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Abstract

The study of biofuels continues in constant development, for five decades. This article summarizes the analysis of several recent scientific
publications, related to third generation biofuels using microalgae. An overview of biofuels and their classification, the theoretical bases of
microalgae, techniques for their cultivation, harvesting and pretreatment of their biomass are presented. Promising technologies for
obtaining biofuels of great potential worldwide demand are also briefly described, considering the technical characteristics of the process,
depending on the microalgae species that have the highest yields and productivity for each type of biofuel: Biodiesel (extraction of lipids,
transesterification and purification), ethanol (hydrolysis of sugars, fermentation and purification) and biogas (anaerobic digestion). Most
studies are focused on the production of lipids, being Chlorella vulgaris, Nanochloropsis sp. and Botryococcus braunii (A) the most used
microalgae to obtain biodiesel. However, there are few studies focused on the production of microalgal biomass to produce bioethanol,
thus, the microalgae Porphyridium cruentum and Spirogira sp. they could be used to produce bioethanol, with the advantage of not
containing lignin. Biogas is produced by anaerobic biodigestion of microalgal biomass residues in biorefineries, but its commercial
production is very limited due to high production costs and because there are other economically very competitive biomasses. The need
to produce biofuels using microalgal biomass is reaching a greater boom, the transcendental proposal being the launching of a biorefinery,
mainly focused on the optimal production of microalgal biomass as the main key to the entire process.

Keywords: microalgae; photosynthesis; biofuels; pretreatment; hydrolysis; bioethanol; biorefinery.

Resumen

El estudio de los biocombustibles sigue en constante desarrollo, desde hace cinco décadas. Este articulo resume el analisis de diversas
publicaciones cientificas recientes, relacionadas con biocombustibles de tercera generacion utilizando microalgas. Se presenta una visién
general de biocombustibles y su clasificacion, las bases tedricas de microalgas, técnicas para su cultivo, cosecha y pretratamiento de su
biomasa. También se describen brevemente tecnologias prometedoras para obtener biocombustibles de gran demanda potencial
mundial, considerando las caracteristicas técnicas del proceso, en funcién de las especies de microalgas que tienen los mas altos
rendimientos y productividades para cada tipo de biocombustible: Biodiesel (extraccién de lipidos, transesterificacion y purificacion), etanol
(hidrolisis de azlcares, fermentacion y purificacion) y biogas (digestion anaerobia). La mayoria de los estudios estan enfocados en la
produccién de lipidos, siendo Chlorella vulgaris, Nanochloropsis sp. y Botryococcus braunii (A) las microalgas mas utilizadas para obtener
biodiesel. Sin embargo, existen pocos estudios centrados en la producciéon de biomasa microalgal para producir bicetanol, asi, las
microalgas Porphyridium cruentum y Spirogira sp. podrian utilizarse para producir bioetanol, con la ventaja de no contener lignina. El
biogés se produce por biodigestién anaerdbica de los residuos de biomasa microalgal en biorrefinerfas, pero su produccion comercial
estd muy limitada por los altos costos productivos y porque existen otras biomasas muy competitivas econdémicamente. La necesidad de
producir biocombustibles utilizando biomasa microalgal, esta alcanzando un mayor auge, siendo la propuesta trascendental, poner en
marcha una biorrefineria, principalmente enfocada en la producciéon optima de biomasa microalgal como la clave principal de todo el
proceso.

Palabras clave: microalgas; fotosintesis; biocombustibles; pretratamiento; hidrolisis; bioetanol; biorrefineria.
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1. Introduccién

La demanda energética es un gran desafio para el
crecimiento econdmico combinado con un aumento
constante de la poblacién mundial, que proviene
principalmente de combustibles fosiles de naturaleza
agotable, situacion preocupante para el futuro escenario
de la energia global, por el creciente consumo y precios
elevados, también por los diversos problemas
ambientales generados (Bibi et al, 2017). Esta Ultima
década fue de vital importancia al retomar y profundizar
investigaciones para obtener biocombustibles (biodiesel,
bioetanol, biogas, etc.) de diversas fuentes renovables
(Odjadjare et al., 2015; Khan et al., 2018; Bader et al., 2020),
para reducir el consumo de combustibles fosiles, mitigar
el impacto ambiental al disminuir las emisiones de gases
de efecto invernadero (Aro, 2016). Estas investigaciones
emplean microalgas, microorganismos unicelulares y
fotosintéticos, como herramientas biotecnolédgicas para
obtener biocombustibles, y bioproductos, con beneficios
adicionales y aplicaciones diversificadas (Tiwari et al.,
20719). Las microalgas, dependiendo de la especie y
condiciones de cultivo, tienen una rapida produccién de
biomasa comparada con otros cultivos energéticos, es
una alternativa ingenieril para obtener biodiésel por su
alto contenido de lipidos y aceites (Mathimani et al., 2015;
Fan et al., 2020), como también para producir azlcares
fermentables y viabilizar la obtencién de bioetanol (Jeong
et al,, 2020; Bader et al., 2020). Ademés, la extraccion de
lipidos genera residuos, contiene nitrégeno y fosforo, que
puede reusarse nuevamente como sustrato de las
microalgas y procesarse para producir metano mediante
digestion anaerobia, que contribuye a alcanzar un
equilibrio econdmico del proceso en una biorrefineria
(Martins et al., 2018).

En la produccién de biocombustibles, son evaluados
diversos factores: caracterizacion de la cepa de
microalgas, mecanismo metabdlico, el cultivo en un
medio fluido y la velocidad de produccién de biomasa,
cosecha y pretratamiento de la biomasa, hidrdlisis, disefio
del fotobiorreactor, el posprocesamiento, etc. (Singh et
al., 2017; Shokrkar et al., 2018; Enamala et al., 2018). El
proceso tiene una serie de ventajas: la produccion
primaria es controlable en el laboratorio, altamente
escalable, posee balance energético muy positivo, captura
y recicla COz para aumentar su tasa de crecimiento y
proporcionar la capacidad de modificar su composicion
bioguimica a través de la modificacion de la composicion
de su medio de cultivo, no requiere grandes areas para el
cultivo extensivo, no compiten con la seguridad
alimentaria, no dependen de insumos agricolas ni
pesticidas, no contamina el suelo ni afluentes de agua
(Khan et al.,, 2018; Tiwari et al., 2019; Mat Aron et al., 2020).
La produccion de biocombustibles, utilizando microalgas,
como una gran promesa de suministro energético
enfrenta muchos desafios para ser econdmicamente
competitivo (Préat et al., 2020). Desde décadas recientes,
se desarrollan intensamente diversas tecnologfas de
biorrefinerfa microalgal (procesos quimicos, bioquimicos,
termoquimicos, etc) para obtener una viabilidad
econdmica de todo el proceso integrado, produccion de
biocombustibles y extraccion de diversos bioproductos de
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alto valor agregado desde la biomasa algal (Khoo et al.,
2019; Fan et al,, 2020). Actualmente estan estudiandose
procesos productivos a base de diversas especies de algas
y microalgas, como la producciéon a pequefia escala de
biodiésel hidrogenado, éter de dimetilo y del gas natural
biosintético (Das & Varanasi, 2019).

Por tanto; lograr la viabilidad de la industria de
biocombustibles, a partir de algas, nos conduce a estudiar
nuevos y prometedores procesos tecnologicos de
biorrefinerfa, con insumos no relacionados a cultivos de
alimentos y que puedan desarrollarse en tierras no ligadas
a la agricultura, que ofrezcan nuevas oportunidades para
valorizar la biomasa algal, y desarrollar la sintesis de una
gran variedad de productos derivados.

2. Los biocombustibles: una visién general

La civilizacion humana, desde sus inicios, utiliza
biocombustibles sélidos como la madera, el carbén, el
estiércol de vaca, etc., para cocinar y calentar (Webb &
Coates, 2012). En la primera revolucion industrial, el aceite
de oliva y de ballena, fueron usados para iluminacion. En
1826 fue disefiado el primer motor de combustion interna,
que funciond con una mezcla de etanol y trementina, y el
primer motor Diesel que funciond en 1897 con aceite
vegetal (Mussatto et al., 2010; Webb, 2016). Luego, los
combustibles a base de carbdn dominaron como fuente
primaria de energfa, por ser mas eficientes y baratos que
los biocombustibles, estos tenian serias desventajas por su
tediosa tecnologfa de conversion y alto precio. La mayor
oferta econdémica de combustibles fésiles, queroseno
principalmente, condujo a una fuerte disminucion del uso
y produccion de biocombustibles (Webb & Coates, 2012).
Durante la Primera Guerra Mundial, la escasez de
combustibles fosiles devolvid la demanda de bioetanol. En
la década de 1970, la grave crisis del petréleo provocé un
renovado interés en los biocombustibles como fuentes
alternativas, Estados Unidos y Brasil comenzaron a
producir bioetanol y biodiésel, a gran escala, para ser
utilizados en el transporte, empleando masivamente
cultivos alimentarios como la cafia de azUcar, el maiz, la
palma aceitera, etc. (Webb & Coates, 2012). Este cambio
del uso de la tierra cultivable provocé escasez de recursos
agricolas 'y aumentd los precios de los cultivos de
alimentos. En décadas recientes, multiples estudios
cientificos vienen utilizando materias primas alternativas
para mejorar las tecnologias de produccion de
biocombustibles y proponer soluciones sostenibles a los
problemas mundiales de energia, al impacto
medioambiental y altos precios del petréleo, (Webb, 2016;
Enamala et al., 2018; Das & Varanasi, 2019).

Segun la British Petroleum (2020), Estados Unidos y Brasil
producen el 52,6% y 31,3% de bioetanol, respectivamente;
Europa produce el 34,3% de biodiesel. El principal
consumidor de bioetanol es Estados Unidos con 49,4%,
seguido de Brasil con 31,1%; mientras que Europa y Asia
Pacifico consumen 39,9% vy 26,4% de biodiesel.

3. Tipos de biocombustibles

En general, los biocombustibles por su naturaleza son
solidos (lefia, carbon vegetal, astillas y pellets de madera),
liquidos (bioetanol, biodiésel, etc.) y gases (biogés, gas de
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sintesis, etc.), investigados, producidos y utilizados
intensamente (Guo et al.,, 2015). Para obtener energfa y
calefaccién pueden ser usados directamente (biocom-
bustibles primarios) o transformarse (biocombustibles
secundarios) considerando la evolucion sistematica de
cuatro generaciones de biocombustibles, en funcion del
tipo de recurso renovable y mediante tres rutas de
conversion  tecnoldgica:  fisicoquimica  (biomasa  en
combustibles  liquidos),  bioquimica  (fermentacion),
termoquimica (combustién, gasificacion y pirdlisis) (Dutta
et al,, 2014; Dalena et al., 2019). La Figura 1 muestra una
clasificacién de los biocombustibles.

3.1 Primera generacién de biocombustibles

Los biocombustibles de primera generacién es la forma
mas convencional de produccién, siendo el bioetanol y el
biodiesel los Unicos biocombustibles comercializados con
éxito hasta ahora (Guo et al., 2015; Dalena et al., 2019).
Obtenidos de cultivos agricolas comestibles (cafia de
azlcar, maiz, sorgo, palma aceitera y semillas
oleaginosas), donde el consumo excesivo de estos
recursos impacta negativamente en el suministro de
alimentos (World Bioenergy Association, 2019; Das &
Varanasi, 2019). Estados Unidos y Brasil son los principales
productores de bioetanol en el mundo, emplean el mafz
y la cafia de aztcar como materia prima. El Reino Unido y
Australia emplean el trigo como principal materia prima
para la industria del etanol (Basile & Dalena, 2019).

3.2 Segunda generacién de biocombustibles

Los biocombustibles de segunda generacion son
considerados mas ecolégicos que los de primera
generacion, son obtenidos de desechos agricolas y
forestales, residuos industriales y municipales (Enamala et
al., 2018). La biomasa lignoceluldsica, es un recurso
renovable mas abundante y disponible con produccion
anual mundial de 10-20 billones de toneladas secas, (Aro,
2016). Estos biocombustibles de segunda generacion,
liquidos o gases son producidos a nivel laboratorio;
existen varias rutas tecnoldgicas de conversion, sin
embargo, ninguna ha alcanzado totalmente su
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disponibilidad comercial por el aumento drastico de
costos productivos (Singh K. et al. 2017; Basile & Dalena,
2019; Luhani et al., 2020).

3.3 Tercera generacion de biocombustibles

Los biocombustibles de tercera generacion son
considerados una opcion plausible como fuente de
energfa sostenible, superan las debilidades a los de
primera y segunda generacion, provienen de procesar
fuentes microbianas y algas, no requieren utilizar terrenos
agricolas, los estanques o reactores en los que se cultivan
pueden ubicarse en tierras improductivas; (Lackner, 2015;
Martins et al.,, 2018; Bibi et al., 2017; Enamala et al., 2018).
Las microalgas son microorganismos fotosintéticos que
utilizan la energia de la luz para su crecimiento, asimilan
el CO; atmosférico de manera mas eficiente comparadas
con las plantas terrestres, demuestran potencial para
producir biocombustibles y coproductos, con mayor
rendimiento y menor consumo de recursos (Aro, 2016;
Khan et al., 2018; de Farias & Bertucco, 2019; Basile &
Dalena, 2019; Morales-Sanchez et al., 2020; Harvey &
Ben-Amotz, 2020). Existen diversos estudios sobre
microalgas con alta capacidad de acumular grandes
cantidades de acidos grasos en su biomasa, con una
productividad 4 a 5 veces mayor de aceite comparada
con las plantas terrestres mas productivas, para producir
biodiesel (Khan et al., 2018; Vinoth et al., 2019; Gojkovic et
al., 2020; Cui et al,, 2020; Gong & Huan, 2020). Estudios
recientes reportan elevados niveles acumulados de
carbohidratos en biomasa microalgal, siendo la glucosa el
principal azlcar y que puede alcanzar hasta el 90% de los
azUcares totales, cuando existe induccion adecuadas de
las células. Este tipo de microalgas es una materia prima
alternativa para obtener bioetanol y otros productos de la
fermentacion (Sanchez et al., 2017; da Maia et al,, 2018;
Agustini & Febrian, 2019; Sanchez, 2019; Rempel et al.,
2019; Bader et al., 2020; Jeong et al., 2020). A pesar de las
numerosas ventajas, las tecnologias para obtener
biocombustibles de tercera generacion estan en fase de
desarrollo, por las barreras técnico-econdémicas en la
implementacion a gran escala comercial, por sus altos
costos.

CLASIFICACION DE BIOCOMBUSTIBLES ]

I

L~
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POR ORIGEN DE PRIMARIOS SECUNDARIOS POR RUTA TECNOLOGICA
RECURSOS (Naturaleza de biomasa) (Tipo de materia prima) DE CONVERSION
e —— =
Biomasa Sélidos N 1;6‘"?"'?"'61 Fisico & Quimica
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e (ingenieria metabolica) \_ 5 )
—_— Ay

Figura 1. Esquema de la clasificacién de los biocombustibles. Elaborado con informacion de Dutta et al. (2014), Guo et al. (2015), Dalena et

al. (2019), Fan et al. (2020).

-267-



Scientia Agropecuaria 12(2): 265-282 (2021)

3.4 Cuarta generacidn de biocombustibles

Los biocombustibles de cuarta generacion utilizan algas
genéticamente  modificadas, ~ usando  ingenieria
metabdlica, con la intencién de evitar la destruccion de la
biomasa con la captura y el almacenamiento completo del
COz, con proceso neutral o negativo en carbono (Aro,
2076). Pueden generarse biocombustibles solares,
electrocombustibles y biocombustibles sintéticos; el tipo y
calidad, de biocombustible, dependera de la naturaleza
de la biomasa microalgal genéticamente disefiadas y
optimizadas. Estos biocombustibles seran muy Utiles en
un determinado pais, limitados por la biomasa disponible
y la tecnologfa, que restringe su aplicacion a escala global
(Aro, 2016; Morawvej et al., 2019; Mat Aron et al., 2020).
a) Los biocombustibles solares. Se logra adaptando
microorganismos fotosintéticos vivos como células de
disefio, y mediante herramientas de biologia sintética
convertir eficientemente la energia solar en combustible,
usando solo CO: y agua como sustratos inagotables,
baratos y ampliamente disponibles (Aro, 2016). Requiere
comprension rigurosa del mecanismo recolector de luz
natural, de las enzimas asociadas y los medios
metabolicos del carbono de los organismos fotosintéticos.
Se han realizado demostraciones exitosas con
cianobacterias, introduciendo en su genoma varias rutas
metabdlicas fermentativas para obtener productos
quimicos valiosos y biocombustibles como hidrégeno,
etanol, butanol y acido lactico (Aro, 2016; Moravvej et al.,
2019).

b) Los electrocombustibles. Se obtienen combinando las
células fotovoltaicas o células solares y los sistemas
bioelectroquimicos. Productos quimicos y combustibles
reducidos, pueden generarse mediante electrosintesis
microbiana, utilizando CO: vy electrones de electrodos
solidos como fuentes de carbono y energia,
respectivamente (Patil et al. 2015; Aro, 2016). Esta
tecnologia se encuentra en etapa inicial de investigacion,
se realizaron unos pocos estudios de prueba con
resultados prometedores para producir y almacenar
eficientemente biocombustibles liquidos. La clave del
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proceso, y el eslabon débil de esta tecnologia, es la
captura y el secuestro de CO, (Aro, 2016; Mat Aron et al.,
2020).

¢) Los biocombustibles sintéticos. Este campo todavia esté
en su fase inicial y solo unos pocos ejemplos, a nivel de
laboratorio,  verdaderamente  sintéticos han sido
publicados hasta ahora. Comprende el disefio y la
construccion de nuevas partes (de dispositivos y sistemas
bioldgicos), control del crecimiento de las células
sintéticas que inhalaran CO: y excretaran azlcares,
desarrollar rutas metabdlicas para obtener productos
quimicos de interés y generar biocombustibles rentables
(Aro, 2016; Moravvej et al., 2019).

Aunque el biocombustible de cuarta generacion es una
buena alternativa energética, los posibles riesgos
ambientales y relacionados con la salud es un motivo de
gran preocupacion, porque no existen suficiente cantidad
de pruebas aparentes que respalden una posible
transferencia genética horizontal y de la productividad de
las cepas (Abdullah et al., 2019).

4. Las microalgas

4.1, Descripcién general e importancia

Las algas son especies vegetales unicelulares o
pluricelulares, constituido por macroalgas, microalgas y
cianobacterias; viven preferentemente en el agua, tanto
dulce como marina, generalmente provistas de clorofila,
acompafiada en ocasiones de otros pigmentos de colores
variados que la enmascaran (Barsanti & Gualtieri, 2014).
Las microalgas es un grupo muy diversificado de
microorganismos unicelulares, con tamafio de celda 2-
200 um (Velazquez-Lucio et al., 2018), al estar sumergidas
en un ambiente acuoso poseen una elevada relaciéon
superficie-volumen, factor que permite absorber la mayor
cantidad de CO: y nutrientes presentes, y mediante
fotosintesis convertir la energia solar en gran cantidad de
biomasa microalgal que puede contener lipidos, proteinas
o carbohidratos, demostrando ser recurso energético
para obtener biocombustibles (Chowdhury et al., 2019;
Bux & Chisti, 2016).

MICROALGAS
y
(~ N ( N
BIOCOMPUESTOS BIOMASA OTROS
BIOCOMBUSTIBLES ) | (Ao valor anregaco) (residual) | coprocesos ]
. R . ( h
Liquidos (Pogmontgs \ « Pienso compuesto « Calor/Energia
|  Biodiesel (carotenoides) {alimento para >
Bt ST bariesiod « Bioelectricidad
« Biobutanol (°°.°°9'§j°) « Biofertilizantes ~—
——— % ¥ o Vitaminas * Biocarbdn y \
Gaseosos « Antioxidantes ¢ Trzt:nhnto Ce
R « Biogas » Farmacéuticos N a(b?orrerneasacitsn)
 Biometano » Cosméticos « Biomitigacion
« Biohidrégeno « Nutracéuticos ) de CO:

Figura 2. Aplicaciones potenciales de las microalgas.
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Tabla 1

Caracteristicas de algunos grupos relevantes de microalgas

Jimenez Escobedo & Castillo Calderon

Descripcion de la division (Clase)

Morfologia

Especies M.O.

Utilidad

Chlorophyta (Chlorophyceae)

Algas verdes. Grupo mayoritario
diverso, en forma y nimero. Son el
origen de las plantas superiores. Por
lo general es fotoautétrofo, pero

Amplia gama de
estructura celular:
flagelados unicelulares a
complejos arreglos

e Chlamydomonas,
e Chlorella,
o Scenedesmus,

Chlorella;, comercialmente es
cultivada para elaborar alimento
nutracéutico y acuicola.
Haematococcus pluvialis se usa

, . multicelulares. Contiene o Spirogyra, . )
puede ser heterétrofo. La mayorfa para producir astaxantina.
s celulosa es sus paredes e Volvox. )

crece en agua dulce, otros en habitats celulares Dunaliella en B-caroteno.
marinos, y son adaptables a entornos.

Cyanobacteria (Cyanophyceae) .

S 4 p,yA Puede ser unicelular,
Algas verde-azul. No moviles, gran- ) ; s Ay

: : : filamentoso o colonial. - ) Spirulina, comercializacién de la
negativas, eubacterias procariotas. . A , Spirulina (Arthrospira), "
; Su didmetro mide sélo biomasa, para el mercado de

Grupo de algas ampliamente o e Anabaena, )

o ) micrometros (um), pero ) ) alimentos saludables y
distribuido, particularmente en los Oscillatoria.

océanos. Componente importante del
picoplancton.

es superior en longitud a
las otras bacterias

nutracéuticos.

Dinophyta (dinoflagelatta)

Grupo heterétrofo y fotosintético. La
mitad de las especies conocidas son
heterétrofos obligados. Es importante
componente del microplancton.

Tipicos flagelados
unicelulares. Tiene una
cubierta celular similar a
una armadura debajo de
la membrana celular.

e Gymnodinium,
o Crypthecodinium
cohil.

Conocido por producir flores y
toxinas; muchos exhiben
bioluminiscencia. Responsable de
las mareas rojas. Algunas especies
producen DHA.

Euglenophyta (euglenoidea)

Crecen en agua dulce y/o salobre,
ambientes marinos, suelos y lodo, en
ambientes muy heterotréficos. Es
mixotréfico, requieren de vitaminas B.
Especies fagotrdficas, mucho méas
relacionados con los tripanosomas.

Es eucariota flagelado

unicelular, o colonial, con

un nlcleo, tiene uno a
varios cloroplastos, y

posee gran movilidad.
Es de forma ovalada, y

carecen de pared celular.

e Euglena gracilis

Célula Unica y caracteristicas
bioquimicas; puede tener
aplicaciones farmacéuticas.

Haptophyta (Prymnesiophyta)

Algas de organizacién monadal
Generalmente marinos. Mayormente
fotosintéticos, pero pueden ser

Unicélulas muy moviles. Los

haptdfitos conocidos son
cocolitodforos, poseen un
exoesqueleto de placas

Pavlova lutheri,
Isochrysis galbana,
Prynmnesium

Varias especies cultivadas como
alimento para peces y otros
organismos acuicolas como

a e i Y s parvum bivalvos y abalones.
heterotrdficos o fagotréficos. calcéreas "coccolitos”.
Células con dos flagelos
Heterokontophyta ) s flage e Amphora,
' . diferentes (a diferencia de ) ;
Grupo grande que contiene las clases: . ) Nitzschia,
2 isokont iguales). La L . . .
e Chrysophyceae (algas doradas), O Thalassiosira Varias especies cultivadas como
Bacillariophyceae es . .
e Xanthophyceae (algas marrones) ) ) pseudonana, alimento para acuicultura; otros
) unicelular; marrones con . i
e Eustigmatophyceae, . e Phaeodactylum conocidos por la produccion de
o . pared celular de sflice .
e Bacillariophyceae (diatomeas). tricornutum, EPA.

En gran parte son marinas, pero hay
algunas variedades de agua dulce.

(tipo Unico de carcasa
hecha de dos frustules,
como tapas de una caja)

e Nannochloropsis
e Chaetoceros

Rhodophyta (Porphyridiophyceae)

Alga roja. Uno de los grupos de algas
més grandes y antiguos. El color rojo
se debe al pigmento ficobiliproteinas.

Vida libre, unicelular.

e Porphyridium
purpureum

Algunas secretan CaCOs; para el
secuestro de CO.. Las algas
econdmicamente importantes son
de esta familia: Palmaria palmata,
Porphyra y las especies para hacer
agar, carragenina, aditivo
alimentos.

Nota: con informacion de Baltz et al., (2010); Barsanti y Gualtieri, (2014), y Algaebase (2020).

La investigacion sobre las diversas aplicaciones de las
microalgas ha ganado interés durante los Ultimos afios,
por su amplia ventaja sobre los cultivos terrestres como
fuente de biomasa y potencial energético; los aspectos
mas importantes a considerar son las siguientes: (a) Las
microalgas poseen sistemas biolégicos efectivos para
convertir energfa solar en compuestos organicos, no
poseen un sistema reproductor complejo sino un ciclo
simple de presion celular (Singh et al., 2017); (b) crecen en
ambientes de agua dulce o salobre, en tierras no
cultivables. No compiten con la seguridad alimentaria. No
requieren herbicidas ni pesticidas para su cultivo (Enamala
et al.,, 2018); (c) presentan ciclos de cosecha muy cortos (1-
10 dfas) comparados con los cultivos convencionales (una

o dos veces al afio), pueden duplicar su biomasa en
periodos desde 3,5 h y hasta 24 h, la produccion de
biomasa al absorber y fijar CO2, ayuda a reducir los niveles
del gas de efecto invernadero (1,8 kg COz/kg biomasa
seca) en la atmosfera (Chisti, 2007); (d) existen técnicas de
cultivo para manipular diversas especies de microalgas e
inducirlas a acumular grandes cantidades de biomasa
donde sus componentes comunes son lipidos, pigmentos,
acidos nucleicos, cenizas y otros compuestos, pudiendo
alcanzar concentraciones extremadamente altas (Alam et
al, 2015, Singh et al, 2017); varios estudios de
investigacion reportan alta productividad del aceite de
microalgas, que supera a los cultivos oleaginosos, para
obtener biodiesel (Vinoth et al, 2019), este tipo de
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biomasa microalgal contiene rangos de aceite de 20-50%
en peso seco de biomasa (Dass & Varanasi, 2019); (e)
también existen algunas especies de microalgas
inducibles para que acumulen la mayor cantidad de
carbohidratos, sustrato principal para producir bioetanol
(Dalena et al., 2019; Bader et al., 2020), en la biomasa
microalgal generada es nula la presencia de lignina,
ventaja que facilita un proceso de pretratamiento, es
decir, eficiente hidrolisis enziméatica del contenido de
almidon, permitiendo alcanzar altas tasas de crecimiento
y gran rendimiento (Bernaerts et al., 2018a-b); (f) algunas
especies de microalgas, en condiciones anaerdbicas,
producen glucdgeno para generar biohidrégeno, y su
fermentacién produce metano; al producir mas de un
biocombustible el valor de la biomasa microalgal aumenta
(Rempel et al., 2019; Kendir Cakmak & Ugurlu, 2020). Por
tanto; la biomasa microalgal es considerada una materia
prima importante, en el concepto de biorrefineria, para
obtener biocombustibles y una amplia gama de
coproductos de alto valor agregado (Figura 2). Solo
algunos pocos productos son obtenidos a escala
industrial.

4.2. Clasificacion de las microalgas

Son protistas fotosintéticos, organizados por similitud
genética, por reino, division y clases (Tabla 1).

La clasificacién en divisiones se basa en varias propieda-
des: pigmentacion, naturaleza quimica del producto foto-
sintético, composicion de la pared celular, y otras carac-
teristicas morfologicas. Las procariotas (algas verde-azul
son denominados cianobacterias, tienen dos divisiones) y
eucariotas (diatomeas, algas verdes, algas rojas y doradas,
con amplia morfologia y filogenia, poseen nueve divisio-
nes), crecen rapidamente y pueden vivir en condiciones
desfavorables, por su estructura celular simple y bajo

Tabla 2
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requerimiento nutricional (Baltz et al., 2010; Barsanti &
Gualtieri, 2014). El nimero total de especies de algas es
incierto, estimaciones del nimero de algas vivas varfa de
30.000 a méas de 1 millén de especies (Barsanti & Gualtieri,
2014). Actualmente puede disponerse de datos
taxonémicos confiables, recientemente estan docu-
mentados 160.881 especies de algas descritas con
nombres infraespecificos, 22.718 imagenes, 62.568
elementos  bibliograficos 'y 473190 registros de
distribucion, en la base de datos de AlgaeBase (2020).

4.3.  El metabolismo de las microalgas

En todos los organismos fotosintéticos ocurre el mismo
proceso de reaccion metabolica, el factor més importante
es la absorcion de nutrientes del entorno a través de
diversos procesos bioquimicos y de transporte. En las
rutas metabdlicas fotosintéticas, el carbono (C) vy
nitrégeno (N) son los méas importantes elementos. Los
principales cambios que ocurren durante las rutas
metabolicas son la masa y volumen de las células,
densidades, las proteinas, la clorofila, el ARN vy el
contenido de vitaminas (Kim, 2015; Enamala et al., 2018).

a) Metabolismo del carbono. Inicia incorporando glucosa
en las células de las algas y produce Glu-6-P (glucosa-6-
fosfato) al adicionar el grupo fosfato a la hexosa,
facilmente accesible para el almacenamiento, crecimiento
y respiracion celular. En las condiciones mas oscuras, las
algas no pueden metabolizar la glucosa porque se
expulsa un pequefio suministro de energfa a través de la
disimilacién de glucosa (Goncalves et al, 2016). La
cantidad insuficiente de la enzima lactato deshidrogenasa
ralentiza el proceso, la mayor parte de la glucosa se
convierte en oligosacéridos y polisacaridos (Enamala et al.,
2018).

Descripcion taxondmica y morfolégica de la microalga Porphyridium cruentum

Dominio (Empire) Eukaryota

Reino (Kingdon) Plantae

Subreino (Subkingdom) Biliphyta

Division (Phylum) Rhodophyta
Subdivision (Subphylum) Proteorhodophytina

Clase (Class) Porphyridiophyceae

Orden (Order) Porphyridiales

Familia (Family) Porphyridiaceae

Género (Genus) Porphyridium

Porphyridium cruentum
Porphyridium sp.
Porphyridium purpureum

Especie (Specie)

Nota: datos de registro taxonémico tomado de https://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=14589
Micrografias corresponden a algas rojas marinas Porphyridium cruentum, describe: (A) las células vistas en microscopio
(https://algaeresearchsupply.com/products/copy-of-algae-culture-porphyridium-cruentum) y (B) algas en su habitat natural (https://www.5lepestkov.com/wp-

content/uploads/2015/09/1109a-68.jpg)
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b) Metabolismo del Nitrégeno. Existe interconexion
metabolica del Cy el N en las microalgas. Las fuentes de
nitrégeno son catalizadas por la enzima glutamina sintasa,
que tiene una gran afinidad con el amonfaco y puede
incorporarlo facilmente en las células (Goncalves et al.,
2016). El amonio (NH4*), disponible libremente, es
combinado con la forma inorganica para formar
aminoacidos, requieren un esqueleto C y pueda generar
cetoacidos, liberando energia en forma de moléculas de
ATP, necesario para sintetizar aminoacidos: glutamato,
aspartato y glutamina (Enamala et al., 2018).

) Metabolismo de la Urea. En la fisiologia y ecologia de
las diversas especies de algas la urea tiene un papel muy
importante, generalmente esta presente en el ambiente
acuatico con concentraciones por debajo de 1 uM-N, y
contribuye con el 50% o més del N total utilizado por las
algas. Urea sintetizada comercialmente y la formada
naturalmente como subproducto del metabolismo
celular, son fuentes importantes de N (Kim, 2015; Hong &
Lee, 2015). Existen diversas vias metabdlicas para regular
la absorcién de urea, con diferentes fuentes de energia y
cinéticas enziméticas. Antes de asimilarse, en muchas
bacterias y eucariotas, la urea puede utilizar las enzimas
ureasa y amidoliasa (UALase) y descomponerse en NH4*
y COs, (Enamala et al., 2018).

44. Morfologia y taxonomia de la
Porphyridium cruentum

La microalga roja Porphyridium cruentum es una
eucariota, unicelular, que pertenece a la division
Rhodophyta 'y clase Porphyridiophyceae. Crece en
ambiente marino salobre, en aguas poco profundas, y
algunas veces en agua dulce (Algaebase, 2020); las
células son esféricas con 6-16 um de diametro,
encapsuladas por una pared celular en un complejo de
polisacaridos sulfatados (Bernaerts et al., 2018a-b). El
color rojo caracteristico es por los pigmentos
(carotenoides) ficoeritrina y ficocianina. Ademas, los
carotenoides y la clorofila-a tienen la funcion de ser una
especie de antena para atrapar a los fotones necesarios
y realizar la fotosintesis (Kim et al, 2017; Agustini &
Febrian, 2019) (Tabla 2).

Estudios de caracterizacion, bioquimica y biolégica, de la
microalga Porphyridium cruentum, reportan que la
energia absorbida por fotosintesis es almacenada como
proteinas (28-39 %), carbohidratos 40-57%), y lipidos (9-
14 %). Por tanto, es una potencial fuente natural para
producir biocombustibles y una variedad de compuestos
bioactivos interesantes (Tiwari et al., 2019; Li et al., 2019).
La concentracion de estos compuestos bioquimicos
depende de las condiciones del medio de cultivo y las de
crecimiento de las microalgas (Lutzu et al., 2017; Bernaerts
et al,, 2018a-b; Velazquez-Lucio et al., 2018). Los lipidos y
carbohidratos (xilosa, glucosa, galactosa) se encuentran
intracelularmente, por su contenido de exopolisacaridos
en la pared celular, constituida principalmente por
celulosa y casi nula cantidad de lignina. Ademas, de
biocombustibles, puede obtenerse productos
farmacéuticos, de acuicultura, biomedicina, nutricionales.
El pigmento ficoeritrina posee propiedades de tinte
natural, es usado en alimentos y en la industria cosmética
(Kim et al.,, 2015; Bernaerts et al., 2018a-b; Gallego et al.,

microalga
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2019; Li et al,, 2019; de Farias & Bertucco, 2019), Por tanto;
para valorizar la biomasa microalgal, debe desarrollarse
procesos biotecnoldgicos viables.

5. Factores influyentes en el cultivo y crecimiento de las
microalgas
Las microalgas son cultivadas en modos autotréfico (inor-
ganicos), heterotrofico (organicos) y mixotrofico (combi-
nacion de autotréficos y heterotroficos), en estanques de
canalizaciones exteriores o fotobiorreactores interiores.
Combinar los diferentes modos de cultivo generarfa altos
rendimientos de biomasa (Lackner, 2015; Kahn et al., 2018;
Tiwari et al,, 2019).
5.1. Microalgas autotréficas. Emplean CO2 como fuente de
carbono y luz solar como fuente de energia para
acumular aceite bajo condiciones especiales. Estas
microalgas autotrdficas (Scenedesmus Acutus, Chlorella
vulgaris,  Botryococcus  braunii, Navicula  pelliculosa,
Crypthecodinium ~ cohnii, ~ Dunaliella  primolecta,
Monallanthus ~ salina, ~ Neochloris  oleoabundans,
Phaeodactylum tricornutum y Tetraselmis sueica), pueden
acumular aceites (Chisti, 2007; Lackner, 2015; Mathimani
et al., 2015; Martins, 2018).
5.2. Microalgas heterotréficas. Para su metabolismo
obtienen energla desde otras fuentes de carbono
organico (como la glucosa) en lugar del COz y la luz solar.
Este tipo de microalgas cultivadas y controladas en
fermentadores normales puedan acumular, hasta cierto
limite, lipidos y carbohidratos de alta calidad (Singh et al.,
2017; Velazquez-Lucio et al, 2018). Al cambiar las
condiciones de cultivo, o usando ingenieria genética,
algunas microalgas autotréficas podrian convertirse en
heterotrdéficas, pueden crecer mixotréficamente, (Lackner,
2015; Enamala et al., 2018; Velazquez-Lucio et al., 2018).
Un cultivo y crecimiento exitoso de microalgas, en

capacidad productiva de biomasa con buena
acumulacion de carbohidratos y lipidos, requiere
adecuadas condiciones ambientales. Los medios

influyentes son: factores abioticos (intensidad de la luz,
temperatura, Oz, CO;, pH, salinidad, nutrientes y toxinas),
factores bidticos (bacterias, hongos, virus y competencia
con otras microalgas por nutrientes), y factores operativos
(grado de mezcla y agitacion, ancho y profundidad del
tanque de cultivo, tasa de dilucion, frecuencia de cosecha
y la adicion de bicarbonato), (Enamala et al., 2018;
Medina-Cabrera et al, 2018; Tiwari et al, 2019). A
continuacién, una descripcién concisa de los factores
influyentes més relevantes:

a) Luz es la fuente basica de energia para los organismos
fotoautotrdficos. La intensidad de la luz y el fotoperiodo,
son los factores mas influyentes en la velocidad de
crecimiento y la composicién de la biomasa y, por tanto,
en la acumulacion de productos de alto valor en una
amplia gama de especies de algas (Tiwari et al., 2019;
Enamala et al.,, 2018). Las alteraciones en el fotoperiodo
indujeron cambios en el contenido total de proteinas,
pigmentos y acidos grasos en Porphyridium cruentum, y
la densidad celular, la tasa de crecimiento celular y
contenido total de lipidos en Nannochloropsis sp., C.
vulgaris, Dunaliella sp. S. obliquus y C. kessleri (Chisti,
2007). La tasa de crecimiento de los cultivos microalgales
aumenta al incrementar la intensidad de la luz, hasta
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alcanzar la luz saturante (alrededor de 200-400 pE/m? s).
La luz sobresaturada puede conducir a formar especies
reactivas al oxigeno, perjudicial para las microalgas
(fotoinhibicién), que disminuye la productividad de la
biomasa (Barsanti & Gualtieri, 2014). Un estudio sobre
Chlorella sp mostrd un aumento en la densidad celular
cuando la poblacion estuvo expuesta a la luz intermitente
(Kim et al., 2015; Tiwari et al., 2019).

b) Temperatura es un factor limitante clave para sistemas
de cultivo de algas al aire libre. Idealmente, los cultivos
deben mantenerse a una temperatura lo mas cercana
posible a la temperatura en que se recolectaron los
microorganismos. Aungue pueden sobrevivir a una
variedad de temperaturas, el crecimiento esta limitado a
un rango éptimo de (20-30 °C). Temperaturas inferiores a
16 °C ralentiza el crecimiento, mientras que las superiores
a 35 °C son letales para varias especies, con la pérdida
total del cultivo (Barsanti & Gualtieri, 2014; Kim et al., 2015).
Cambios climéticos puede generar sobrecalentamiento
en cultivos exteriores, debe considerarse un sistema de
refrigeracion por agua para garantizar que la temperatura
no exceda el rango éptimo (Chisti, 2007). Puede lograrse
alta produccion de biomasa microalgal, aumentando la
temperatura hasta llegar al optimo en las mafianas y
disminuir por las noches para evitar pérdida de biomasa.
Temperaturas bajas, causada por la respiracion en
perfodos oscuros, reducen pérdida de biomasa (Kim et al.,
2015; Tiwari et al., 2019; Carneiro et al., 2020).

¢) Nutrientes el suministro de nutrientes a cultivos de
microalgas deben incluir elementos inorganicos,
macronutrientes, vitaminas y oligoelementos.  Los
macronutrientes mas requeridos son nitrégeno y fosforo
(16 N: 1P) vy silicio. La deficiencia o limitacion de N/P
durante el cultivo microalgal puede mejorar la
acumulacion de lipidos, para evitar la limitacion se
agregan diferentes tipos en relaciones excesivas, incluso
cuando se cultiva la misma alga (Kim et al., 2015). En la
practica, en las primeras etapas las especies de microalgas
son cultivadas en medios con suficientes nutrientes, y
durante las etapas posteriores la limitacién de nutrientes
debe disefiarse para mejorar el contenido de lipidos y/o
carbohidratos. La deficiencia de nitrdgeno podria causar
disminucion de aminoécidos, mientras que las cantidades
de lipidos neutros aumentan enormemente (Kim et al,
2015; Enamala et al., 2018; Tiwari et al., 2019).

d) Diéxido de carbono es necesario un suministro
suficiente de CO», factor de eficiencia positiva de la
fotosintesis, para el crecimiento de las microalgas e induce
la sintesis de proteinas relevantes, y es uno de los factores
clave que influyen en la acumulacién de carbohidratos en
la biomasa microalgal (Kim et al., 2015; Enamala et al.,
20718). Algunas especies de algas, heterétrofas vy
mixotréficas, utilizan carbono puro (glucosa) para su
crecimiento; el principal beneficio es reducir la
dependencia del suministro de luz, permitiéndoles su
crecimiento en la oscuridad (Kim et al, 2015). Sin
embargo, bajo condiciones de escasez de nitrébgeno, con
un suministro adecuado de CO: y energia luminosa, el
contenido de proteinas puede ser consumido como
fuente de nitrdgeno, y la cantidad de carbohidratos puede
aumentar significativamente (Chen et al., 2013).
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€) pH es un factor muy importante en el crecimiento de
algas, porque determina la solubilidad y disponibilidad de
CO2 y nutrientes esenciales. El rango de pH para la
mayoria de las especies de algas cultivadas esta entre 7'y
9, con rango optimo 8.2 y 8.7, aunque hay especies que
habitan en ambientes més &cidos/béasicos (Barsanti &
Gualtieri, 2014). En cultivos alcalinos, las microalgas
capturaran facilmente el CO. atmosférico y aumenta la
flexibilidad de su pared celular, evitando su ruptura y
acumulando méas biomasa como triglicéridos, (Enamala et
al,, 2018; Kim et al,, 2015). Un valor de pH é&cido (pH<5),
indica que CO: es el carbono inorganico disuelto (DIC). El
pH aumenta gradualmente a basico a medida que crece
la biomasa microalgal y genera un aumento instantaneo
de la fotosintesis y la agregacion de iones OH" (Enamala
et al,, 2018). Un pH mas alto del rango optimo limita la
disponibilidad de COz, suprimiendo el crecimiento de
algas. El colapso completo de un cultivo microalgal, por
interrupcion de varios procesos celulares, puede ser el
resultado de no mantener un pH aceptable (Barsanti &
Gualtieri, 2014).

f) Salinidad es uno de los factores ecoldgicos mas
importantes que afectan el crecimiento y las actividades
metabolicas de las plantas y microorganismos, alterando
su composicion bioguimica. Las algas pueden producir
algunos metabolitos para autoajustar la matriz de
salinidad y protegerse, al equilibrar la influencia del estrés
osmético del entorno. Una alta salinidad inducira la
saturacion de acidos grasos y aumenta la productividad
del biodiesel (Chen et al., 2013). Las microalgas marinas
son muy tolerantes a las condiciones de mayor salinidad
en comparacion con las de agua dulce, la mayoria de las
especies crecen mejor con salinidad ligeramente mas baja
que la de su habitat nativo (Enamala et al.,, 2018). Se ha
encontrado salinidades optimas de 20 a 24 g/L. Una
salinidad del 35% (agua de mar estandar) o superior
conduce a una reduccion en la tasa de crecimiento y de
la eficiencia fotosintética y la respiracion oscura (Barsanti
& Gualtieri, 2014).

g) Mezdla; el cultivo de microalgas debe mezclarse y
agitarse para, evitar la sedimentacion de las células que al
apilarse impiden su crecimiento, tener la biomasa en
suspension e igualmente espaciada 'y expuesta
uniformemente a la luz, prevenir efectos de limitacion de
nutrientes y metabolitos, evitar la estratificacion térmica
(p.gj., en cultivos al aire libre), intercambio eficiente de
gases entre el medio de cultivo y el aire que contiene la
fuente de carbono (0.03% de CO>) para la fotosintesis
(Barsanti & Gualtieri, 2014; Kim et al., 2015). Existen varios
tipos de mezcla, como agitacion mecénica, aireacion con
bombas de aire, ruedas de paletas y bombas de chorro,
etc., se utilizan segun el tipo y la escala del sistema de
cultivo. Una mezcla rapida también se asocia con dafio
celular fisico, que depende del tipo de alga, su tamario y
tipo de pared celular (Singh et al., 2017).

6. Técnicas para el cultivo de microalgas

Un cultivo es un entorno artificial en el que crecen las al-
gas, existe una amplia variedad de sistemas para cultivar-
las. Es muy importante elegir el entorno artificial para una
poblacion de células, con habitat de condiciones comple-
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jasy fluctuantes, porque inevitablemente provocan un pe-
riodo de adaptacion, donde el crecimiento poblacional no
se producira o seréd muy lento. En teoria, en lo posible, las
condiciones de cultivo deberian parecerse al entorno na-
tural del alga (Bibi et al., 2017; Kim et al., 2017; Martins et
al., 2018). El medio de cultivo debe prepararse e introdu-
cirse en los sistemas de produccion donde se produce la
biomasa, luego debe cosecharse y estabilizarse (Figura 3).
Las principales técnicas son:

a) Cultivo en sistema abiertos. Son los sistemas mas
comunes, facil de construir y operar, econémicos, usados
para el cultivo en masa de algas y cianobacterias. Los
medios pueden ser naturales (lagunas y estanques) o
artificiales ~ (estanques  longitudinales o  circulares,
construidos en varios disefios) solo pueden albergan un
nimero limitado de especies que puedan tolerar
condiciones ambientales extremas, y son
comparativamente inadecuados para cultivar la mayoria
de las especies de algas (Bibi et al.,, 2017; Martins et al,,
2018). Estas especies de microalgas: Chlorella, Spirulina y
Dunaliella, se adaptan rapidamente a estos sistemas con
ambientes altamente alcalinos o salinos (Chisti, 2007). La
tecnologia actual ofrece cuatro tipos principales: (i)
estanques abiertos sin mezclar, (i) estanques de
canalizacion, (iii) estanques circulares, y (iv) estanques
inclinados, de capa delgada, sin mezclar (Kim et al,, 2015).
Los estanques abiertos sin  mezclar tienen baja
productividad (< 1,0 g m=d™), los de canalizacion son los
mas utilizados para el cultivo comercial de Spirulina,
Haematococcus y Dunaliella (Chisti, 2007).

b) Fotobiorreactores son sistemas cerrados que ofrecen
mejor control sobre la contaminacion, transferencia de
masa y otras condiciones conexas; desarrollados para
superar ineficiencia y problemas de sistemas abiertos
(necesitan gran area de tierra, contaminacion, ambientes
no controlados, evaporacion, idoneidad limitada de
especies, baja productividad volumétrica). Un sistema
integrado, fotobiorreactor cerrado y estanque abierto,
combina los beneficios individuales demostrando
efectividad. Los fotobiorreactores pueden ubicarse en
interiores o exteriores, dependiendo del sistema de
recoleccion, distribucion de luz y la viabilidad comercial.
Existen disefios patentados diversos, p.gj.:
fotobiorreactores tubulares, helicoidales y de placa plana,
columna de burbuja combinada y reactor tubular
inclinado, columna de burbujas vertical y reactor de
transporte aéreo (Singh K. et al., 2017; Bibi et al,, 2017; Kim
et al., 2017; Martins et al., 2018).
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¢) Fermentadores son utilizados en cultivos heterotréfico
de algas que requieren suministro suficiente de oxigeno
para el catabolismo de los sustratos organicos
consumidos como Unicas fuentes de carbono y energfa;
incluyendo, condiciones de fermentacién, alto grado de
control de procesos, eliminacion de luz, independencia
del clima, y menores costos de cosecha (Singh K. et al,,
2017). Este sistema heterotréfico aumenta el contenido
total de lipidos en las algas comparado con las cultivadas
fototroficamente, p.ej., la Chlorella acumula lipidos un
aproximado de 55% frente al 14,6%, en peso seco;
usualmente (pero no siempre), un cultivo heterotrofico
posee mayores rendimientos (Kim et al., 2015).

7. Técnicas para la cosecha de biomasa microalgal

La cosecha (o recoleccion) implica una secuencia de
procesos para eliminar agua contenida en un cultivo de
biomasa microalgal. La naturaleza extremadamente
diluida de los cultivos y el pequefio tamafio de las células
algales hace que la cosecha de la biomasa microalgal sea
intensiva en energfa y costos operacionales (Bux & Chisti,
2016; Mathimani & Mallic, 2018; Najjar & Abu-Shamleh,
2020). Las caracteristicas del cultivo (p.ej.: tamafio y
densidad, el valor agregado del producto final) influyen
para seleccionar una técnica de recoleccion. Para
conservar la energia y reducir costos, las algas son
recolectadas en un proceso de dos etapas: (1) cosecha a
granel para separar la biomasa de la suspension, puede
alcanzar valores del 2 al 7 % de materia solida total, de la
concentracion inicial del cultivo, y las operaciones
utilizadas son: floculacion, flotacion o sedimentacion; (2)
espesamiento para concentrar la lechada a través técnicas
mas intensas (centrifugacion, filtracion y ultrasonido), es
una etapa mas intensiva en energia que la cosecha a
granel; (Enamala et al, 2018; Mathimani & Mallic, 2018;
Najjar & Abu-Shamleh, 2020). Existen otras técnicas
(electroforesis, electroflotacion y ultrasonido)
consideradas de menor importancia (Enamala et al., 2018),
y nuevas técnicas de vanguardia (biofloculacion por
microalgas, floculacién por ajuste de pH y recoleccion
basada en nanocompuestos magnéticos). Por tanto,
obtener biomasa desde los caldos de cultivo diluidos de
microalgas requiere separar grandes volimenes de agua,
a un significativo costo de recoleccion, que es un factor
econdmico muy crucial que dificulta la comercializacion
de productos (Mathimani & Mallic, 2018). A continuacion,
se describen los procesos convencionales mas usados:
floculacion, centrifugacion vy filtracion.

Figura 3. Esquemas de sistemas de cultivo para microalgas. Sistema abierto (A), tipo carrusel HRAP; sistema cerrado (B), fotobiorreactor
en paneles; fotobiorreactores tubulares (C y D). Ref.: Figuras (A y B) tomados de Hernédndez-Pérez y Labbé (2014); y las Figuras (C y D) de
http://proyectotres.itccanarias.org/files/3-David_Rodriguez-Diseo_fotobiorreactores.pdf
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a) Floculacién es un método que aglutina a las unidades
coloidales dispersas para formar fléculos, facilitando su
decantacion 'y posterior filtrado.  Puede  ocurrir
espontaneamente porque las células de algas producen
un agente floculante, o es inducida por floculaciéon
quimica, biofloculacion, electrofloculacion vy flotacidn con
aire (Bux & Chisti, 2016). En la floculacion quimica, algunas
particulas excedentes de floculantes inorganicos (FeCls,
Fea(SO4)3, Ca(OH)2, AlCk, y Alx(SO.)3) pueden permanecer
en la biomasa e interferir en la recoleccion y posterior
extraccion de lipidos. Los biofloculantes (quitosano y
almidon cationico) agregados en pequefias cantidades
producen fléculos més estables, siendo una opcidon mas
segura y atractiva (Enamala et al, 2018; Mathimani &
Mallic, 2018).

b) Centrifugacién es un proceso bien establecido, utiliza
la fuerza centripeta para lograr una separacion bifasica, es
un método de cosecha secundaria para concentrar una
biomasa microalgal desde (10 a 20 g/L) hasta una pasta
de (100 a 200 g/L) y que podria usarse en combinacion
con la extraccion de aceite (Kim et al., 2015). Existen
factores cruciales (morfologia, tamafio de particula y
densidad) que afectarfan la recuperacion de biomasa (y
costos del proceso). Las grandes células coloniales y las
filamentosas, tienden a asentarse mas facilmente que las
células pequefias individuales (Enamala et al.,, 2018). La
centrifugacion consume energia con estimaciones que
oscilan entre 0,3 y 8 kW-h/m? es muy costoso para
produccion a escala comercial; el uso se limita por una
segunda etapa de filtracién durante la obtencion de
biocombustibles de microalgas (Mathimani & Mallic, 2018;
Enamala et al., 2018; Najjar & Abu-Shamleh, 2020).

) Filtraciébn es una técnica operacional para separar
sistemas bifasicos solido-fluido, usando un medio filtrante
con un tamafo de poro micro, a través del cual solo
puede pasar el fluido y las particulas quedan retenidas. Es
muy usado a nivel de laboratorio, pero su aplicacion a
gran escala tiene problemas: como obstruccion de la
membrana, la formacién de torta de filtracion
comprimible y mantenimiento costoso (Kim et al., 2015;
Najar & Abu-Shamleh, 2020). Esta técnica no es
apropiada para microalgas como Chlorella, Dunaliella,
Scenedesmus, etc., sino que debe utilizarse para algas de
gran tamafio como las especies filamentosas. Existe otra
técnica, como la microfiltracion, posee un tamafio de
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malla 15-64 um, que permite particulas muy finas, retiene
la estructura, la motilidad y las propiedades de las
microalgas recolectadas (Singh et al., 2017; Enamala et al.,
2018).

8. Técnicas
microalgal
Las microalgas son organismos fotosintéticos que pueden
sintetizar biomasa para ser fuente potencial de bicenergia
y bioproductos; siendo la hidrolisis de su pared celular el
principal problema en el proceso productivo, por lo que,
debe optimizarse mediante un método de costo-
beneficio con balance energético positivo para la hidrolisis
(Barati et al., 2021). La etapa del pretratamiento de la
biomasa microalgal es relevante, para extraer los
componentes intracelulares que contiene, tales como:
lipidos, carbohidratos, proteinas y coproductos de valor
agregado (carotenoides, oligosacaridos, antioxidantes,
pigmentos, etc.), (Velazquez-Lucio et al, 2018). En la
Figura 4 se describen los pretratamientos de biomasa
microalgal mas relevantes.
a) Métodos mecanicos son operaciones convencionales
(homogenizacion por alta presion, cavitacion hidrodina-
mica y molino de bolas) que ofrecen a gran escala resul-
tados favorables con alta recuperacion de los productos
seleccionados. La homogenizacion por alta presion se
basa en un principio simple, las células colocadas en sus-
pension son desplazadas y dirigidas por una bomba hacia
un orificio con valvulas especialmente disefiadas para re-
sistir la presion, el caudal aumenta réapidamente y la pre-
sion del fluido disminuye en una corta distancia a medida
que sale del sistema, generando considerable disrupcién
celular de la biomasa que se atribuye a diferentes causas:
cizallamiento de fluidos, turbulencia, velocidad de choque
y la cavitacion (Yap et al, 2015; Velazquez-Lucio et al,
2018; Jedrzejczyk et al., 2019). La cavitacién hidrodinamica
ocurre al pasar un liquido, o una suspension, desde una
gran cavidad transversal hacia una cavidad muy pequefia
(vélvula de mariposa) causando la constriccion de la sus-
pension, y genera una caida de presion (por debajo de la
presion de vapor) formando microburbujas que colapsan
cuando la presion vuelve por encima de los valores nor-
males de la presion de vapor, produce ondas de choque,
aumentando la presién y temperatura, y causando disrup-
cion celular (Yap et al., 2015; Velazquez-Lucio et al., 2018).

para el pretratamiento de biomasa

PRETRATAMIENTO
Quimico

o Hidrdlisis acida.
« Hidrdlisis alcalina.
« Liquidos idnicos.

PRETRATAMIENTO
BIOLOGICO

« Hidrdlisis
enzimatica.

Figura 4. Técnicas de pretratamiento para biodegradacion de la biomasa microalgal.
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El molino de bolas es muy utilizado para alterar las células
de algunos microorganismos, causando disrupcion celu-
lar; la efectividad puede afectarse por diferentes paréame-
tros (velocidad de alimentacion de la suspension celular,
velocidad de agitacion, el disefio del agitador, el diametro
y el tamafio de las bolas, disefio de la camara de mo-
lienda) siendo necesario considerar las interacciones del
equipo con la biomasa microalgal de diferentes especies
(Jedrzejczyk et al, 2019; Velazquez-Lucio et al., 2018;
Fernandes et al., 2020).

b) Pretratamiento hidrotérmico es un método que per-
mite hidrolizar los polisacaridos complejos en azlcares re-
ductores, del almidén intracelular contenido en las pare-
des de las microalgas. Esta técnica trabaja a temperaturas
que oscilan entre 60 y 180 °C, tiempos de reaccion cortos
por debajo de 60 min, utilizando é&cidos, alcalis, o solo
agua como catalizador de reaccion presenta grandes be-
neficios debido a la inexistencia de desechos tdxicos
(Chen et al., 2013; Velazquez-Lucio et al.,, 2018). Este pre-
tratamiento utiliza equipos especificos que pueden con-
ducir a mayores costos de produccion, no es necesario
neutralizar las muestras tratadas, por lo que se considera
un proceso ecolégico. Sin embargo, es necesario realizar
el proceso a altos valores de temperatura y presion (Chen
et al., 2013; Velazquez-Lucio et al., 2018).

¢) Pretratamiento quimico es utilizado para disociar algu-
nos compuestos organicos mediante acidos fuertes, alca-
lis u oxidantes. Este pretratamiento modifica la estructura
lignoceluldsica de la biomasa microalgal, solubiliza los
complejos de lignina y aumenta la hidrolisis (Agustini &
Febrian, 2019). Las soluciones é&cidas y alcalinas, concen-
tradas o diluidas, podrian usarse en condiciones hidroter-
males, en tiempos de reaccion mas cortos, a costos mas
bajos y mayor capacidad para hidrolizar polimeros y oli-
gosacéridos a monosacéridos (Jedrzejczyk et al., 2019;
Velazquez-Lucio et al., 2018). Concentraciones mas altas
de los productos quimicos disminuyen los tiempos de
reaccion, evitan el uso de enzimas, mientras que concen-
traciones bajas requiere valores mas altos de temperatura

Tabla 3
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y presion para lograr eficiencias de hidrolisis favorables
(Chen et al., 2013). El uso de estos productos quimicos a
temperaturas altas implica formar compuestos de degra-
daciéon muy concentrados, no deseables para el subsi-
guiente proceso de fermentacion ya que inhiben los mi-
croorganismos involucrados en el proceso (Velazquez-
Lucio et al., 2018; Agustini & Febrian, 2019). El método ba-
sado en acido emplea cominmente acido sulfurico y
acido clorhidrico en concentraciones del 1 al 10% y tem-
peraturas entre 60 y 180 ° C, promueve la degradacion de
la matriz de celulosa de la pared celular, la despolimeriza-
cién de la hemicelulosa y la hidrdlisis del almidén en mo-
léculas simples para evitar la etapa de hidrdlisis enzimética
(Chen et al., 2013; Velazquez-Lucio et al., 2018). El método
alcalino generalmente emplea hidroxido de sodio, carac-
terizado por crear reacciones de solvatacion y saponifica-
cién, forma poros en la pared celular permitiendo que los
compuestos intracelulares salgan de la célula, disminu-
yendo el tamafio de los polimeros de almiddn, asi como
la cristalinidad de la celulosa y el almidén (Chen et al.,
2013; Velazquez-Lucio et al., 2018; Agustini & Febrian,
2019).

d) Pretratamiento bioldgico es una técnica respetuosa con
el medio ambiente, ha dado buenos resultados debido a
la ausencia de lignina en la estructura de las microalgas,
la hidrolisis enziméatica es uno de los enfoques promete-
dores del pretratamiento bioldgico, necesaria para la di-
gestion de la biomasa microalgal; no encuentran mas pro-
blemas asociados con la desactivacion de enzimas, que es
un paso esencial para lograr un método de pretrata-
miento eficiente y econdmico (Barati et al., 2021). La prin-
cipal ventaja es su alta especificidad, sin requisitos de con-
diciones severas, y es facil de realizar a escala industrial.
La principal desventaja es el alto costo de las enzimas uti-
lizadas, la hidrolisis se realiza empleando diferentes enzi-
mas (celulasas, amilasas y amiloglucosidasas) que hidroli-
zan los polisacéridos de la pared celular (Enamala et al.,
2018; Velazquez-Lucio et al., 2018; Fernandes et al., 2020).

Tipos de microalgas utilizados en la elaboracion de bioproductos y biocombustibles 3G

Modo cultivo y descripcién

Principales especies de algas y usos

Autotrofico
Emplean la luz solar como Unica fuente de energia (fotosintesis
autotrofica) y el CO, como fuente de carbono, para acumular

compuestos energéticos a través de reacciones fotosintéticas. Ejemplos:

plantas, algas y diversas bacterias. Acumulan carbohidratos

® Spirulina: (Nutricion humana, Ficobiliproteinas)

® Chlorella: (Nutricion humana, Acuicultura, 275ipidos)
® Dunaliella: (Betacaroteno)

® Haematococcus: (Acuicultura; Astaxanthin)

Heterotréfico

Utilizan compuestos orgénicos como fuente de carbono y energia (p. €. o

glucosa, acetato, glicerol, metanol, etc.)

® FEscherichia coli

Saccharomyces cerevisiae: (levadura)
(pueden acumular lipidos y carbohidratos)

Mixotrofico (bitrofico)

Estos organismos pueden usar mixotrofia obligatoria o facultativa, la
energia se deriva de diferentes modos. Las combinaciones son: foto y

quimiotrofia, lito y érganotrofia, auto y heterotrofia

® fuglena: (nutricion humana, biomitigacion del didxido
de carbono)
® Chlamydomonas

Fotoheterotréfico

Estos organismos tienen un metabolismo en el que se necesita luz para O
usar compuestos organicos como fuente de carbono. El fendmeno se
conoce como fotoorganotréfico, fotoasimilacién o fotometabolismo.

® Bacterias purpuras sin azufre,
bacterias verdes sin azufre,
® heliobacterias

Quimiotrofico

Organismos oxidan compuestos inorgéanicos (quimiolitotréficos) u
organicos (quimioorganotroéficos) como su principal fuente de energia. o

Los guimiotréficos pueden ser autédtrofos o heterdtrofos.

® Bacterias en “fumadores negros” que se alimentan de
HZS.
bacterias oxidantes de hierro y manganeso

Nota: con informacion de Lackner (2015); Acién et al., 2021; Tiwari et al., (2019)
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Dependiendo del tipo de microalgas, su pared celular
puede o no ser permeable a otros compuestos, por lo que
a menudo no se requieren enzimas especificas para rom-
perla, porque alcanzan a los carbohidratos intracelulares
(Velazquez-Lucio et al., 2018). Finalmente, el proceso en-
zimatico es el méas simple en términos de equipamientos
y no genera residuos quimicos como subproductos de las
reacciones, siendo mas ecoamigable y no produce resi-
duos que inhiban el proceso de fermentacién del hidroli-
zado generado (Shokrkar et al., 2018; Kim et al., 2017).

9. Tendencias tecnoldgicas y retos en la produccién de
biocombustibles 3G
Las microalgas ofrecen ilimitadas posibilidades para desa-
rrollar una bioeconomia moderna, dada su flexibilidad
metabolica y altas tasas de produccion de biomasa. La
bioeconomfa es considerada como un paradigma nuevo
y esencial para reducir la dependencia de los recursos na-
turales y responder a las amenazas ambientales que en-
frenta actualmente nuestro planeta Tierra (Acién et al.,
2027). En este sentido, se han producido diversos debates
académicos y politicos sobre esta problematica, lo que ha
llevado a los investigadores a centrar sus esfuerzos a ob-
tener biomateriales y biocombustibles de tercera genera-
cion a partir de algas, que tienen un potencial significativo
para contribuir al desarrollo de sectores emergentes, pero
existe una preocupacion creciente sobre su sostenibilidad
general y su viabilidad. La biotecnologia de microalgas es
fundamental para lograr este objetivo en un futuro
préximo. Las microalgas son capaces de convertir aguas
residuales, CO, y residuos organicos en una atractiva
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materia prima, biomasa microalgal, comercializable para
diferentes usos (Vieira et al., 2021; Acién et al.,, 2021). La
literatura sobre microalgas y biocombustibles de tercera
generacion esta creciendo constantemente, numerosos
estudios vienen realizandose desde hace cinco décadas.
Las investigaciones actuales, con solida base tedrica vy el
soporte de sofisticadas herramientas biotecnoldgicas, es-
tan orientadas a optimizar los diversos factores en las di-
ferentes etapas del proceso (aislamiento de cepas, cultivo
y crecimiento, cosecha, pretratamiento, extraer lipidos y
carbohidratos, disefio de reacciones y fotobiorreactores,
extraccion y purificacion del producto y coproductos),
como también la reutilizacion de los residuos y del im-
pacto medioambiental etc. (Aro, 2016; Kahn et al., 2018;
Tiwari et al., 2019; Mat Aron et al., 2020; Fan et al., 2020;
Préat et al., 2020; Mennella et al., 2020; Vieira et al., 2021;
Acién et al, 2021). La Tabla 3 muestra a los
microorganismos mas relevantes.

9.1 El concepto de Biorrefineria

El concepto de biorrefineria, basado en las rutas termo-
quimicas o bioquimicas, ofrece nuevas oportunidades de
valorizar la biomasa, para sintetizar multiples productos
desde materias primas Unicas o multiples (Figura 5). El
éxito de la industria de biocombustibles y bioenergia de-
pende de la calidad y cantidad de biomasa microalgal
disponible, asi como de la capacidad rentable del proceso
(Velazquez-Lucio et al., 2018; Bernaerts et al., 2018b;
Harvey & Ben-Amotz, 2020; Khoo et al., 2019)

La Tabla 4 reporta la composicion y rendimiento de
microalgas con buena capacidad.
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Figura 5. Enfoque de biorrefinerfa para producir biocombustibles, y coproductos, de microalgas. Elaborado con informacion de Lackner,

(2015), Abdullah et al. (2019) y Khoo et al. (2019).
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Tabla 4

Anélisis composicional de microalgas para producir biocombustibles y bioproductos

Especie de microalgas Proteinas Carbohidratos Lipidos Rendimiento (g/L) Ref.
Anabaena cylindrica 43-56 % 25-30 % 4-7 % - @)
Arthrospira platensis 45,0 % 44,0 % - - (b)
Botryococcus braunii (A) 399 % 18,5 % 34,4 % (13,5%), (9) (a)
Botryococcus braunii (B) 391% 30,6 % 24,9 % 0.005 (0,005%), (9) @)
Chlamydomonas reinhardtii 48,0 % 17,0 % 21,0 % 11,91 (82%), (f) (b)
Chlorellab 533% 252 % 15,7 % - (a)
Chlorella pyrenoidosa 57,0 % 26,0 % 2,0 % 0,44 (19,3%) (9) (), (@)
Chlorella sorokiniana 14,0 % 14,0 % - - (b)
Chlorella sp. 41,0 % 250 % 11,0 % 0,20 (80%), (f) (b)
Chlorella vulgaris 49,0 % 38,0 % 0,7 % 3,77 (85), (f) (b)
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 % 14-22 % 7,89 (89), () (@)
Dunaliella bioculata 49,0 % 4,0 % 8,0 % - (b)
Dunaliella salina 57,0 % 32,0 % 6,0 % 0,002 (17,1%), (9) (), (@)
Dunaliella tertiolecta 29,0 % 14,0 % 11,0 % - (a)
Euglena gracilis 39-61% 14-18 % 14-20 % - (@)
Monallanthus salina - 20-70 % - (@)
Nannochloropsis granulate (A) 33,5% 36,2 % 23,6 % 0,061 (29,6%), (9) (a), (@)
Nannochloropsis granulate (B) 17,9 % 27,4 % 47,8 % 0,048 (24,4%), (9) (a), (9
Nannochloropsis oceanica 10.0 % 33,0 % 34,0 % 0,142 (29,7%), (9) (b)
Nannochloropsis sp. - 31-68 % 0,06 (35,7%), (9) (0, (@
Neochloris oleoabundans 30,1% 378 % 15,4 % 0,038 ( 56%), (@) (a), (@)
Phaeodactylum 39,6 % 252 % 18,2 % (@)
Porphyridium aerugineum 31,6 % 45,8 % 13,7 % - (a)
Porphyridium cruentum 28-39 % 40-57 % 9-14 % 5.90 (46%), (f) (0), (d)
Prymnesium parvum 28-45 % 25-33 % 22-38% - (b)
Scendesmus dimorphous 8-18 % 21-52 % 16-40 % 3,90 (91.3%), (f) (b)
Scendesmus obliquus 50-56 % 10-17 % 12-14 % 8,63 (40%), (f) (b)
Scendesmus quadricauda 47,0 % 23,0% 19 % 4,62 (78%), (f) (b)
Schizochytrium sp. 10,2 £ 0.1 13215 739 +17 - (e)
Spirogyra sp. 6-20 % 33-64 % 1-21% - (b)
Spirulina maxima 60-71% 13-16 % 6-7 % 0,66 (20 %), (9) (b), (@
Spirulina platenensis 46-63 % 8-14 % 4-11% 41,20 (90%), (f) (@)
Synechococcus sp. 63,0 % 15,0 % 11,0 % 30,29 (90%), (f) (b)
Tetraselmis chuii 46,5 % 25,0 % 123 % 0,036 (23 %), (9) (a), (9
Tetraselmis maculata 52,0 % 15,0 % 3,0 % 0.043 (14,7%), (9) (b), (@)
Nota. (a): Chowdhury et al. (2019); (b): Dass & Varanasi (2019); (c): Tiwari et al. (2019); (d): Li et al. (2019); (e): Bernaerts et al. (2018a); (f): de etanol, Bader et al.

(2020); (g): de biodiesel, Enamala et al. (2018).
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Figura 6. Esquema del proceso de produccion de biodiesel y bioetanol desde biomasa microalgal.

La Dbiorrefinerfa integra diferentes  procesos de
bioconversion para producir pequefias cantidades de
productos de alto valor (p.ej., quimicos) y grandes
cantidades de productos de bajo valor (p.ej,
biocombustibles) (Figura 6), tedricamente maximiza el
rendimiento de la materia prima y como posible solucion
para mejorar la economia del proceso (Karpagam et al,,

2021; Velazquez-Lucio et al., 2018; Préat et al.,, 2020). En
una biorrefinerfa no es suficiente que la biomasa
microalgal y los productos finales sean sostenibles y
ecoldgicos, también es importante aplicar metodologias
que minimicen el impacto medioambiental para
garantizar un futuro préspero para las nuevas
generaciones (World Bioenergy Association, 2019).

-277-



Scientia Agropecuaria 12(2): 265-282 (2021)

9.2 El biodiesel de tercera generaciéon

El biodiésel es un combustible alternativo renovable para
motores diésel, que compite con el diesel de petrdleo. El
concepto de biodiesel de tercera generacion surge
después de aplicar métodos de recuperacion
bioenergética a diferentes tipos de biomasa microalgal,
con alto contenido de lipidos. Es el biocombustible mas
investigado, la mayoria de los estudios describen diversas
metodologias, ventajas y desventajas, y la viabilidad del
proceso para obtener varios coproductos (Chisti, 2007;
Alam et al., 2015; Lackner, 2015; Mathimani et al., 2015;
Alam et al., 2015; Goncalves et al., 2016; Vinoth et al., 2019;
Basile & Dalena, 2019; Cui et al., 2020; Oostlander et al,,
2020b).

Existen diversas especies de microalgas heterotréficas que
pueden convertirse en lipidos, proteinas y aceites (Tiwari
et al,, 2019; Kim et al., 2015, 2017; Mussatto et al., 2010),
tienen gran capacidad para acumular sus acidos grasos,
triglicéridos y glicolipidos de forma intracelular, esto
involucra procesos de extracciéon de lipidos que encarecen
la produccién de biodiésel (Alam et al., 2015; Kim et al,,
2075; Préat et al., 2020). El biodiesel se produce mediante
Transesterificacion, de los lipidos no polares TAG
(Triacilglicerol) y FFA (acidos grasos libres) del aceite de
microalgas que reaccionan con un alcohol de cadena
corta (principalmente metanol, aunque puede utilizarse
etanol o propanal), en presencia de un catalizador acido,
alcalino o enzimético, para formar acido graso (M) de
Esteres etilicos (Chisti, 2007, Préat et al, 2020). Un
requisito importante, previo a la transesterificacion, es la
eliminacion del alto contenido de humedad en la biomasa
microalgal concentrada, que debe ser pretratada y bien
secada para extraer el lipido. El agua disminuye el
rendimiento en la produccion de biodiésel durante el
proceso de transesterificacién (Enamala et al., 2018; Préat
et al., 2020). En el caso de catélisis enzimética (Figura 7),
el exceso de alcohol serfa un gran problema porque
inhibe la actividad enzimatica y, por tanto, disminuye la
actividad catalitica (Chisti et al., 2007).

R-C-O- CH, CH,OH
catalizador |
1 " CH-OH
R-C-O-CH + 3CH,OH — 3 R-C-O-CH, + 2
it I CH,OH
R-C- O-CH, alcohol biodiesel Glcerl
¥ cenna

aceite (subproducto)
Figura 7. Reaccion de catélisis enzimatica en la produccion de
biodiesel.

Los acidos grasos monoinsaturados (MUFA) son
preferibles para producir biodiésel. EI contenido del perfil
lipidico de las microalgas depende principalmente de las
condiciones de cultivo. Finalmente, el Biodiesel de
microalgas no contiene azufre y funciona tan bien como
el petroleo diésel, reduce las emisiones de material
particulado, CO, hidrocarburos, y SOx. Sin embargo, las
emisiones de NOx pueden ser mayores en algunos tipos
de motor (Chisti, 2007; Aro, 2016; Martins et al., 2018).

9.3 El bioetanol de tercera generacion
El bioetanol de tercera generacion surgié para aprovechar
la disponibilidad de nuevos recursos bioenergéticos de

Jimenez Escobedo & Castillo Calderon

una biomasa no rigida y deslignificada, como las
macroalgas o microalgas, para producir azlcares
fermentables (Shokrkar et al., 2018; Chen et al., 2013; Bibi
et al, 2017). Diversas especies de microalgas,
generalmente autotroficas, son capaces de producir
grandes cantidades de polisacaridos (celulosa en la pared
celular y almidén en los plastidos) acumulados como
carbohidratos (principal reserva de azucar) en la biomasa
microalgal, 'y puede extraerse para  producir
biocombustibles liquidos (etanol y biobutanol), mediante
un proceso constituido por tres etapas: pretratamiento,
sacarificacion y fermentacion (Chen et al., 2013; Cuellar-
Bermidez et al, 2015). El pretratamiento tiene dos
objetivos primordiales, descomponer la pared celular y
modificar la estructura de los carbohidratos intracelulares
para liberarlos, extraccion del almidon y celulosa
mediante herramientas mecénicas; la sacarificacion,
emplea hidrdlisis enzimatica para disolucion de las
paredes celulares, que poseen presencia insignificante o
nula de lignina, proceso mas simple comparado con el de
la biomasa vegetal, en esta etapa se obtiene azlcares
esenciales como glucosa y manosa (Cuellar-Bermidez et
al.,, 2015; Velazquez-Lucio et al., 2018); la fermentacion de
carbohidratos  extraidos  utiliza levaduras, como
Saccharomyces cerevisiae (Chen et al., 2013; Bibi et al.,
2017); en la separacion y purificacion, el etanol se drena
del tanque de fermentacion y es bombeado hacia la
unidad de destilacion (Tiwari et al., 2019).

El  pretratamiento enzimético ampliamente utiliza
celulasas, amilasas, glucoamilasas y alguna hemicelulasas;
para obtener azlcares simples de la pared celular y los
polisacaridos intracelulares (celulosa, hemicelulosa, etc),
con eficiencia de conversién hasta 84% del total de
azucares (Velazquez-Lucio et al., 2018).

Segin manifiesta Cuellar-Bermldez et al. (2015), la
produccion de etanol involucra cuatro reacciones
principales: (a) proceso de glucdlisis, donde una molécula
de azicar (glucosa CeéHi20s), se descompone en dos
moléculas de piruvato (CHCOCOO"). La glucdlisis provoca
que dos moléculas de difosfato de adenosina (ADP) se
reduzcan a dos moléculas de ATP y que dos moléculas de
dinucledtido de nicotinamida y adenina (NAD*) se
reduzcan a dos moléculas de NADH. Este proceso
produce agua con iones de hidrégeno (H*); (b) conversién
de CHCOCOO" en acetaldehido (CH;CHO), catalizado por
piruvato descarboxilasa, que produce COz y H*; ()
conversion del CH3CHO en ion etanol (C;HsOY) con la
ayuda de la coenzima NADH que se produjo durante el
proceso de glucdlisis; y, (d) el anién etanol, que tiene
propiedades similares al etanol convencional, es
protonado por hidrégeno para producir etanol (C2HsOH).
Durante el proceso de fermentacién, se produce CO:
como subproducto (CeHrOs > 2C2HsOH + 2CO»).
Existen estudios de investigaciébn que reportan la
aplicacion de diversas metodologias, y con diferentes
rendimientos, para obtener bioetanol a partir de biomasa
algal de diversas especies, tales como Sargazo sp.,
Laminaria sp., Chlorococcum sp., Prymnesium parvum,
Gelidium amansii, Gracilaria sp., Spirogyra sp., Spirulina
platensis, Trichoderma harzianum (Tiwari et al, 2019;
Basile & Dalena, 2019; Sanchez, 2017, 2019; Rempel et
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al.,2019; Bader et al., 2020; Bibi et al., 2017; Sanz-Smachetti
etal, 2018; Li T. et al,, 2019; Kim et al., 2017; Gallego et al.,
2019; Herndndez et al., 2015).

94  El biogés de tercera generacién

Ademas de producir biocombustibles liquidos a partir de
microalgas, utilizando los residuos de biomasa microalgal
podria obtenerse biocombustibles gaseosos (metano y
biohidrogeno), mediante proceso de fermentacion
aerdbico/anaerdbico (Mussatto et al.,, 2010; Chen et al.,
2013; Tiwari et al., 2019). El biogés consiste principalmente
en una mezcla de metano (CH4) y didxido de carbono
(COz), con algunas trazas de gases como el sulfuro de
hidrégeno (Kuila & Sharma, 2018). Inicialmente la materia
insoluble y las biomoléculas como carbohidratos, lipidos y
protefnas se convierten en materia organica soluble por la
accion enzimatica de clostridios y estreptococos, seguida
de acidogénesis y sintesis de acidos grasos y alcohol. Las
bacterias acetogénicas actlan sobre el alcohol y acidos
grasos volatiles, que conducen a la formacion de metano
y diéxido de carbono (Tiwari et al., 2019).

Los estudios han venido incrementandose, por
codigestion anaerdbica han alcanzado alto rendimiento
de metano (mas del 60%) y bajo contenido de azufre para
evitar problemas de corrosion en el generador de energia,
pero debe validarse a escala piloto (Chen et al., 2013; Bux
& Chisti, 2016; Rempel et al, 2019). En ausencia de
pretratamiento, el rendimiento de metano se reduce
aparentemente debido a la dureza de la pared celular de
las algas (Bux & Chisti, 2016). La codigestion consiste en
mezclar sustratos alimentados a un digestor anaerdbico,
la biomasa algal generalmente tiene alto contenido de
nitrégeno (relacion C/N de 6 que es inferior al rango
deseado de 25-32) en forma de proteinas que puede
conducir a generar grandes niveles de amonifaco y la
acumulacion de acidos grasos volatiles toxicos. Por tanto,
una biomasa rica en N requiere complementarse con
cosustratos ricos en carbono para asegurar una buena
conversion a metano (Bux & Chisti, 2016). Es decir, los
residuos de microalgas y materiales celuldsicos (residuos
agricolas) se pueden co-digerir para equilibrar la relaciéon
C/N en el rango optimo rango de 20: 1y 25: 1 (Chen et al.,
20713). La composicion y el rendimiento del biogés estan
influenciados por factores como la temperatura, la
composicion de la materia prima, el pH y la tasa de
alimentacion (Tiwari et al., 2019). Se ha informado de la
produccion de biogés para Spirulina, Chaetomorpha
litorea,  Chlamydomonas  reinhardtii, — Scenedesmus
obliquus, Ulva, Macrocystis pyrifera, Euglena y Durvillaea
antarctica (Tiwari et al, 2019). El biogas puede ser un
potencial sustituto del gas licuado de petréleo (GLP) y
tiene varias ventajas: la recuperacion es mas sencilla,
porque el producto (gas) se separa automaticamente de
los sustratos. Produce abono orgénico enriquecido que
puede complementar o incluso reemplazar fertilizantes
quimicos.  Sin embargo, existen ciertas barreras
ambientales y econdmicas que deben abordarse (Kuila &
Sharma, 2018; Tiwari et al., 2019).

El biohidrégeno es otro biogas, fuente de energfa
alternativa méas prometedora porque es mas limpio y
eficiente, producido desde una biomasa algal a través de
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un proceso de dos etapas: (a) Biofotdlisis (fijacion de
carbono), (b) Fotofermentacion (digestion anaerébica). La
produccion de hidrégeno a partir de algas puede ser una
solucion prometedora para abordar el problema de la
contaminacion ambiental  (Kim et al, 2015). En
cianobacterias o algas verdiazules, la formacion de
hidrégeno ocurre tanto en condiciones oxigenadas como
anoxigénicas, mientras que en algas verdes la produccion
de hidrégeno se informa después de la adaptacion a
condiciones anoxigénicas (Tiwari & Pandey, 2012).

9.5  Perspectivas futuras

La industria de biocombustibles de tercera generacion, a
pesar de los multiples beneficios, tales como: (a) la materia
prima (biomasa microalgal) y bioproductos
(biocombustibles 'y coproductos), son renovables y
sostenibles; (b) es una buena fuente de energia alternativa
que compite con los combustibles fésiles; (c) son
biodegradables y reducen el riesgo de contaminacion del
agua subterranea y del suelo; tiene como mayor desafio
alcanzar la viabilidad técnico-econdmica del proceso y
masificar su comercializacion. El principal obstaculo en la
comercializacion de biocombustibles de algas es la
economia del proceso, la cosecha equivale al 20-30% del
costo total (Chisti, 2007; Mussatto et al., 2010; Kim et al.,
2015; Bux & Chisti, 2016; Shokrkar, et al., 2018).

AUn subsisten cuestiones pendientes relacionadas con la
eficiencia fotosintética y produccion de biomasa, existe la
posibilidad de utilizar COz de los gases de combustion
para aumentar su velocidad de crecimiento, capacidad de
modificar su composicién bioquimica a través de
optimizar el medio de cultivo (Cuellar-BermUdez et al.,
2015). Mediante una evaluacidn  critica  debe
comprenderse los diversos desafios que enfrenta la
produccion de biocombustibles, investigando més sobre
la estructura y composicion de lipidos y carbohidratos de
las especies algales, de la calidad y cantidad del aceite y/o
azucares derivados del pretratamiento de la biomasa,
calidad y cantidad de productos y coproductos derivados,
la idoneidad de los biocombustibles debe estar vinculada
con las tecnologfas de motores disponibles, y prototipos
futuros, para garantizar su accesibilidad. Actualmente, los
biocombustibles son usados con ciertas modificaciones en
los motores de combustidon convencionales (Das &
Varanasi, 2019; Basile & Dalena, 2019; Alam et al., 2015;
Buxy & Chisti, 2016; Guo et al., 2015).

La biomasa de algas posee un gran potencial para el
proceso de biorrefinerfa, que es un enfoque atractivo y
que tiene como principal desafio integrar las diversas
tecnologias de conversion de biomasa, para la produccion
de biocombustibles y coproductos de valor agregado,
debido a la variedad de algas con composiciones
bioquimicas disponibles, que pueden ayudar a mejorar las
perspectivas econdmicas de estas tecnologias, tema
explorado intensamente en los dltimos afios para
compensar los altos costos operativos. Es decir, un
sistema de biorrefinerfa optimizado debe incluir los costos
operacionales, la seleccion de cepas de algas robustas y
la sostenibilidad del proceso. La evaluacion del ciclo de
vida de estos sistemas de biorrefineria de algas puede
ayudar a comprender los posibles impactos positivos o
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negativos, considerando la sostenibilidad medioambien-
tal, un impacto positivo serfa el resultado de implementar
la biorremediacion de aguas residuales y la biofijacion de
CO2 por algas en el cultivo a gran escala podria atraer
mucho mas interés en las bioindustrias actuales (Khoo et
al., 2019). Por tanto; el enfoque de la biorrefinerfa podria
realizarse a plenitud en un futuro préximo a nivel comer-
cial, contrarrestando los altos cosotos operacionales con
tecnologias integradas que deben reducir etapas y con las
ganancias obtenidas de los bioproductos.

Para hacer viable el proceso productivo de biocombusti-
bles de tercera generacion y bioproductos, es muy
importante considerar las condiciones ¢ptimas para un
disefio de cultivo que permitan mejorar la acumulacion de
diferentes compuestos de interés (lipidos, carbohidratos,
proteinas, pigmentos, etc.), la aplicaciéon del agua de
cultivo en el pretratamiento y el uso de solventes o
catalizadores que sean amigables con el medio ambiente.
A nivel molecular, se deben desarrollar enzimas mas
baratas y cepas industriales robustas que no solo puedan
mejorar los rendimientos de produccion sino también
sostener los ambientes fisicoquimicos hostiles. El bajo
contenido de energla del bicetanol y sus altas
propiedades corrosivas pueden dafiar facilmente un
motor de combustion (Velazquez-Lucio et al.,, 2018). La
digestion anaerdbica de las algas es ciertamente
prometedora, pero requiere un tratamiento previo de la
biomasa y/o codigestion con cosustratos ricos en carbono
(Bux & Chisti, 2016). Desde el punto de vista econdémico,
el proceso de digestién anaerdbica sera rentable si esta
orientado a procesar los residuos de biomasa microalgal
generados en la produccion de biocombustibles de alta
calidad, como bioetanol y biobutanol, o que sean
mezclados con biomasa vegetal (residuos agricolas), o
que sea integrado en una biorrefinerfa de microalgas
(Chen et al,, 2013).

La literatura disponible, asi como muy limitada, en el
campo de los combustibles de cuarta generacion, esta
orientada principalmente a encontrar estrategias para
producir biomasa transgénica a partir de diversas especies
de algas y microrganismos afines. Ademas, son muy es-
casos los estudios de investigacion relacionados con los
riesgos, para la salud y el medio ambiente, del uso de
biomasa transgénica en la etapa productiva (es decir, en
las etapas de cultivo, recoleccion y procesamiento), y que
sirvan de base para discutir las mejores estrategias de
mitigacion asociadas.

10. Conclusiones

Las microalgas son una materia prima renovable, muy va-
lorizados comercialmente, para producir biocombustibles
liquidos y gaseosos, y coproductos. Es fundamental estu-
diar su metabolismo para desarrollar estrategias que
permitan optimizar la productividad, de lipidos y/o
carbohidratos, durante la etapa de cultivo y crecimiento
de las microalgas, manipulando los factores operacionales
claves (intensidad de luz, cantidad de nutrientes, suminis-
tro de CO2, temperatura, pH y salinidad). Asimismo,
conocer las etapas subsiguientes del proceso: cosecha y
pretratamiento. Es relevante el acoplamiento sinérgico de
la produccién de microalgas con el secuestro de carbono
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y las aplicaciones potenciales para mitigar los impactos
ambientales asociados con el uso de la energia, las
tecnologias para producir los biocombustibles y los
coproductos de alto valor agregado.

El tipo de especies de microalgas, especificamente su
morfologia (composicion de pared celular), tienen gran
influencia en la eficiencia del proceso de produccién de
bioetanol de tercera generacién. La mayor dificultad para
viabilizar el proceso es la etapa de ruptura celular y libe-
racion de azlcares fermentables de la biomasa algal. La
hidrdlisis enzimatica, de los azUcares, ofrece muchas ven-
tajas sobre la hidrolisis quimica con &cidos o alcalis, por-
gue no requieren equipos caros, No se generan productos
de degradacién o compuestos téxicos, y finalmente pro-
porciona mayores rendimientos de carbohidratos simples.
Para ser una alternativa tecnoldgica viable, el bioetanol
debe presentar una alta ganancia neta de energia, tener
beneficios ecoldgicos y ser econdbmicamente competitivo.
El éxito de la industria de los biocombustibles y bicener-
gfa, desde la perspectiva de biorrefinerfa, depende de la
calidad y cantidad de biomasa algal disponible, de la tec-
nologia de conversién del tipo de combustible producido,
y de la capacidad de utilizarlo de manera eficiente y ren-
table. La produccion de biocombustibles, en una biorrefi-
nerfa, puede ser comercialmente viable, si los subproduc-
tos de algas se generan y utilizan de manera optima. En
un futuro cercano se espera que el mercado de biocom-
bustibles, y de sus coproductos, alcance solucion realista
con produccion a gran escala, sostenible, sin afectar la se-
guridad alimentaria y el entorno medioambiental. La eco-
nomia del proceso productivo necesita mejorar sustan-
cialmente para tener competitividad, el nivel econémico
requerido puede ser alcanzable generando microalgas de
bajo costo, mediante ingenieria genética y metabdlica.

La conclusion general del estudio refleja las valoraciones
realizadas a las tecnologias existentes para producir
biocombustibles de tercera generacién, a partir de
biomasa microalgal como materia prima de bajo costo y
recurso energético renovable. El principal desafio es la
integracion de varias tecnologias de conversion de
biomasa algal en una biorrefinerfa. Es necesario realizar
mas investigaciones para mejorar los contenidos de
carbohidratos y perfiles lipidicos de ciertas cepas algales
que tienen una alta productividad, para aumentar la
sostenibilidad y economia del proceso. El biodiésel
producido tiene un papel importante en el mantenimiento
del medioambiente limpio, y se puede utilizar para el
transporte. En la literatura reportan y recomiendan utilizar
a dos especies de microalgas para producir bioetanol,
Porphyridium  cruentum  (28-39% proteina, 40-57%
carbohidratos y 9-14% lipidos) y Spirogira sp. (6-20%
proteina, 33-64% carbohidratos y 11-21% lipidos), quienes
tienen las més altas concentraciones en carbohidratos y la
ventaja de no contener residuos de lignina, convirtiéndose
en recursos energéticos renovables bastante atractivos.
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