendo 0.481 L/g-VS (sélidos volatiles)
frente a Chlamydomonas reinhardtii, que
producia 0.587 L/g-VS, permaneciendo tras
28 dias en el digestor todavia en torno al 30%
de células intactas. Las especies con mayor
velocidad de degradacion y menor contenido
en materia no degradable por la microbiota
del digestor muestran mayores
productividades de biogas. Ademas, se
comprob6 que el uso de biomasa seca de
microalgas disminuia la produccion de biogas
sobre un 20% respecto el uso de biomasa
fresca, Mussgnug et al. (2010), seguramente
debido a la dificultad de degradacion de la
biomasa seca por parte de los
microorganismos del digestor.

6. Concepto de biorrefineria

Los procesos encaminados a la valorizacion
de las distintas fracciones de la biomasa
(proteinas, carbohidratos y lipidos) son
actualmente viables técnicamente, como se ha
mostrado en este trabajo. El problema aparece
a nivel econémico, ya que el costo asociado a
la produccién y recuperacion de la biomasa,
sumado al costo del propio proceso de
aprovechamiento de la biomasa, hacen que el
proceso en su conjunto no sea viable desde el
punto de vista econdmico. Por ello, es
imprescindible abordar la valorizacion de la
biomasa desde un enfoque integral,
acoplando los procesos individuales de
valorizacion de forma que se puedan
aprovechar al maximo todas las fracciones de
la biomasa; eéste es el concepto de
biorrefineria. Se ha de aprovechar la ventaja
que conlleva el hecho de que las microalgas
tengan diversos contenidos en proteinas,
carbohidratos, lipidos, etc., en funcion de la
cepa seleccionada y las condiciones de
cultivo (Doan et al., 2012), con el objeto de
desarrollar un proceso integrado que permita
hacerlo viable econdmicamente. Para ello, es
imprescindible decidir en qué orden se van a

provechar los distintos componentes de la
biomasa y este es un aspecto que ain no esta
determinado. Para definir dicha integracion
hay que tener en cuenta dos hechos, (i) que la
extraccion de un tipo de compuestos conlleve
por definicion el aumento de concentracion
del resto de componentes de la biomasa, lo
cual puede facilitar los posteriores procesos
de aprovechamiento, y (ii) que en cada etapa
se pueden perder componentes del resto de
fracciones o altearse estos incluso al punto de
hacerlos inaceptables, dependiendo del grado
de agresividad de las condiciones de
operacién empleadas en cada etapa.

Segun el trabajo de Mussgnug et al. (2010), la
produccion de hidrégeno por parte de los
cultivos de ciertas especies de microalgas
bajo las condiciones adecuadas, puede
convertirse en el primer proceso del
aprovechamiento de las microalgas. Ademas,
la induccion de este tipo metabolismo puede
provocar la acumulacion de lipidos y
carbohidratos, como ocurre en C. reinhardtii,
beneficiando asi los posteriores procesos de
valorizacion, tal como muestran los datos de
Mussgnug et al. (2010) que aumentaron un
123% la produccion de biogas, con este tipo
de biomasa. Partiendo de biomasa completa
una ruta de aprovechamiento seria valorizar
en primer lugar los carbohidratos mediante su
conversion en bioetanol. La biomasa residual
tras este proceso es aun una fuente rica en
proteinas y lipidos, por lo que podrian ser
posteriormente extraidos y destinar el lodo
residual posteriormente a la generacion de
biogas (Suali y Sarbatly, 2012). Otra
posibilidad seria valorizar en primer lugar los
lipidos mediante su conversion en biodiesel vy,
seguidamente, utilizar la biomasa residual
para obtener biogas (Gouveia y Oliveira,
2009), biofertilizantes o alimentos para
animales ricos en proteinas (Singh y Olsen,
2011), o para ser fermentada de cara a la
generacion de bioetanol (Singh y Olsen,
2011). Otro ejemplo son los estudios tanto de
Sari et al. (2012) como de Morris et al.
(2008), que realizaron ensayos para el
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aprovechamiento de proteinas después de
haber extraido los lipidos de la biomasa de
Chlorella fusca y Chlorella vulgaris,
respectivamente, y los resultados de ambos
estudios mostraron que los rendimientos de
los procesos aumentaban, pudiendo, en
primer lugar aprovechar la fraccion lipidica
extraida para la obtencion de biodiesel
mediante la transesterificacion de la fraccion
saponificable y/o la purificacion de lipidos
para usos en alimentacion o salud v,
posteriormente valorizar la fraccion proteica
de la biomasa.

La biomasa residual tras el uso de todos estos
componentes, se puede destinar a la
generacion de biogas. Asi, ensayos de
digestion anaerobia de productos resultantes
de la extraccion de lipidos vy
transesterificacion in situ de biomasa de
Chlorella sp. (Ehimen et al, 2009),
mostraron que cuando se empleaba esta
biomasa los tiempos de retencion a los que se
alcanza el maximo de produccién de metano
eran menores que cuando se empleaba la
biomasa directamente para este fin, sin
tratamiento previo alguno, aunque la
produccion acumulada disminuia. Este
fendmeno es debido a que los tratamientos
aplicados en primer lugar hidrolizan algunos
compuestos, principalmente carbohidratos y
proteinas. En cambio, otro efecto que cabe
esperar de la utilizaciéon de los residuos
obtenidos de la transesterificacion in situ es el
aumento de los niveles de HS en el biogas,
debido a la alta proporcion de azufre en la
biomasa, lo cual perjudica el proceso de
gasificacion. Igualmente, la extraccion con
disolventes elimina lipidos de las membranas
celulares 'y, por tanto, tanto la
transesterificacion como la extraccién con
disolventes, los componentes celulares de las

microalgas estan mas disponibles para la
microbiota del digestor. Por otro lado, la
pérdida de rendimiento respecto a la digestion
de la biomasa sin tratar, se puede explicar por
el aumento de la proporcion de proteinas en la
biomasa al eliminar los lipidos, lo que en un
funcionamiento prolongado del digestor
puede hacer que se acumule amonio con sus
correspondientes efectos toxicos. Respecto a
la extraccion mediante mezclas
cloroformo:metanol  se  produce  una
disminucion de los rendimientos de
produccion debido a la elevada toxicidad del
cloroformo para los microorganismos
metanogénicos, como se mostrd en los
trabajos de Thiel (1969). Ehimen et al. (2009)
también ensayaron la co-digestion de los
residuos de extraccién con disolventes y
transesterificacion in situ, con una proporcion
de glicerol similar a la que se obtendria
mediante la transesterificacion de los acidos
grasos utilizados para obtener biodiesel,
alcanzando una mejora del proceso del 4% y
7%, respectivamente.

Teniendo en consideracion los datos de los
estudios revisados en este trabajo y de
ensayos realizados por los autores del mismo
(hidrélisis  enziméatica de proteinas 'y
termohidrolisis acida de carbohidratos), se
propone un proceso de biorrefineria de
biomasa microalgal para su aprovechamiento
integro, segun el esquema de la Figura 1. El
proceso se llevO a cabo con biomasa
liofilizada de Scenedemus sp., previamente
tratada con un homogeneizador de alta
presion. Los rendimientos, operando a 150
g/L de biomasa seca, fueron de 80.6% de
grado de hidrdlisis con un rendimiento neto
en aminodcidos libres del 59%, y 51.6% para
la termohidrolisis &cida de carbohidratos.
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BIOMASA DE MICROALGAS

1) Viscozyme® L, pH 6-7, 30min.
2} Alcalase® 2.5L, pH 8, 2.5h.
3) Flavourzyme®1000L, pH 7, 2h.

HIDROLISIS ENZIMATICA
DE PROTEINAS

1} Adicién H,SO, 98%: pH 1
2) Temperatura: 1302C
3) Tiempo: 15 minutos.

HIDROLISIS
CARBOHIDRATOS

H,50,, metanol y agua. TRANSESTERIFICACION
DIRECTA

Centrifugacion fase hidroalcoholica

Pre-tratamientos

Centrifgacion

Centrifgacion

Hexano

Disolucion de aminoacidos
y péptidos.

Fermentacion y
rectificacion

Disolucion de carbohidratos.

Bioetanol

Recuperacién hexano

=

Separacion fases

Biodiesel

DIGESTION ANAEROBIA H BIOGAS ‘

Figura 1. Esquema de biorrefineria para el aprovechamiento de proteinas mediante hidrolisis enzimatica,
carbohidratos mediante hidrolisis a azlcares y fermentacion a bioetanol, transesterificacion directa de los lipidos a

biodiesel y digestion anaerobia de los residuos.

Los criterios para la eleccion del orden de las
etapas del proceso de biorrefineria basaron
en: 1) mantener la calidad de los
aminoacidos, que de otra manera se
descompondrian y alteraria, ya que los
procedimientos de hidrolisis de
carbohidratos y transesterificacion directa
son muy agresivos; 2) con este orden hay
una progresiva acumulacion de lipidos,
aumentando la proporcion de acidos grasos
en la biomasa desde 8.1% al 17.5% para los
ensayos realizados; 3) al eliminarse la mayor
parte de componentes antes del proceso de
transesterificacion, el biodiesel obtenido
tendra un menor contenido de impurezas, ya
que por ejemplo, en los ensayos llevados a
cabo se produjo una reduccion del contenido
de cenizas del 22% y 36%, en los
procedimientos de aprovechamiento de
proteinas y carbohidratos, respectivamente.

7. Conclusiones

Actualmente existen procesos para la
valorizacion de cada componente que integra
la biomasa de forma individual, pero los
costos de produccion con las tecnologias
actuales suelen hacerlos inviables. En este
sentido, las investigaciones futuras deben
centrarse en el concepto de biorrefineria
buscando el orden mas adecuado para
encadenar los procesos individuales, asi
como la modificacion de las condiciones de
operacién para maximizar el rendimiento del
proceso completo. El cultivo de la microalga
es el primer eslabén de este proceso global y
debe orientarse a la utilizacion del CO, de
fuentes industriales y al uso de aguas
residuales como fuente de nutrientes. El final
del proceso pasa por la co-digestion de los
residuos de la biomasa con otros residuos de
otras industrias, de tal forma que la
obtencion de energia via metanogenesis sea
viable.
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