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RESUMEN

El bioetanol es un biocombustible que puede ser producido a partir de la
fermentacion de los azlcares producidos a partir de las microalgas. Spirulina
maxima es una cianobacteria que cultivada en condiciones de estrés de
nutrientes es capaz de acumular altas concentraciones de carbohidratos. El
azUcar mayoritario (97%) en Spirulina maxima es glucosa.

Los azlcares fermentables se liberan de manera eficiente mediante
procesos de hidrdlisis. En este trabajo se comparan pretratamientos acidos y
la combinacion de pretratamientos térmicos y enzimaticos. Las condiciones
que mejores resultados arrojan son hidrélisis acida con H2S04 al 1% v/v
durante 45 min e hidroélisis térmica durante 30 min seguida de hidrolisis
enzimatica con amilasas.

La levadura Saccharomyces cerevisiae es capaz de fermentar la glucosa
producida a bioetanol.

Se presenta una comparacion en cuanto a consumos energéticos de
ambos procesos de sacarificacion y fermentacion. El proceso de hidrolisis
acida y posterior fermentacion presenta los mejores resultados.

Palabras clave: Bioetanol, microalga, Spirulina maxima, hidrolisis
enzimatica, hidrolisis acida.
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ABSTRACT

Bioethanol is a biofuel that can be produced from the fermentation of
sugars produced from microalgae. Spirulina maxima is a cyanobacteria that
cultivated under nutrient stress conditions is able to accumulate high
concentrations of carbohydrates. Glucose is the main sugar (97%) in Spirulina
maxima.

Fermentable sugars are released efficiently by hydrolysis processes. In
this work, acid pretreatments and the combination of thermal and enzymatic
pretreatments are compared. The best results were produced after acid
hydrolysis with H2S04 1% v/v for 45 min and thermal hydrolysis for 30
followed by enzymatic hydrolysis with amylases.

The yeast Saccharomyces cerevisiae was capable of fermenting the
glucose produced bioethanol.

A comparison in terms of energy consumption for both processes of
saccharification and fermentation is presented. The process of acid hydrolysis
and subsequent fermentation showed lower energy comsumption.

Keywords: Bioethanol, microalgae, Spirulina maxima, enzymatic
hydrolysis, acid hydrolysis.
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El deterioro del medio ambiente y el aumento de la demanda de
combustibles fosiles estan provocando una presion para la investigacion y
desarrollo de nuevas tecnologias de biocombustibles. Desde la reunion de
Kyoto en 1997, el objetivo ha sido disminuir las emisiones de CO2 y otros
gases de efecto invernadero (GEI) [1].

Los combustibles fésiles son aquellos procedentes de biomasas
acumuladas durante millones de anos y que se han ido transformando en
compuestos de gran contenido energético.

El consumo de estos combustibles fésiles se ha incrementado un 50%
en las Ultimas dos décadas fruto de la rapida industrializacion de las
economias emergentes, que representan el 80% del aumento global del
consumo de energia. Segun el informe de la BP Statistical Review of World
Energy de Junio de 2014, del total de la energia producida a nivel mundial
durante el ano 2013, el 83% procedia de combustibles fosiles (petréleo 32%,
gas natural 24% y carbon 30%), mientras que un 4% tenia su origen en
energia nuclear, un 7% en energia hidraulica, un 2% en energias renovables
(fotovoltaica y edlica) y un 1% biocombustibles [2].

1.1. Produccion de biocombustibles.

El modelo energético actual, basado en un porcentaje alto en el petréleo
y en otros combustibles fosiles, empieza a estar caduco. Los problemas
derivados de su uso; como el impacto ambiental negativo debido a las
emisiones de GEI, la inestabilidad de los precios, el progresivo agotamiento
de las reservas y los conflictos geopoliticos, han provocado en los ultimos
anos una carrera por buscar fuentes de energias alternativas y renovables
que reduzcan la dependencia del petréleo [3].
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El Instituto para la Diversificacion y Ahorro de la Energia (IDAE) define
las energias renovables como los recursos limpios e inagotables que
proporciona la naturaleza y que tienen un impacto minimo y siempre
reversible [4]. Las principales energias renovables son: energia solar, energia
edlica, energia hidraulica, energia de la biomasa (materia organica), energia
geotérmica (calor de las capas internas de la tierra) y energia oceanica [5].

La Asociacion Espanola de Normalizacion y Certificacion (AENOR), utiliza
la definicion de la Especificacion Técnica Europea CEN/TS 14588 para
catalogar la “biomasa” como “todo material de origen biologico excluyendo
aquellos que han sido englobados en formaciones geoldgicas sufriendo un
proceso de mineralizacion” [6].

La Figura 1.1 muestra las posibles fuentes de biomasa.

GENERACION DE BIOMASA

rﬂr!cinmm

ﬂa ‘
'ﬁ ’ RESIDUOS DE ’ I“II

! -_l.
FOTOSINTESIS  Wa INDUSTRIAS AGLAS
n:slnuos ANIMALES AGRICOLAS ¥ RESIBUALES

RES[OUGS FORESTALES URBANAS
AGRICOLAS Y
FORESTALES

CULTIVOS ENERGETICOS BIOMASA

Figura 1.1: Posibles origenes biolégicos para la generacion de biomasa [6].

Biocombustible es el término empleado para denominar a los
combustibles solidos, liquidos o gaseosos producidos de forma directa o
indirecta a partir de biomasa, por lo tanto se trata de una fuente renovable de
energia. Los biocombustibles son alcoholes, éteres, ésteres y otros
compuestos quimicos obtenidos a partir de biomasa (normalmente cultivos
vegetales o residuos derivados de estos). Su produccion esta suscitando un
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gran interés a nivel internacional, ya que son muchos los biocombustibles que
pueden ser obtenidos de la biomasa, destacando entre ellos el biodiesel,
bioetanol, biobutanol y biogas. El uso de biocombustibles juega un papel
crucial a la hora de evitar una dependencia excesiva de los combustibles
fosiles, permitiendo asegurar el abastecimiento de combustibles de una
forma sostenida en el tiempo. Ademas, los biocombustibles promueven una
mayor sostenibilidad, ya que todo el CO2 emitido a la atmédsfera como
consecuencia de su combustion ha sido previamente capturado en forma de
biomasa [7].

Los biocombustibles ofrecen muchos beneficios asociados con la
seguridad energética, la mayor estabilidad econémica y la reduccion de
emisiones GEI [8].

Segun el origen de la biomasa, los biocombustibles pueden ser
clasificados como de primera, segunda, tercera o cuarta generacion.

Biocombustibles de primera generacién

Las principales materias primas para la produccion de biocombustibles
de primera generacion son la cana de azlcar, remolacha, maiz y soja.
Mediante la fermentacion de los azucares de la cana de azlcar se obtiene
bioetanol, y con la digestion anaerobia de la biomasa se obtiene biogas,
mientras que con la transesterificacion de los aceites obtenidos de las
semillas de plantas oleaginosas se obtiene biodiesel [8].

Ventajas

e Se parte de cultivos establecidos y disponibles en practicamente
todo el mundo.

e Existe tecnologia para su transformacion y es muy sencillo.
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Inconvenientes y conflictos

e Se deberia destinar la totalidad de la superficie cultivable para
poder sustituir el uso de combustibles fésiles, por lo que no
habria cosechas destinadas a la alimentacion.

e Uso intensivo del suelo, que compromete su conservacion.

e Grandes necesidades de agua y fertilizantes, que agotarian este
recurso basico para la vida del planeta.

e Disminucion de la biodiversidad, con desaparicion de zonas
boscosas o selvaticas para destinarlas a plantaciones intensivas.

e Conflicto ético moral: cosechas para comida o para
combustibles.

Biocombustibles de segunda generacion

Los combustibles de segunda generacion también se conocen con el
nombre de biocombustibles avanzados. Lo que les diferencia de los de
primera generacion es el hecho de que la materia prima usada para su
produccién no son cosechas que pueden destinarse para alimentacion en
primera instancia. También se diferencian en que se cultivan aprovechando
areas marginales improductivas en cultivos para alimentacion y que no se
requiere agua o fertilizantes para su cultivo.

Las fuentes principales de los biocombustibles de segunda generacion
contienen gran cantidad de lignina y celulosa, por lo que se necesitan
procesos previos a la fermentacion de los azlcares para su extraccion e
hidrolisis: conversion termoquimica (gasificacion, pirolisis o torrefactado) y
conversion bioquimica [9].

Ventajas

e No compiten con la produccion de alimentos.
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e Aunque se requieren grandes extensiones de cultivo para la obtencion
de la biomasa de partida, en una misma cosecha se puede destinar
por ejemplo, el grano a alimentacion, y los residuos (tallos, hojas,
cascarillas...) a la produccion de biocombustible.

e Se pueden aprovechar otras especies no destinadas a produccion de
alimentos: distintas especies de gramineas, jatropha (Jatropha
curcas), etc.

Inconvenientes

e Requieren una tecnologia mas compleja para su obtencion, lo que en
muchos casos aumenta el coste hasta hacerlos mas caros que los
combustibles fosiles.

Biocombustibles de tercera generacion

El término “tercera generacion” se refiere a los biocombustibles
obtenidos a partir de algas o microalgas. Por ello también se les conoce
como oleoalgal, oilgae o algaeoleum [9].

Anteriormente, los biocombustibles obtenidos de las algas quedaban
englobados en los de segunda generacion, pero visto los rendimientos
superiores obtenidos, se ha considerado apropiado crear un grupo especifico
para ellos. Las algas producen un aceite que se refina facilmente en diésel o
incluso en ciertos componentes de la gasolina.

Ventajas

e El CO2 que se emite durante la combustion es el mismo que se ha
acumulado durante la fotosintesis.

e Gran rendimiento por unidad de superficie.

e No tienen porqué ser producidas en terrenos destinados a la
agricultura.
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e Pueden generar gran diversidad de combustibles: gasolina, biodiesel,
etanol, butanol, metano, aceite vegetal, etc.

Inconvenientes

e Normalmente, la produccion de algas necesita condiciones muy
controladas de temperatura y pH.

e El crecimiento de microalgas requiere el consumo de nitrégeno vy
fosforo, que se esta convirtiendo, este Ultimo, en un recurso escaso y
que entraria en conflicto con la fertilizacion para la produccion de
alimentos.

e Mayores costes de produccion en comparacion con otras alternativas
de produccion de biocombustibles.

Biocombustibles de cuarta generacién

Los biocombustibles de cuarta generacion llevan la tercera generacion
un paso mas alla. La clave es la captacion y almacenamiento de carbono
(CAC), tanto a nivel de la materia prima como de la tecnologia de proceso. La
materia prima no soOlo se adapta para mejorar la eficiencia de proceso, sino
que se disena para captar mas dioxido de carbono, a medida que el cultivo
crece. Los métodos de proceso se combinan con tecnologias de captacion y
almacenamiento de carbono con el objetivo Gltimo de almacenar el CO»
generado en formaciones geologicas.

Como materia prima se utilizan microalgas y bacterias que pueden
manipularse genéticamente para su adaptacion al proceso [10].

De esta manera, se cree que los biocombustibles de cuarta generacion
contribuyen mas a reducir las emisiones de GEI, porque son mas neutros o
incluso negativos en carbono si se comparan con los biocombustibles de las
otras generaciones. Los biocombustibles de cuarta generacion encarnan el
concepto de «bioenergia con almacenamiento de carbono» [11].
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La Tabla 1.1 resume las diferentes materias primas que se utilizan en
generacion de biocombustibles, asi como los tipos de biocombustibles que se
obtienen.

Tipos de biocombustibles Materia prima Tipo de biocombustible
Azlcar, almidon, aceites Bio-alcoholes, aceites
Primera generacion vegetales, grasas animales, vegetales, biodiesel,
etc. syngas, biogas.
Cultivos no alimenticios, Bio-alcoholes, biodiesel,
Segunda generacion paja de cereales, madera, biohidroégeno, diesel
residuos sélidos, cultivos procedente de maderas,
energéticos. biogas.
Tercera generacion Algas, arboles bajos en Bio-alcoholes, biodiesel,
lignina biogas, biohidrégeno.
Cuarta generacion Algas y bacterias Bio-alcoholes, biodiesel

modificadas genéticamente.
Tabla 1.1: Clasificacion de los biocombustibles en base al sistema de produccion [10].

1.2. Biocombustibles a partir de microalgas

Las microalgas son un conjunto heterogéneo de microorganismos
fotosintéticos unicelulares procariotas (cianobacterias) y eucariotas, que se
localizan en habitats diversos tales como aguas marinas, dulces, salobres,
residuales o en el suelo, bajo un amplio rango de temperaturas, pH y
disponibilidad de nutrientes. Se les considera responsables de la produccion
del 50% del oxigeno y de la fijacion del 50% del carbono en el planeta. Su
biodiversidad es enorme, se han identificado alrededor de 40.000 especies,
aunque se estima que existen mas de 100.000 especies [13].

Las microalgas pueden constituir una alternativa viable a los
combustibles fosiles, ya que son especialmente adecuadas por ser un
sumidero de CO2, por sus altos rendimientos productivos y por la posibilidad
de acumular, potencialmente, altas concentraciones de carbohidratos y
lipidos mediante la generacion de situaciones de estrés abidtico (privacion de
determinados nutrientes, estrés luminico, cambios de temperatura, etc.) [12].
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Sin embargo, el uso de microalgas para producir biocombustibles
también tiene una serie de desventajas que dificultan su escalabilidad:

e Son organismos relativamente poco conocidos y con un
comportamiento muy variable segln la especie empleada [14].

e Su produccion requiere de formacion cualificada y conocimientos
técnicos complejos [15].

e (Generalmente es necesario recoger, concentrar y secar la biomasa,
por lo que se incurre en fuertes costes [16].

e El proceso completo de produccion de biocombustibles a partir de
microalgas conlleva importantes costes (en el ano 2008 se estimd que
el precio de 1 litro de biodiesel de microalgas tenia un coste 14,5
veces superior a 1 litro de petrodiesel) [17].

No obstante, se espera que el desarrollo de esta tecnologia conlleve una
disminucion de los costes de produccion de 10-15 veces en los proximos 20
anos [18]. En la actualidad, la mayor parte de la investigacion esta
encaminada a maximizar la produccion de algas [19-21] y a acumular
determinados carbohidratos y lipidos para producir biocombustibles [22,23],
asi como a la minimizacion de los costes de produccion y extraccion [16].

A partir de las microalgas se pueden obtener diversos biocombustibles
entre los que cabe destacar biodiesel, bioetanol, biometanol, biobutanol y
biogas [24-26]. Una de las principales caracteristicas de las microalgas es su
gran variabilidad bioquimica (contenido en proteinas, carbohidratos y lipidos)
no solo a nivel de especie, sino en funcion de las condiciones de cultivo.
Existen especies que tienen concentraciones de carbohidratos menores del
20% (Spirulina platensis), mientras que otras superan el 60% (Spirogyra sp.).
Del mismo modo ocurre referente a la concentracion de lipidos, pudiéndose
encontrar especies como Chlorella pyrenoidosa que contiene un 3% de lipidos
y otras como Chlorella vulgaris que pueden superar el 55%.

La Tabla 1.2 resume los datos relativos a la composicion (proteinas,
carbohidratos y lipidos) de diferentes especies de microalgas.

18



Grado en Ingenieria Quimica @

ESCUELA DE INGENIERIAS

Universidad deValladolid INOUSTRIALES
Especie Proteinas Carbohidratos Lipidos
Anabaena cilindrica 43-56 25-30 4-7
Aphanizomenon flos-aquae 62 23 3
Arthrospira maxima 61-71 13-16 6-7
Chlamidomonas reinhardtii 48 17 21
Chlorella pyrenoidosa 57 26 2
Chlorella sorokiniana 45-55 18-38 15-35
Chlorella vulgaris 51-58 12 14-56
Dunaliella salina 57 32 6
Euglena gracilis 39-61 14-18 14-20
Isochrysis sp. 41-58 18-21 25-33
Porphyridium cruentum 28-39 40-57 914
Scenedesmus obliquus 50-56 10 17 12-14
Spirogyra sp. 6-20 33-64 11-21
Spirulina platensis 46-63 814 49

Tabla 1.2: Composicion general de diferentes microalgas (% peso seco) [27,28].

Cuando las microalgas son cultivadas en condiciones sub o
supradptimas (condiciones de estrés) reaccionan mediante cambios
metabdlicos que atienden a una estrategia para hacer frente a estas
condiciones ambientales adversas [29]. Estos cambios dinamicos en el medio
provocan una modificacion de la composicion tanto a nivel macromolecular
(proteinas, carbohidratos y lipidos) como a nivel de produccién de metabolitos
secundarios (sintesis de vitaminas, hormonas, sustancias antioxidantes,
antibioticos, etc.), produciéndose mayoritariamente una acumulacion de
lipidos [23,30] o carbohidratos [22,31], que pueden ser empleados por la
industria para la produccion de biocombustibles.

A continuacion se describen las principales caracteristicas del biodiesel,
biometanol, biobutanol y biogas, principales biocombustibles obtenidos a
partir de las microalgas. En este trabajo se describira con mas detalle la
produccion de bioetanol a partir de microalgas en los siguientes apartados.

El biodiesel es un biocombustible producido a partir de materias primas
renovables, como los aceites vegetales, que se puede utilizar en los motores
diésel. Quimicamente son ésteres de alquilo, de metilo y de etilo, con cadenas
largas de acidos grasos. Estas cadenas, al estar oxigenadas, le otorgan al
motor una combustion mucho mas limpia. Este biocombustible puede
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utilizarse puro, o en mezclas de diferentes concentraciones con el diésel
obtenido del petréleo [32].

El biobutanol es un biocombustible de gran interés por su parecido
excepcional a la gasolina. El octanaje es similar al de la gasolina pero menor
que el octanaje del etanol y el metanol. De hecho, tienen la misma densidad
energética y mejor perfil de emisiones. Hoy en dia, hay varias empresas que
se dedican a su fabricacion a escala comercial a partir de maiz y se esta
convirtiendo en el biocombustible mas popular, por encima del etanol, ya que
no implica realizar cambios en el motor para su uso y no produce danos en el
motor [9].

El biometanol es utilizado como combustible, principalmente al
mezclarlo con gasolina. El biometanol se produce a partir del gas de sintesis
procedente de la gasificacion de la biomasa. Es altamente toxico y su poder
calorifico es menor que el de la gasolina y el bioetanol. El biometanol es un
combustible alternativo para motores de combustion interna, ya sea en
combinacion con la gasolina o puro. Producir biometanol es mas barato que
producir bioetanol. [33].

La Tabla 1.3 compara las principales caracteristicas de la gasolina y los
biocombustibles descritos.

Combustible Densidad = Proporcion Energia Calor de RON*  MON**
Energética de Mezcla Especifica Vaporizacion
Aire -
Combustible

Gasolina 32 MJ/L 14.6 2.9 MJ/kg aire ' 0.36 MJ/kg 91-99 81-89
Butanol 29.2 MJ/L 11.1 3.2 MJ/kg aire = 0.43 MJ/Kg 96 78
Etanol 19.6 MJ/L 9.0 3.0 MJ/kg aire = 0.92 MJ/Kg 107 89
Metanol 16 MJ/L 6.4 3.1 MJ/kgaire | 1.2 MJ/kg 106 92

Tabla 1.3: Comparacién de las caracteristicas de los principales combustibles [34].
*RON: Research Octane Number (Octanaje medio de laboratorio).
*MON: Motor Octane Numbre (Octanaje de motor estatico).
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El biogas es un gas producido por la fermentacion de la materia
organica en condiciones anaerobias. También puede producirse por la
gasificacion de la biomasa. El uso de biomasa microalgal como sustrato para
producir biogas mediante digestion anaerobia se remonta a finales de los
anos cincuenta. El biogas esta compuesto principalmente por metano (55-
80%), CO2 (20-45%) y trazas de otros elementos. EL poder calorifico del
biogas es 5,3 MJ/kg aire. Puede ser empleado para la generacion de
electricidad y calor en motores de combustion [74].

1.3. Bioetanol a partir de microalgas

Entre los biocombustibles el mas destacado es el bioetanol. Es uno de
los biocombustibles que se esta considerando como un posible sustituto de
los combustibles fésiles convencionales. El bioetanol emite la misma cantidad
de CO2 durante la combustion que el CO2 que se ha acumulado durante la
fotosintesis y lo que se libera durante la degradacion natural de la biomasa.
Las investigaciones en biotecnologia se han dirigido a la identificacion de
especies adecuadas de biomasa que puedan proporcionar bioetanol, sin
competir con los cultivos destinados a la alimentacion humana. Una nueva
alternativa para obtener azlcares fermentables son las microalgas, algas y
cianobacterias [12].

El bioetanol tiene algunas desventajas, como por ejemplo, una baja
densidad energética, es volatil y debido a la corrosion que produce, el
bioetanol presenta dificultades en el trasporte. Es toxico para los
microorganismos y produce emisiones de NOx un poco mayores que las de la
gasolina [35].

La Tabla 1.4 recoge las principales caracteristicas del bioetanol.

21



Trabajo Fin de Grado @

ESCUELA DE INGENIERIAS

Universidad deValladolid iNDUSTRIALES
Formula C2Hs0H
Estado de agregacion Liquido
Apariencia Incoloro
Densidad 789 kg/m3
Masa molar 46,07 g/mol
Punto de fusion 158,9 K
Punto de ebullicion 351,6 K
Temperatura critica 514 K
Presion critica 63 atm
Viscosidad 1,074 mPas
Acidez (pKa) 15,9
Solubilidad en agua Miscible
Densidad energética 19,6 MJ/L
Proporcion de mezcla aire- combustible 9
Energia especifica 3,0 MJ/kg air
Calor de vaporizacion 0,92 MJ/kg
RON 107
MON 89
Punto de inflamacién 286 K
Temperatura de autoignicion 636 K
Limite de explosividad 3,3a19%

Tabla 1.4: Caracteristicas del bioetanol [36].

El bioetanol es un combustible producido a partir de la fermentacion de
los azlicares presentes en la biomasa, siguiendo la ecuacion:

C,\Hyy O,y — (g) C,HsOH + (g) €O, + Energia

Para la produccion de bioetanol, generalmente se emplean biomasas
ricas en azlcares, almidon o celulosa que deben ser previamente
sacarificadas. Posteriormente, el microorganismo transforma los azlcares
fermentables en etanol y libera CO2. El bioetanol se separa del medio de
fermentacion mediante un proceso de destilacion, obteniéndose por una
parte el biocombustible, y por otra la torta que contiene la biomasa
resultante. Este residuo puede ser posteriormente valorizado ya que tiene un
contenido elevado en lipidos o proteinas [37].
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Saccharomyces cerevisiae es el organismo mas empleado para producir
bioetanol a escala industrial debido a su facil manejo y a que es capaz de
metabolizar los principales azlcares de seis carbonos, como la glucosa, y
también la sacarosa. Sin embargo, una parte importante de los monémeros
que se liberan durante la hidrélisis de las algas no pueden ser metabolizados
por S. cerevisiae, por lo que los rendimientos de produccion de etanol pueden
ser reducidos. Por esta razon, cada vez se estan empleando con mayor
frecuencia otros microorganismos capaces de fermentar una mayor variedad
de azlcares, como Pichia stipitis, Zimomonas mobilis o Saccharomyces
bayanus y cepas modificadas de Escherichia coli [38-40].

Se estima que a partir de una hectarea de terreno cultivada con algas se
podrian producir entre 46.000 y 140.000 litros de bioetanol al ano [41]. Sin
embargo, actualmente existe una importante diferencia entre la produccion
tedrica y la real. En general, bajo condiciones 6ptimas de cultivo donde las
microalgas crecen de forma exponencial, las microalgas no acumulan grandes
concentraciones de carbohidratos (15-20%) salvo ciertas especies como
Spyrogyra sp. (33-64%), Scenedesmus dimorphus (21-52%) o Porphyridium
cruentum (40-57% en peso seco) [38]. Se requiere modificar las condiciones
de cultivo e imponer situaciones de estrés metabdlico para favorecer la
acumulacion de carbohidratos en las algas.

Una de las principales ventajas del uso de microalgas frente a otras
materias primas de origen lignocelulésico es la ausencia de lignina,
facilitando el pretratamiento [42].

Las microalgas son una fuente de biomasa muy interesante, ya que
pueden ser recolectadas de las aguas naturales y no requieren de tierra o
agua limpia para su cultivo. La biomasa de las microalgas crece muy rapido y
se puede cosechar durante todo el ano. Las microalgas convierten la energia
solar y el dioxido de carbono en polisacaridos de forma mas eficiente que las
plantas y son capaces de transformar compuestos inorganicos en materiales
organicos, lo que hace de las microalgas una fuente potencial para la
produccion de bioetanol de tercera y cuarta generacion [35,43].
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Las especies de microalgas que se han utilizado para producir bioetanol
son Chlorococcum sp, Chlamydomonas perinuglata, Chlorococcum
infusionum [44-47], Scenedesmus obliquus [48], Chlamydomonas reinhardtii
[49], Chlorella vulgaris [31], Chlorella homosphaera y Chlorella zofingiensis
[50], Spirulina Arthospira platensis [51], Spirogyra [52]. Chlorella sorokiniana,
Scenedesmus almeriensis y Nannochloropsis gaditana [53].

A)

B)

®)

Figura 1.2: Microalgas al microscopio. A) Chlorella vulgaris, B) Spirogyra,
C) Scenedesmus almeriensi, D) Chlamydomonas reinhardltii,
E) Chlorococcum infusionum, F) Chlorella homosphaera.
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1.3.1. Estrategias de acumulacion de carbohidratos

Cuando se utilizan microalgas como materia prima para la obtencion de
bioetanol es necesario cultivar biomasa rica en carbohidratos. Puesto que las
microalgas producen principalmente proteinas (50-70% del peso seco) es
necesario forzar a las microalgas a acumular carbohidratos mediante la
modificacion de las condiciones de cultivo. Varios estudios han demostrado
que para acumular en las microalgas carbohidratos, se requieren condiciones
de estrés de nutrientes. Las condiciones de estrés se pueden producir
mediante la reduccion de la cantidad de nutrientes que limitan el crecimiento
de las algas (fosforo y nitrégeno). Este estrés de nutrientes hace que la célula
del alga no sea capaz de dividirse, ya que no tiene los nutrientes necesarios y
por lo tanto las algas empiezan a acumular azdcares y lipidos [54].

El fosforo se considera el nutriente mas importante que limita el
crecimiento de las algas [55]. En condiciones de estrés de nutrientes se han
encontrado varias especies de microalgas que acumulan mayor cantidad de
carbohidratos y a la vez menor cantidad de proteinas. Markou et al. [56,57]
han demostrado que Arthrospira (Spirulina) platensis puede aumentar la
concentracion de carbohidratos bajo la inanicion de fosforo. Segun otras
investigaciones, la limitacion de nitrogeno aumenta la acumulacion de
azucares en el microalga Scenedesmus obliquus [48]. Scholz et al. [49] ha
informado de efectos similares en Chlamydomonas reinhardtii.

La intensidad de la luz también afecta a la composicion de nutrientes de
las algas. Segun trabajos publicados, se produce un aumento de la
concentracion de carbohidratos en Spirulina sp. cuando hay exceso de luz y
deficiencia de nitrogeno [58]. Ho et al. [19] publicaron que existe un aumento
de la concentracion de carbohidratos en el microalga Scenedesmus obliquus
cuando se aumenta la intensidad de luz.

Cuando el microalga esta en condiciones de estrés de nutrientes, el
crecimiento de las algas es mas lento y existe la posibilidad de que en lugar
de acumular carbohidratos se puedan acumular lipidos [58].
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1.3.2. Proceso de produccion de bioetanol a partir de
microalgas

En las microalgas, una parte considerable de los carbohidratos se
encuentran formando parte de la pared celular [48], mientras que otra parte
se encuentra en el interior celular en forma de granulos de almidon dentro de
vacuolas. Debido a que la pared celular de las microalgas es, en general,
dificilmente hidrolizable por los microorganismos fermentadores, no es
posible realizar una fermentacion directa de la biomasa, sino que es
necesario llevar a cabo un pretratamiento previo para romper las paredes
celulares y sacarificar los carbohidratos [45].

Para poder acceder al interior celular y fermentar estos carbohidratos se
emplean principalmente dos estrategias [59,60]:

e Hidrélisis de los carbohidratos y posterior fermentacion (Separate
Hydrolysis and Fermentation (SHF)).

e Fermentacion directa de la biomasa anadiendo enzimas
hidroliticas (Simultaneous Saccharification and Fermentation
(SSF)).

A continuacion se explica el fundamento de las etapas de hidrolisis de
carbohidratos y fermentacion.

Hidrélisis

Para la obtencion de bioetanol interesa hidrolizar los polisacaridos. Los
polisacaridos son biomoléculas formadas por la unién de monosacaridos que
estan unidos entre si mediante enlaces glucosidicos. Se encuentran en la
pared celular de las microalgas.
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Los disacaridos pueden descomponerse mediante la hidrélisis de los enlaces
glucosidicos. Durante la hidrélisis de polisacaridos, tales como almidon y
celulosa, se forman monosacaridos fermentables, como la glucosa.

La hidrolisis de microalgas se puede hacer con enzimas extraidas de
organismos, acidos y bases.

Hidrolisis acida

La hidrolisis acida es un proceso en el que un acido proético cataliza la
escision de un enlace quimico a través de una reaccion de sustitucion
nucledfila, con la adicion de agua.

La hidrélisis acida es facil, barata y rapida. La desventaja es que la
hidrélisis acida crea sustancias no deseadas que pueden inhibir el proceso de
fermentacion tales como acidos débiles (acido acético) y, en menor
concentracion, productos derivados de la lignina [61].

Hidrdlisis enzimatica

La hidrélisis enzimatica se produce mediante un grupo de enzimas
llamadas hidrolasas. Estas enzimas ejercen un efecto catalitico hidrolizante,
segln la siguiente reaccion:

H-OH + R-R’ = R-H + R’-OH

Las enzimas actian de acuerdo con los mismos principios generales
que los demas catalizadores: aumentan la velocidad de las reacciones
guimicas combinandose transitoriamente con los reactivos de manera que
estos alcanzan un estado de transicion con una energia de activacion menor
que el de la reaccion no catalizada.
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Segln las biomoléculas que degradan, las hidrolasas se clasifican en:
nucleasas, glucosidasas, lipasas, proteasas, fosfatasas, sulfatasas vy
fosfolipasa [62].

Como el etanol se produce a partir de glucosa, las enzimas que se
utilizan son las glucosidasas. Las enzimas de sacarificacion se utilizan para la
produccion de azlcares fermentables a partir de almidon [63].

La hidrélisis enzimatica necesita mas tiempo de reaccion que la
hidrdlisis acida, pero la falta de compuestos inhibidores ayuda a la levadura a
fermentar la glucosa obtenida de manera mas eficiente. En la hidrodlisis
enzimatica las enzimas facilitan la escision del enlace molecular mediante la
adicion de agua. El pretratamiento acido es menos viable ambientalmente
qgue la hidrdlisis enzimatica, porque se necesita una gran cantidad de
productos quimicos (acidos) para llevar a cabo la hidrélisis.

Las principales enzimas que hidrolizan los polisacaridos de las
microalgas son amilasas y celulasas. Las enzimas que se van a utilizar en
este trabajo son amilasas (Liquozyme SC DS y Spirizyme Fuel), ambas
donadas por Novozymes (Dinamarca).

Liquozyme SC DS (Novozymes)

Liguozyme SC DS es una enzima de tipo alfa-amilasa. Se utiliza para el
proceso de licuefaccion de las microalgas. Es altamente eficaz en la
conversion del almidén proporcionando una alta producciéon de etanol. La
dosis necesaria depende del tipo de proceso, las condiciones de reaccion y la
composicion del alga [64].

Las caracteristicas de este enzima son:

e Reduccion de la viscosidad: Superior.

e Rangode pH: 5,0 -6,0

e Rango de temperatura: 82 - 86°C

e Intervalo de dosificacion (% en peso de enzima): 0.013 - 0.025.
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Spirizyme Fuel (Novozymes)

Spirizyme Fuel es una enzima de tipo glucosamilasa que se utiliza en la
industria para la produccion de etanol. Esta enzima produce glucosa
rapidamente con un alto rendimiento de etanol [65].

Los beneficios de la enzima Spirizyme Fuel en el proceso de
sacarificacion son:

e Amplio intervalo de operacion de pH entre 3,5y 5,5, para una mayor
flexibilidad del proceso.

e Actividad constante y reproducible en el tiempo.

¢ Una generacion rapida de glucosa, asegura una fermentacion rapida y
la produccion de etanol.

Otros métodos de hidrdlisis

La hidrolisis alcalina es la manera menos efectiva de realizar la
hidrélisis de microalgas. En la hidrdlisis alcalina el nucleofilo reactivo es un
ion hidréxido, como el NaOH. El pre-tratamiento alcalino produce grandes
cambios en la estructura y la accesibilidad de los carbohidratos en la pared
celular, que permite la liberacion de azicar en el medio acuoso. Algunos
estudios también informan acerca de otros métodos de pretratamiento fisico
para romper las paredes celulares y liberar los azlcares. Tales métodos son,
ultrasonidos, bead beating, calor, homogeneizacion de alta presion vy
microondas [53,66].

Fermentacion

La fermentacion es un proceso catabdlico de oxidacion incompleta, que
no requiere oxigeno, y el producto final es un compuesto organico. La
fermentacion tipica es llevada a cabo por levaduras, aunque también algunos
metazoos y protistas son capaces de realizarla.

La fermentacion alcohdlica es un proceso en el que los azlcares se
transforman en alcohol por la accion de levadura o bacterias.
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A continuacion, se muestra la reaccion de la fermentacion a partir de
glucosa:

C6H1206 i ZCH36H20H+ 2602

Las levaduras son organismos unicelulares que estan presentes de
forma natural en algunos productos como las frutas, cereales y verduras. Son
lo que se denominan organismos anaerobios facultativos, es decir, pueden
desarrollar sus funciones biolégicas sin oxigeno. Existen diferentes especies
de levaduras, entre las que se encuentras principalmente Saccharomyces
cerevisiae, Kluyveromyces fragilis, Torulaspora y Zymomonas mobilis [67].

A)

B)

Figura 1.3: Levaduras al microscopio. A) Saccharomyces cerevisiae,
B) Kluyveromyces fragilis,C) Torulaspora, D) Zymomonas mobilis.

En la bibliografia se han encontrado diferentes referencias a la
produccion de bioetanol a partir de microalgas, algunas de las cuales se
resefan a continuacion.
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Segln trabajos publicados por Harun y Danquah [46], el rendimiento de
recuperacion de glucosa a partir de Chlorococcum sp. fue del 64,2%
mediante hidrélisis enzimatica con celulasas obtenidas a partir del hongo
Triohoderma reesei. Las condiciones experimentales fueron las siguientes:
40°C, pH 4,8y la carga de biomasa de alga de 10 g/L.

Choi et al. [68] realizaron fermentaciones con la levadura S. cerevisiae
después de hidrolizar el microalga Chlamydomonas reinhardtii. Se obtuvo
235 mg de etanol fermentado a partir de 1,0 g de biomasa de algas
pretratada por las enzimas a-amilasa procedentes de B. licheniformis y amilo
glucosidasa a partir de Aspergillus niger. ElI rendimiento de la glucosa
obtenida a partir del pretratamiento enzimatico fue del 23,5%.

Ho et al. [31] hidrolizd Chlorella vulgaris con endogluconasas, [-
glucosidasa y amilasas. Se obtuvo un rendimiento de glucosa del 90%
después de tres dias de hidrélisis. La hidrdlisis con acido sulfirico condujo a
un rendimiento de glucosa del 100% cuando la concentracion de acido fue
del 2%. Con una concentracion de acido del 1% el rendimiento fue del 96%.
La fermentacion con Z.mobilis obtuvo una concentracion de 4,27 g/L de
etanol.

Markou et al. [51] llevaron a cabo hidrélisis de Spirulina (Arthospira)
platensis con cuatro acidos diferentes: H2S0s4, HNOs, HClI y H3POs4 a
temperaturas entre 40-100°C. El mayor rendimiento de azlcares reductores
se obtuvo con 2.5N HNO3z durante 90 min a 80°C. Los rendimientos de etanol
mas altos (Zetano/Epiomas) S€ oObtuvieron a partir de hidrolizados
correspondientes al tratamiento con H2SOs (16,27%) y HNOs, (16,32%)
ambos acidos con 0,5 N de concentracion. La levadura S. cerevisiae se
adapté a la salinidad del medio antes de la fermentacion.

Scholz et al. [49] usaron acido sulfarico para hidrolizar Chlamydomonas
reinhardtii, de forma que el 64% del almidon fue hidrolizado a glucosa. La
fermentacion se realiz6 con la levadura S. cerevisiae. El coeficiente de
rendimiento observado de la glucosa a etanol fue de 0,44 (g/g).
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Miranda et al. [48] realizaron hidrélisis de Schemedesmus obliquus con
acido sulfdrico (2N) para producir azlicares obteniendo una recuperacion de
azucares del 95,6%.

El pretratamiento alcalino se llevd a cabo por primera vez por Harun y
Danquah [46] con el alga Chorococcum infusionum. El rendimiento de
glucosa obtenido fue 350,13 mg/g. Las condiciones de operacion fueron:
0,75% w/v de NaOH a 120°C y 30 minutos.

Harun et al. [45] fermentaron hidrolizados del microalga Chlorococum
sp. obtenidos mediante la extraccion supercritica de los lipidos. La levadura
utilizada en la fermentacion fue Saccharomyces bayanus. Se alcanz6é una
concentracion maxima de etanol de 3,83 g /L.

En experimentos de hidrélisis acida de Chorococcum infusionum
realizada por Harun y Danquah [47], la concentracion mas alta de bioetanol
fue 7,20 g/L correspondiente al pretratamiento con 15 g/L de microalgas, a
140 °Cy 1% (v/v) de acido sulfurico durante 25 min.

1.3.3. Bioetanol a partir de Spirulina sp.

Spirulina sp. es una cianobacteria comunmente considerada como una
microalga por su estructura filamentosa. Pertenece al grupo de las
cianobacterias no heterocisticas del género de las Oscillatoriaceace. Se
considera como un tricoma helicoidal de forma cilindrica e inmovil, cuya
reproduccion se realiza por ruptura intracelular. Su talla oscila entre 13 y 25
micras.

La asimilacion del CO2 se hace a través del ciclo de Calvin, con
formacion de glucégeno como material de reserva. Spirulina es capaz de
realizar la fotosintesis oxigénica y de fijar el nitrégeno del medio. Puede crecer
en medios minerales que tengan CO2 como fuente de carbono y desechos
nitrogenados (urea) como fuente de nitrogeno [69].
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El cultivo de Spirulina se realiza comercialmente en estanques que
pueden ser a cielo abierto o con cubiertas tipo invernadero. El cultivo en
estanques abiertos se caracteriza por la baja produccion por unidad de area y
la no uniformidad de la calidad del producto. Una mejora considerable es la
colocacion de cubiertas, ya que se cultiva en un ambiente controlado,
protegido de la polucion y con posibilidad de acondicionamiento térmico. El
cultivo en fotobiorreactores se reduce a casos muy puntuales ya que tiene
unos costes excesivos [70].

Cuando se quiere su cultivo a escala industrial, es necesario controlar
las siguientes variables:

e Temperatura: El crecimiento de Spirulina se produce entre 25-40°C,
siendo el rango de mayor produccion entre 35-40°C.

e Alcalinidad del medio: los mejores resultados se obtienen con valores
de pH entre 9-11.

e Radiacion: la mayor produccién se da entre 30-50 klux.

e Salinidad: entre 1500-5250 g/m3 en un estanque con 15 cm de
profundidad.

e Agitacion: se recomienda una velocidad de 30 cm/s.

En los udltimos anos la produccion de Spirulina sp. como suplemento
alimenticio ha ido en aumento. Cada vez es mas la industrializacion de esta
especie por su facil produccion, rapido crecimiento y se puede producir en
cualquier parte del mundo por su adaptacion a condiciones climatologicas
extremas. Es por eso que puede ser utilizada para producir bioetanol, sin
competir con los cultivos destinados para consumo humano, presentando una
gran ventaja en comparacion con las biomasas tradicionales para la
obtencion de biocombustibles. Spirulina sp. presenta en su composicion
guimica una concentracion cercana al 20% de azlcares, entre los que se
encuentran azucares fermentables que hacen de ésta un candidato potencial
para la produccion de biocombustibles [71,72].
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Para aumentar significativamente la acumulacion de carbohidratos de
Spirulina sp. se cultiva en medios con limitacion de fésforo, llegando a
alcanzar un 60-65% de carbohidratos en la biomasa seca. Ademas, la
biomasa de Spirulina cultivada en limitacion de nutrientes muestra una
capacidad de biofloculacion rapida, caracteristica que facilita la recoleccion
de la biomasa [56].

Para obtener bioetanol a partir de Spirulina sp., primero la biomasa
debe ser pretratada, de manera que los carbohidratos pasan a ser azlcares
fermentables. Un posible método de pretatamiento es la hidrélisis térmica-
acida. La concentracion de acido y la concentracion de sal resultante de los
hidrolizados pueden afectar a la produccion de bioetanol [51].

Markou et al. [51] realizaron hidrdlisis de Spirulina sp. con H2S0a4 y
HNOs3, ambos acidos con 0,5 N de concentracion. La fermentacion se realizd
con la levadura S. cerevisae previamente adaptada a medios salinos,
llegando a obtener un rendimiento de bioetanol del 16 getano/ 100 Epiomasa-

Segun estudios realizados, a medida que se aumenta la concentracion
celular de la levadura S. cerevisiae se incrementa la produccion de bioetanol.
Se ha investigado la fermentacion de Spirulina sp. pretratada con HCI 2M. La
fermentacion se llevd a cabo en las siguientes condiciones: 30°C,
concentracion celular de 1*1010 cel/mL y 60 g/L de azlcares provenientes
de la biomasa. El mayor rendimiento de produccion de bioetanol que se
obtuvo fue 0,51 g etanol/g glucosa [73].

Figura 1.4: Spirulina maxima al microscopio.
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El objetivo global del presente Trabajo Fin de Grado es estudiar la
produccion de bioetanol a partir de microalgas, en concreto a partir de
Spirulina maxima. Para ello se plantea una primera etapa de estudio
experimental, con el objetivo de obtener informacion sobre el cultivo del
microalga, rendimientos, conversiones y parametros 6ptimos de operacion. En
una segunda fase del trabajo, se abordara el analisis del proceso de hidrolisis
y fermentacion a bioetanol determinando las necesidades materiales y

energéticas.

Los objetivos especificos de este Trabajo Fin de Grado son:

Estudiar la influencia de la concentracién de nutrientes (fésforo y
nitrégeno) en el medio de cultivo, en la concentracion de
biomasa y la composicion de Spirulina maxima.

Comparar diferentes métodos de hidrolisis (hidrélisis acida e
hidrélisis enzimatica) y condiciones de operacion (concentracion
de acido, tiempo de reaccion) para optimizar el proceso de
liberacion de azlcares fermentables a partir de Spirulina
maxima.

Comprobar si los azUcares fermentables extraidos de Spirulina
maxima pueden transformase en bioetanol a partir de la
fermentacion con la levadura Saccharomyces cerevisiae con
buenos rendimientos.

Determinar las necesidades energéticas y de consumo de
materias primas del proceso de produccion de bioetanol a partir
de Spirulina maxima, utilizando hidrélisis acida y enzimatica
como procesos de sacarificacion y posterior fermentacion con
Saccharomyces cerevisiae.
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3. Bases de diseno:
ensayos a escala
laboratorio de
cultivo, hidrolisis
y fermentacion de
Spirulina maxima
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A continuacion, se presentan los resultados de los experimentos
realizados y que serviran de base para el desarrollo de este trabajo. Se
explica con detenimiento los materiales y métodos utilizados para el
crecimiento de Spirulina maxima, recogida del microalga y conservacion.
También se detalla los materiales y métodos utilizados para la recuperacion
de carbohidratos fermentables mediante hidrélisis (acida y enzimatica) y
posterior fermentacion a etanol con Saccharomyces cerevisiae.

Este trabajo experimental se realizd en el transcurso de las practicas en
empresa en el Centro de Tecnologia Azucarera de la Universidad de
Valladolid.

3.1. Materiales y métodos

3.1.1. Mantenimiento del alga

El microalga utilizado en el estudio es Spirulina maxima (SAG 49.88)
procedente de la Universidad de Gottingen, Alemania. Este microalga se
mantuvo a una temperatura de 28-30°C en medio de cultivo Schldsser, con
una intensidad de luz de 40-50 umol fotones/(m=2s) durante 16 horas/dia (8 h
de periodo de oscuridad). Esta intensidad de luz se proporciona con lamparas
fluorescentes de luz fria de la casa comercial Osram modelo L 18W/865
Lumilux.

La composicion del medio Schldsser es 13,60 g/L NaHCOs; 4,03 g/L
Na->COs; 0,50 g/L KoHPO4; 2,50 g/L NaNOs; 1.00 g/L KoSO04; 1.00 g/L NaCl;
0.20 g/L MgS047H20; 0.04 g/L CaCl>2H20, con los siguientes
micronutrientes 6 mL de disolucion de metal (PIV) y 1 mL de solucion de
micronutrientes CHU. La solucion PIV se compone de 97 mg FeClz6H20; 41
mg MnCIl>4H20; 5 mg ZnCly; 2 mg CoClo H20 y 4 mg Na>Mg0s 2H20. La
solucion CHU consiste en 50 mg NazEDTA; 618 mg Hs3BO3; 19,6 mg de
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CuS045H20; 44,0 mg ZnS047H20; 20,0 mg COCl2>6H20; 12,6 mg MnCl>4H20;
12,6 mg Na2Mo042H20.

El pH del medio de cultivo es 9,3. El microalga se mantiene en
erlenmeyers de 250 mL cubiertos con tapones de algodon que permiten el
intercambio de gases. Estos matraces tienen que estar agitados
continuamente. El agitador (P Selecta Vibromatic) se ajusta a 75 rpm
aproximadamente. Los cultivos de S. maxima se iluminan con lamparas
fluorescentes de luz fria. Los cultivos se preparan cada 20 dias a partir de
medio Schldsser fresco y un 10% v/v de inéculo de Spirulina.

3.1.2. Operacion en fotobiorreactores

Preparacion de inéculo

Los reactores se tienen que inocular con Spirulina maxima. El volumen
del indéculo tiene que ser el 10% del volumen total del reactor. Antes del
arranque del reactor, los inéculos se adaptan progresivamente a una baja
concentracion de nutrientes mediante el mantenimiento del in6culo en un
medio Schldsser deficitario en fosforo y nitrogeno, con una concentracion de
0,05 g/L de KoHPO4 (10 mg/L de P)y 1,5 g/L de NaNO3z (247 mg/L de N), que
corresponde al 10% de la concentracion de fosforo y el 60% de la
concentracion de nitrogeno del medio Schlésser. Este inéculo se prepara 7
dias antes de la puesta en marcha de los reactores. Los in6culos se iluminan
con lamparas fluorescentes de luz fria con una intensidad de 50 pmol
fotones/(m2s) durante 16 horas/dia y se agitan a 75 rpm. La temperatura fue
de 28-30°C. El matraz que contiene S. maxima se cubre con un tapén de
algodon que permite el intercambio de gases.

Se han utilizado dos tipos de fotobiorreactores: fotobiorreactores de
tanque agjtado y columnas de burbujeo.
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Operacion en fotobiorreactor de tanque agitado

Para estudiar la influencia de la concentracion de fosforo inicial se
cultivd S. maxima en un fotobiorreactor de vidrio agitado mecanicamente con
un volumen de trabajo de 2 L. Este fotobiorreactor tiene un diametro interno
de 12 cm y 17 cm de altura. La intensidad de luz con la que se ilumina es
40-50 ymol fotones/(m2s) durante 16 horas/dia que proporcionan lamparas
fluorescentes de luz fria colocadas alrededor del fotobiorreactor, procedentes
de la casa comercial OSRAM modelo L 36W/765 Lumilux.

Se estudid el efecto de la concentracion inicial de fosforo en el
crecimiento de biomasa y composicion en carbohidratos, mediante el ajuste
de la concentracion de K2HPOs4 del medio Schiésser. Se analizaron tres
concentraciones de fosforo iniciales diferentes:

e Ensayo A: 0,05 g/L KoHPO4 (10 mg P/L), que corresponde al 10%
de la concentracion de fésforo del medio Schldsser.

e Ensayo B: 0,025 g/L KoHPO4 (5 mg P/L), que corresponde al 5%
de la concentracion de fosforo del medio Schldsser.

e Ensayo C: 0,01 g/L KoHPO4 (2 mg P/L), que corresponde al 2%
de la concentracion de fésforo del medio Schldsser.

El tiempo de cultivo fue de 14 dias. Todos los experimentos y analisis se
realizaron por duplicado.
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Figura 3.1: Fotobiorreactor de tanque agitado.

Operacion en columnas de burbujeo

Para el cultivo a mayor escala del microalga se utilizan cuatro
fotobiorreactores de burbujeo transparentes de metacrilato, que estan
cerrados para evitar la contaminacion exterior pero tienen conexiones para la
entrada de gas de burbujeo, salida de gases y toma de muestra. El volumen
de trabajo de cada fotobiorreactor es de 5 L. Los fotobiorreactores tienen un
diametro interno de 10 cm y una altura de 70 cm. La intensidad media con la
que se iluminan son 48 pmol fotones/(m2s) durante 16 horas/dia que
proporcionan lamparas fluorescentes de luz fria (OSRAM L 36W/765
Lumilux), situadas a ambos lados de los fotobiorreactores. Los cultivos se
airean y agitan mediante aire filtrado que proporcionan bombas de aire.

Los fotobiorreactores operan en discontinuo, con diferentes
composiciones del medio de cultivo para tener informacion de su influencia
en el crecimiento de la biomasa. Se realizaron dos ensayos modificando la
composicion del medio:
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Ensayo con medio A, que contiene medio Schlésser modificado,
con una concentracion de fosforo de 0,01 g/L de KoHPOa (2
mg/L de P) y 2,50 g/L de NaNOs (400 mg/L de N), que
corresponde al 2% de la concentracion de fosforo y el 100% de la
concentracion de nitrogeno en el medio Schlésser, con
micronutrientes, todo ello disuelto en agua del grifo.

Ensayo con medio B, que contiene medio Schlésser modificado,
con una concentracion de fosforo de 0,01 g/L de KoHPOs (2
mg/L de P) y 1,25 g/L de NaNOs (200 mg/L de N), que
corresponde al 2% de la concentracion de fosforo y el 50% de la
concentracion de nitrogeno en el medio Schlésser, con
micronutrientes, todo ello disuelto en agua del grifo.

Se toman muestras cada 2 dias para medir el pH, la concentracion de
biomasa y el contenido de carbohidratos.

Figura 3.2: Fotobiorreactor en discontinuo.

45



Trabajo Fin de Grado @

Universidad deValladolid ESCU%SL?S%%EEE‘ERIAS

3.1.3. Recogida del alga y conservacion.

Los ensayos en los fotobiorreactores operan en ciclos de 9-12 dias para
conseguir que la concentracion de microalgas en el medio de cultivo sea
maxima. Cuando se acaban los ciclos, la biomasa producida se separa del
medio mediante centrifugacion a 10.000 rpm durante 4 minutos a 4°C con la
centrifugadora Thermo Scientific SORVALL LEGEND RT+. Una vez centrifugada
la biomasa se seca en estufa a 60°C.

Después la biomasa seca obtenida se congela a -18°C y se tamiza para
recoger la fraccion < 500 ym antes de su uso en los ensayos posteriores de
hidrélisis y fermentacion.

3.1.4. Hidrdlisis y fermentacion

Los ensayos de hidrélisis y fermentacion se han realizado con la
biomasa cultivada en déficit de nutrientes. Se ha comparado la eficacia de la
hidrélisis acida e hidrélisis enzimatica como procesos para liberar azlcares
fermentables para su posterior fermentacion a etanol con S. cerevisiae.

Los ensayos realizados combinaron:

e Hidrdlisis acida + fermentacion.
e Hidrolisis térmica + hidrélisis enzimatica + fermentacion.

Experimentos de hidrdlisis acida

Los experimentos se llevan a cabo con un 3% en peso (w/w) de biomasa
seca. Los experimentos se realizaron mediante el uso de acido sulfurico a
diferentes concentraciones, que fueron 0,5%, 1%, 2% en volumen (v/v) a
121°C. Para cada concentracion de acido sulfarico, los experimentos se
efectian durante 15, 30 y 45 min en autoclave.
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Todos los experimentos se realizan por duplicado. Después de la
hidrélisis acida se toman muestras para analizar la glucosa liberada, asi como
otros compuestos que pueden aparecer durante el proceso tales como acidos
organicos.

Una vez realizado estos experimentos, se escogieron las condiciones
que ofrecen mayor rendimiento de liberacion de azlcares, y se plantearon
ensayos con diferente porcentaje en peso de biomasa seca (%w/w) para tener
informacién sobre la influencia del porcentaje de biomasa en la liberacion de
azUcares y posterior fermentacion a etanol.

Experimentos de hidrolisis térmica e hidrolisis enzimatica

Los experimentos se llevan a cabo con un 3% en peso (w/w) de biomasa
seca suspendida en agua. Antes de la hidrélisis enzimatica, se realiza una
hidrélisis térmica preliminar a 121°C a diferentes tiempos, 0, 15, 30 y 45
minutos, para favorecer la accion de las enzimas. El ensayo con O min de
hidrélisis térmica corresponde a un control para determinar la eficacia del
proceso sin pretratamiento térmico previo.

Las enzimas utilizadas fueron Liquozyme SC DS y Spirizyme Fuel,
donadas por Novozymes (Dinamarca). Después de la hidrdlisis térmica, el pH
de la mezcla fue 6,8, por lo que es necesario ajustar el pH hasta 5,5. Para
ajustar el pH se utiliza acido sulfurico al 1% v/v. La primera enzima que se
utiliza fue Liquozyme SC DS. La hidrdlisis se realiza anadiendo 0,01 g/gwvs de
la enzima y manteniendo la temperatura a 80°C durante 2h. Después de
enfriar la solucion, se anade 0,01 g/gus de Spirizyme Fuel. Los matraces se
colocan en un incubador orbital a 50°C, con una agitacion de 175 rpm
durante 24h.

Todos los experimentos se realizan por triplicado. Después de la
hidrélisis enzimatica se toman muestras para analizar la glucosa producida,
asi como otros compuestos que pueden aparecer durante el proceso
actuando como inhibidores en la fermentacion.
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Fermentacion

El proceso de fermentacion se realiza en las mismas condiciones para
todos los ensayos realizados (hidrdlisis acida e hidrdlisis enzimatica). Al
comienzo de la fermentacion y después de la fermentacion se toman
muestras para analizar la concentracion de glucosa, etanol y otros productos
de fermentacion.

La levadura utilizada para la fermentacion fue Saccharomyces
cerevisiae, levadura comercial concentrada. La fermentacion se lleva a cabo a
pH 4.

En primer lugar se prepara el in6culo de levadura. EI medio de
crecimiento de la levadura contiene 10 g/L de extracto de levadura, 20 g/L
de peptona de soja y 10 g/L de glucosa. Se preparan dos matraces con 150
mL del medio de crecimiento para preparar los inéculos. El matraz se cubre
con un tapdn de algodon y se esteriliza a 121°C durante 20 minutos. El caldo
se enfria y se inocula en la camara de flujo laminar en condiciones estériles
con la levadura comercial. La levadura se coloca en un incubador orbital a
una temperatura de 30°C, con una agitacion de 175 rpm durante 24h.

Después de las hidrélisis, los matraces que contienen el hidrolizado se
enfrian y se mide el pH. Los experimentos de hidrolisis acida tienen un pH
cercano a 1, por lo que es necesario ajustarlo hasta pH 4. Para ello se utiliza
una soluciéon de NaOH 6M. Los experimentos de hidroélisis enzimatica tienen
un pH final alrededor de 4 por lo que no hace falta ajustar el pH. Una vez
ajustado el pH a 4, todos los matraces se inoculan con la levadura en la
camara de flujo laminar en condiciones estériles. El volumen de inéculo que
se anade es 1 mL/30 mL totales (3% del volumen total). Los matraces se
tapan con un tapdén de goma que tiene una aguja para liberar los gases que
se producen durante la fermentacion. La fermentacion se realiza en un
incubador orbital a 30°C, con una agitacion de 175 rpm durante 24 horas.
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3.1.5. Métodos analiticos

3.1.5.1. Concentracion de biomasa

La concentracion de biomasa se determina mediante el peso de la
biomasa seca. Las muestras de 10 mL se filtran a través de filtros de fibra de
vidrio de 0,45 um y se lavan con 100 mL de agua Milli-Q para eliminar las
sales que contiene la biomasa. El filtro se seca en estufa a 100°C hasta
pesada constante.

3.1.5.2. Concentracion de carbohidratos

La concentracion de carbohidratos en la biomasa se analiza por HPLC
(cromatografia liquida de alto rendimiento). Antes del analisis, las muestras
de microalgas fueron pretratadas mediante hidrélisis térmica y acida. Se pesa
0,1 g de biomasa seca en un erlenmeyer de 50 mL de volumen. Se anade 1
mL de acido sulfarico con una concentracion del 72%. Los matraces se
cubren con papel de aluminio y se mantienen en un incubador orbital a 30°C
durante 30 min. Pasados los 30 minutos, se anaden 28 mL de agua Milli-Q y
se vuelven a tapar con papel de aluminio. Los erlenmeyer se introducen en
autoclave a 121° durante 59 min. Las muestras se filtran con filtros de nylon
0,2 ymy se analizan por HPLC como se indica mas adelante.

3.1.5.3. Concentracion de proteinas

El contenido en proteinas de Spirulina maxima se analiza de acuerdo al
método de Kjedahl con un factor de conversion de 5,95 [75]. Se pesa 0,1 g
de biomasa seca y se anaden 25 mL de agua Milli-Q. Se introducen el
catalizador y 6 mL de acido sulfdrico concentrado. Las muestras se someten
a digestion durante 60 minutos a 370°C.
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Se utiliza el destilador automatico KjeFlex K-360 para anadir NaOH y
H20 y recoger el destilado sobre disolucion de concentracion conocida de
acido borico. Después de la destilacion las muestras se valoran con H2S04. Se
anade acido sulfurico hasta que el color cambia de verde a puarpura. La
cantidad de acido sulfdrico consumido sirve para determinar la concentracion
de proteinas.

3.1.5.4. Intensidad de luz

La intensidad de luz de cada fotobiorreactor se mide mediante un
medidor de luz (LI-COR LI-250A). Las mediciones se llevan a cabo en
diferentes puntos del fotobiorreactor para obtener un valor medio de
intensidad de iluminacion.

3.1.5.5. pH

Los valores de pH en los fotobiorreactores se miden regularmente.
También se miden los valores de pH entre las diferentes etapas de los
experimentos durante la hidrélisis y la fermentacion. El pHmetro fue calibrado
antes de las mediciones. El medidor de pH utilizado fue de la marca Crison
pH-metro basic 20+.

3.1.5.6. Separacion de la biomasa de microalgas

La biomasa se separa mediante centrifugacion con la centrifuga Thermo
Scientific SORVALL LEYENDA RT+. Los parametros de centrifugacion fueron:
4°C durante 4 min a 10000 rpm.
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3.1.5.7. Analisis de HPLC de las muestras de hidrolisis
y fermentacion

Durante los experimentos realizados, se toman muestras (1,5 mL) entre
las diferentes etapas de hidrdlisis y fermentacion para analizar azucares,
etanol y otros compuestos que pueden aparecer durante el proceso. Las
muestras se toman después de la hidrolisis, después de la inoculacion con la
levadura y después de la fermentacion. Se preparan patrones para realizar
una curva de calibracion, y tanto los patrones como las muestras se analizan
mediante HPLC.

Los patrones de la curva de calibracibn se preparan a partir de
diluciones de una solucion madre. La soluciébn madre se prepara a partir de
los siguientes reactivos: 0,6 g de glucosa, 0,6 g de etanol, 0,6 g de metanol,
0,6 g etanol, 0,6 g glicerol, 0,6 g acido lacticoy 0,6 g de acido acético en 100
mL totales de disolucion. Las concentraciones de las diluciones fueron 6 g/L,
3g/L,1,2g/L,0,6¢g/L,0,3¢g/L.

Las muestras se filtran con un filtro de nylon de 0,2 um. Debido al
alcance del HPLC, las muestras tomadas antes de la fermentacion se tienen
que diluir en proporcion 1/3. La columna que se utiliza es Aminex HPX-87 H
de Biorad, con un detector basado en la medicién del indice de refraccion
(Waters 2414). Las condiciones de HPLC fueron: flujo 0,6 mL/min,
temperatura de columna 60°C y volumen de inyeccion 20 pL.

3.2. Resultados experimentales

A continuacion se muestran los resultados obtenidos en los
experimentos realizados en cuanto a crecimiento del microalga y ensayos de
hidrélisis y fermentacion.
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3.2.1. Influencia de la concentracion inicial de fosforo
en la concentracion de biomasa y la composicion
de Spirulina maxima

En primer lugar, se estudid la influencia de la concentracion inicial de
fosforo en el medio en la composicion del microalga en cuanto a contenido en
carbohidratos.

Esta concentracion inicial de fosforo en el medio Schldsser se fijo en 10
mg/L, 5 mg/Ly 2 mg/L.

La Tabla 3.1 recoge los resultados obtenidos de concentracion de
biomasa y composicion de carbohidratos, después de 14 dias de cultivo de
Spirulina en medio Schlésser con la concentracion de fésforo inicial indicada.

10mgP/L 5mgP/L  2mgP/L

Concentracién de biomasa (g/L) 1,8+0,2 20+£03 1,7+0,2
Carbohidratos (%w/w) 49+ 5 51+4 62+1
Productividad de carbohidratos (mg/(L-d)) 63 73 76

Tabla 3.1: Resultados obtenidos en cada uno de los medios deficitarios en
fosforo, después de 14 dias de cultivo.

A la vista de los resultados, no se aprecian diferencias significativas
ente las concentraciones de biomasa cultivada en cada medio. La
concentracion de Spirulina maxima en el medio que contiene 2 mg/L de
fosforo fue ligeramente inferior (1,7 + 0,2 g/L). Estos resultados fueron los
gue se esperaban, ya que segln estudios realizados por Dragone et al. [22] el
crecimiento de la biomasa es menor en condiciones de estrés de nutrientes.

La mayor concentracion de biomasa se obtuvo en el medio modificado
de forma que la concentracion fuera 5 mg/L de fésforo. Esta concentracion
fue 2 £ 0,3 g/L.
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La Figura 3.3 compara la composicion de Spirulina cultivada en cada
uno de los medios deficitarios en foésforo, después de 14 dias de cultivo.
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Figura 3.3: Composicion de S. maxima en cada medio deficitario en fésforo,
expresado en %w/w de biomasa seca.

La Spirulina cultivada en el medio mas deficitario en fosforo (2 mg/L)
acumulé la mayor concentracion de azlcares. La concentracion de
carbohidratos acumulados después de 14 de cultivo en el medio con 2 mg/L
de fosforo fue 62 + 1%, en el medio con 5 mg/L de fésforo se obtuvo una
concentracion de 51 + 4% y en el medio con 10 mg/L de fosforo la
concentracion de azdcares fue 49 + 5%. Paralelamente, el contenido en
proteina disminuye al disminuir la concentracion inicial de fésforo en el
medio.

Los valores de pH aumentaron desde 9,08 hasta 11,26. El pH aumenta
a medida que aumenta la concentracion de biomasa. No hubo diferencia
estadistica en los valores de pH de los diferentes medios de cultivo.
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El medio Schlésser modificado de forma que contuviera una
concentracion inicial de 2 mg/L de fésforo fue elegido para cultivar S. maxima
en los fotobiorreactores de burbujeo, ya que fue el experimento que conduce
a una mayor concentracion de carbohidratos en la biomasa. El 97% de esos
carbohidratos estan en forma de glucosa, monosacarido facilmente
fermentable.

3.2.2. Influencia de la concentracion de nitrégeno en
los medios de cultivo de Spirulina maxima y
composicion de la biomasa.

En este trabajo también se estudié como afecta a la concentracion de
Spirulina maxima la concentracion de nitrégeno en el medio de cultivo. La
concentracion de nitrégeno se redujo al 50% en el medio B. La modificacion
se realizd por la disminucion de la concentracion de NaNOs de 2,5 g/L hasta
1,25 g/L.

La Figura 3.4 representa la concentracion de S. maxima cultivada en el
medio A (2 mg P/L, 400 mg N/L) y el medio B (2 mg P/L, 200 mg N/L).

1,8
1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2 —0— Medio B

—0— Medio A

Concentracion de biomasa (g/L)

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tiempo de cultivo, d

Figura 3.4: Concentracion de S. maxima en los fotobiorreactores.
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Segln estudios realizados por Dragone et al. [22], la concentracion de
biomasa de microalgas disminuye cuando el medio tiene deficiencia de
nitrégeno. En estos ensayos se observa un comportamiento similar. Las
concentraciones mas altas de S. maxima se obtienen el noveno dia de cultivo.
Estas concentraciones fueron menores en el medio B. La concentracion
maxima de biomasa en el medio B fue 1,14 + 0,1 g/L, mientras que la
concentracion maxima de biomasa en el medio A fue 1,6 + 0,1 g/L.

La Figura 3.5 representa la composicion de Spirulina maxima después
de 9 dias de cultivo en el medio Ay en el medio B.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%

% w/w

30%
20%
10%

0%

Medio A Medio B

B Carbohidratos M Proteinas M Otros

Figura 3.5: Composicion de Spirulina maxima.

La concentracion de carbohidratos de S. maxima cultivada en el medio
con déficit de nitrogeno es mayor. El porcentaje de carbohidratos fue 67 +
3%, fundamentalmente debido a la presencia de polimeros de glucosa, con
una productividad, correspondiente a 9 dias de cultivo, de 85 mg
carbohidratos/(L-d). La productividad en el medio A fue 108 mg
carbohidratos/(L-d). La disminucién de nitrégeno en los medios de cultivo
aumento la concentracion de carbohidratos, pero disminuyé la concentracion
de biomasa, por lo que la productividad también disminuye.
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Los valores de pH durante el cultivo del microalga varian desde 9,34
hasta 10,89 en el medio Ay de 9,45 hasta 11,06 en el medio B.

Ho et al. [31] estudiaron el deficit de nitrogeno en la acumulacion de
carbohidratos en el microalga Chlorella vulgaris alcanzando el valor mas alto
de carbohidratos (54,4%) el tercer dia de cultivo.

3.2.3. Hidrdlisis acida

La Spirulina maxima utilizada en los experimentos de hidrélisis y
fermentacion se cultivd en medio Schlésser modificado para tener 2 mg/L de
fosforo y 400 mg/L de nitrégeno.

La Figura 3.6 muestra la composicion media de S. maxima utilizada en
los experimentos.

= Glucosa 52,37%
= Proteina 31,05%
= cenizas 4,75%

u lipidos 2,14%

= xilosa 1,1%

= arabinosa 0,31%

Figura 3.6: Composicion de S. maxima utilizada en los experimentos de
hidrélisis y fermentacion.
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Como se ha indicado antes, la glucosa es el monosacarido mayoritario
en los hidrolizados de caracterizacion, representado el 97% de los
carbohidratos totales en S. maxima. La levadura S. Cerevisiae es capaz de
fermentar la glucosa a etanol. La concentracion de glucosa potencial en
Spirulina fue 52,37%.

Al concluir la hidrélisis acida o enzimatica, sabiendo la concentracion de
glucosa que se ha liberado al medio, se puede calcular el porcentaje de
recuperacion de glucosa (RQG). La recuperacion de glucosa se define como la
cantidad de glucosa liberada entre la glucosa potencial acumulada en el alga
y determinada en la caracterizacion (0,52 g glucosa/g MS)

(g glucosa liberada)/L

%RG = * 100

glucosa potencial alga
galga

(g microalga)/L *

A continuacion se muestran los resultados obtenidos durante las
hidrélisis acidas a diferentes tiempos y concentraciones de acido. Todos estos
experimentos son para un 3% w/w de biomasa seca.

% H2S04 (v/v) 0,5
Tiempo (min) 15 30 45
% wW/w 3 3 3
Final hidrélisis = Glucosa (g/L) 4,2+ 0,2 53+0,2 9,5+ 0,5
acida % RG 26 ¥ 9 31F3 57 F 2
Ac. Acético (g/L) 0,2+0,02 0,1+0,01 0,1+0,01
Final Glucosa (g/L) | 0,03+ 0,01 0,03 + 0,01 | 0,01 + 0,005

fermentacion Glicerol (g/L) 0,04 + 0,02 0,2+ 0,04 0,1+ 0,0
Metanol (g/L) 0,2 + 0,06 0,5+0,2 0,2 + 0,01
Etanol (g/L) 2,4+ 0,04 3,1+1,3 50+0,1
g etanol/ kg alga 80 103 167
Tabla 3.2: Resultados de la hidrélisis acida 0.5 % v/vy 3% w/w.
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% H2S04 (v/v) 1
Tiempo (min) 15 30 45
% W/W 3 3 3
Final hidrélisis Glucosa (g/L) 12,6 +2, 124+15 19 +0,7
acida % RG 62+ 1 76 +12 100 + 0,1
Ac. Acético (g/L) 0,2 F 0,01 0,2¥% 0,01 0,2 ¥0,01
Final Glucosa (g/L) 0,06 + 0,01 0,01+ 0,0 0,01 +0,0

fermentacion Glicerol (g/L) 0,301 0,3%0,01 0,5 +0,05
Metanol (g/L) 0,3+0,02 04%01 05 F%0,1
Etanol (g/L) 4,3+0,7 51+0,2 7,2 +0,3
g etanol/ kg alga 143 170 240
Tabla 3.3: Resultados de la hidrélisis acida 1 % v/vy 3% w/w.

% H2S04 (v/v) 2
Tiempo (min) 15 30 45
% W/wW 3 3 3
Final hidrélisis Glucosa (g/L) 17,2+ 1,1 185+ 1,2 189+0,4
acida % RG 91F 1 98 ¥ 3 100 ¥ 3

Ac. Acético (g/L) 0,2+ 0,01 0,2+0,01 0,2+0,01
Final fermentacion = Glucosa (g/L) 0,1 ¥ 0,03 0,01 ¥ 0,00 0,2 ¥ 0,01
Glicerol (g/L) 1+01 1,2+¥0,01 11401
Metanol (g/L) 0,4+0,12 0,01+0,00 0,2+0,01
Etanol (g/L) 6,4+ 0,3 6,8+ 0,2 6,2+ 0,5
g etanol/ kg alga 212 227 207
Tabla 3.4: Resultados de la hidrélisis acida 2 % v/vy 3% w/w.

La Figura 3.7 compara los resultados en cuanto a RG (%) de los
ensayos de hidrolisis acidas.
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Figura 3.7: RG (%) de los ensayos de hidrélisis acida.

Se observa que a medida que aumenta el tiempo de hidrodlisis, aumenta
la cantidad de glucosa que se puede recuperar, lo que significa que la
concentracion de monosacaridos liberados al medio aumenta. Los valores
mas altos obtenidos correspondieron al experimento con 1% v/v de H2SO4
durante 45 min con una concentracion de glucosa en los hidrolizados de 19
g/L, y en el experimento al 2% v/v durante 45 min con una concentracion de
glucosa de 18,9 g/L, ambos con una RG del 100%.

Miranda et al. [48] lograron una RG del 95,6% hidrolizando el alga
Scendesmus obliquus con H2S0s4 (2N) durante 30 min. Ho et al. [31]
hidrolizaron Chlorella vulgaris con acido sulfarico al 2% v/v obteniendo una
RG casi del 100%. En estos resultados bibliograficos, del total de los
carbohidratos liberados a partir del microalga Scendesmus obliquus, el 46%
correspondia a glucosa mientras que de los carbohidratos liberados del
microalga Chlorella vulgaris, el 70,8% fue glucosa, el 13,8% xilosa y el 7,7%
maltosa.
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De los carbohidratos liberados a partir de Spirulina maxima en este TFG,
el 97% fue glucosa, lo cual es una ventaja para la fermentacién alcohdlica
mediante S. cerevisiae.

La Figura 3.8 representa la concentracion de etanol (g/L) al finalizar la
fermentacion.

10

7,2
6,8

5,0
4T3

Concentracion etanol (g/L)
(03]

15 min 30 min 45 min

W 0.5% v/v H1%v/v 2% v/v

Figura 3.8: Concentracion de etanol (g/L) al finalizar la fermentacién de cada
experimento realizado en hidroélisis acida.

A medida que aumenta el tiempo de hidrélisis acida aumenta la
concentracion de etanol, debido a que se favorece la produccion de azlcares
fermentables, a excepcion del experimento realizado con una concentracion
de acido del 2% v/v, ya que la concentracion mas alta de etanol se obtiene
con un tiempo de hidrélisis de 30 min. Esto pudo ser debido a la formacién de
compuestos inhibidores que pueden interferir en la fermentacion. La
concentracion maxima que se obtiene fue de 7,2 g/L de etanol que
corresponde al experimento realizado con 1% v/v de acido durante 45
minutos.
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Se han calculado los coeficientes de rendimiento de etanol (Yps). El Yps
se calcula a partir del cociente entre la concentracion de etanol producido y la
concentracion de glucosa consumida. La Figura 3.9 muestra los rendimientos
de etanol.

0,6 0,56
0,52 0,53

0,5 0,45

0,42
0,41 0,4

0,4

0,2

0,1

15 min 30 min 45 min

mO0,5%v/v m1%v/v 2% v/v

Figura 3.9: Coeficientes de rendimiento de etanol (Yps) de cada experimento
realizado en hidrélisis acida.

Se observa que los coeficientes de Yps mayores se obtienen en los
experimentos realizados con 0,5% v/v H2S04. El coeficiente mas alto fue
0,56. Esto pudo ser debido a que al trabajar con mas concentracion de acido,
es necesario anadir mas sal para ajustar el pH, lo que puede influir en el
posterior proceso de fermentacion.

Markou et al [29] obtuvieron rendimientos de 0,3 + 0,02 y 0,52 + 0,03
g etanol/g glucosa después de la hidrélisis de Spirulina platensis con acido
sulfdrico de concentracion 1 Ny 0,5 N respectivamente.

En la Figura 3.10 se analiza el rendimiento global de cada proceso
expresado en g de etanol producido por cada kg de biomasa seca.
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Figura 3.10: Rendimiento global del proceso expresado en g de etanol producido por
cada kg de biomasa seca.

El rendimiento global del proceso se calcula a partir de los g de etanol
producidos entre los kg de biomasa seca utilizada. A medida que aumenta el
tiempo de la hidrélisis acida, el rendimiento global del proceso aumenta, a
excepcion de los experimentos realizados con 2% v/v de H2SO04, cuyos
rendimientos son del mismo orden para los tres tiempos de hidrolisis. El
mayor rendimiento global fue 240 grion/kgwvs que corresponde al experimento
realizado con 1% v/v de H2SO4 durante 45 min.

Markou et al [29] obtuvieron rendimientos globales de 0,16 + 0,01
geior/Ems después de la hidrélisis con H2S04 0,5 N con una concentracion de
1,3% w/w de biomasa seca de Spirulina platensis.

Por lo tanto, los resultados experimentales que se obtienen en este
trabajo concuerdan con las investigaciones e incluso son superiores.

A la vista de los resultados, podemos concluir que el experimento que
ofrece los mejores resultados corresponde a las siguientes condiciones: 3%
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w/w de biomasa seca, 1% v/v de H2S04 y 45 minutos de tiempo de hidrdlisis.
Con estas condiciones se realizan experimentos con distinto porcentaje en
peso de biomasa seca. Los resultados se representan en la Tabla 3.5.

% H2S04 (v/V) 1
Tiempo (min) 45
% W/W 3 5 7,5 10
Final Glucosa (g/L) 19 +0,7 211 +0,7 215 +0,6 27,1+0,6
hicjrc_’alisis % RG 100 + 0,2 78 +2 54 +7 50 +3
acida Ac. Acético (g/L) 0,2 ¥0,01 0,3 ¥0,01 0,8 ¥0,01 0,7 ¥0,1
Glucosa (g/L) 0,01 +0,0 O ¥0,00 0,03 +0,01 0,1 +0,02
Final ) Glicerol (g/L) 0,5 +0,05 0,8 +0,04 1,1 +0,1 1,6 +0,1
fermentacion ' \etanol (z/L) | 0,5 ¥0,1 1,1 ¥0,2 16 F0,2 1,7 F 0,2
Etanol (g/L) 7,2 ¥0,3 89 ¥1 11,14 +0,4 13,6 +0,5
g etanol/ kg alga 240 178 148 136

Tabla 3.5: Resultados de la hidr6lisis acida 1% v/v durante 45 min con diferente
porcentaje en peso de biomasa seca.

La Figura 3.11 compara los resultados en cuanto a RG (%) de los
ensayos realizados al 1%v/v durante 45 minutos con distinto porcentaje en
peso de biomasa seca.

100
100 A
M 1% v/v H2504 45 min
80 - 78
54
9 60 1 50
x
40 -
20 A
O .

3% w/w 5% w/w 7.5 w/w 10% w/w

Figura 3.11: Influencia del porcentaje de materia seca en el rendimiento de
recuperacion de glucosa. Pretratamiento mediante hidrdlisis acida 1% v/v H2S0a4
durante 45 min.
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Se observa que a medida que aumenta el porcentaje en peso de
biomasa seca, la recuperacion de glucosa es menor, aunque la concentracion
de glucosa liberada al medio aumenta, llegando a pasar de una RG del 100%,
con una concentracion de 19 g/L, correspondiente al ensayo con un 3% w/w,
a una RG del 50%, con una concentracion de 27,1 g/L, en el ensayo con un
10% w/w de biomasa seca.

La Figura 3.12 representa la concentracion de etanol (g/L) al finalizar la
fermentacion.

13,6
11,1
8
7,2
6 -
4 -
2 -
0 -

3% w/w 5% w/w 7.5 w/w 10% w/w

= = [
o N H
1 1 1

Concentracion de etanol (g/L)
[o0]

B 1% v/v H2S04 45 min

Figura 3.12: Influencia del porcentaje de materia seca en la concentracion de
etanol (g/L). Pretratamiento mediante hidrélisis acida al 1% v/v H2S04 durante 45
min.

A medida que aumenta el porcentaje en peso de biomasa seca,
aumenta la concentracion de etanol, ya que al finalizar la hidrélisis acida la
concentracion de azlcares fermentables es mayor. La mayor concentracion
de etanol se obtiene en el experimento realizado con un 10% w/w, llegando a
obtener 13,6 g/L de etanol.
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En la Figura 3.13 se analiza el rendimiento global de cada experimento
de este apartado expresado en g de etanol producido por cada kg de biomasa

seca.
240
178
148
I |

3% w/w 5% w/w 7.5 w/w 10% w/w
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200 -
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Figura 3.13: Rendimiento global del proceso expresado en g de etanol producido por
cada kg de biomasa seca.

El rendimiento global del proceso disminuye a medida que se
incrementa el porcentaje de biomasa seca en los experimentos, pasando de
un rendimiento de 240 geion/kgus para un 3% w/w, hasta 136 gewon/kgus para
un 10% w/w. El rendimiento global se reduce practicamente a la mitad.

3.2.4. Hidrdlisis enzimdtica

En este apartado se exponen los resultados obtenidos de las hidrolisis
enzimaticas realizadas en el laboratorio. La Tabla 3.6 recoge los resultados

obtenidos.
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Hidrolisis Tiempo (min) 0 15 30 45
térmica % w/w biomasa 3 3 3 3
Final Glucosa (g/L) = 3,9F0,6 12,7 ¥2,4 157 F1,1 154 ¥0,1
Hidrolisis % RG 22 F 10 76 F 8 95 F5 97 F 1
enzimatica  Ac Acético(g/L) 0,5 F0,1 0,5 T 0,2 1¥01 06 F0,04
Glucosa (g/L) 0,1 0,03 0,2 F0,1 02 F¥0,01 0,2 ¥0,01
Final Glicerol (g/L) | 0,05 ¥ 0,01 0,01 F0,00 0,04 ¥0,01 0,06 F 0,04
fermentacion  mMetanol (g/L) 1,1 ¥0,2 1,4 F05 05 F0,2 1¥0,1
Etanol (g/L) 1,7 ¥02 44 F05 69 F04 7,5 F05
Yrs 0,43 0,35 0,40 0,48
g etanol/ Kg alga 55 147 230 250

Tabla 3.6: Resultados de las hidrélisis enzimaticas.

La Figura 3.14 compara los resultados en cuanto a RG (%) de los
ensayos de hidrolisis enzimatica.
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Figura 3.14: RG (%) de cada experimento realizado con hidrélisis enzimatica.

A la vista de los resultados, a medida que aumenta el tiempo de la
hidrolisis térmica que se realiza antes de la hidrélisis enzimatica, el
rendimiento de recuperacion de glucosa al finalizar la hidrélisis enzimatica es

mayor,

debido a que cuanto mayor es el tiempo de hidrélisis térmica, se

favorece la accion de las enzimas a la hora de liberar los azlicares
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fermentables. Después de 45 min de hidrolisis térmica se consiguié una RG
del 97%.

En comparacion con resultados bibliograficos, Ho et al. [31] hidrolizaron
Chlorella vulgaris al 2% w/w de biomasa seca con amilasas obteniendo una
RG del 90% y una concentracion de glucosa en los hidrolizados de 7,8 g/L.

Se realiza un ensayo control para estudiar si existe liberacion de glucosa
y produccion de etanol, cuando no actua ninguna enzima. El ensayo control
consiste en realizar una hidrolisis térmica durante 30 min, pero sin anadir las
enzimas utilizadas en este trabajo. Como se pude observar, el ensayo control
no es capaz de liberar monosacaridos al medio puesto que la RG fue del 2%.

También se realiza otro control sin hidrélisis térmica, anadiendo
directamente las enzimas. En este caso, la recuperacion de glucosa fue del
22%, lo que indica que es necesario un pretratamiento térmico previo que
rompa las pareces celulares y favorezca la accion de las enzimas.

La Figura 3.15 representa la concentracion de etanol (g/L) al concluir la
fermentacion.

67



Trabajo Fin de Grado

. . . INGENIERI
Universidad deValladolid Escu%ﬁ%RlﬁLEs -

10,0 -

7,5
6,9
4,4
1,7
0,1
0,0 - —_

0 min 15 min 30 min 45 min Control

> o 0
o o o
1 1 1

Concentracion de etanol (g/L)

!\)
o
1

Figura 3.15: Concentracién de etanol (g/L) al finalizar la fermentacion de cada
experimento realizado en hidrdlisis enzimatica.

A medida que aumenta el tiempo de la hidrélisis térmica aumenta la
concentracion de etanol, debido a que después de las hidrdlisis enzimaticas
existe mayor concentracion de azlcares fermentables. Se obtuvo una
concentracion maxima de etanol de 7,5 g/L para un tiempo de hidrélisis
térmica de 45 min.

En el ensayo control (sélo hidrélisis térmica), puesto que apenas se
liberaron azlcares fermentables, la concentracion de etanol después de la
fermentacion fue practicamente cero.

Se han calculado los coeficientes de rendimientos de etanol (Yps). Los
valores de los Yps estan incluidos en la Tabla 3.6. En los experimentos
realizados con enzimas el coeficiente mas alto fue 0,48 correspondiente al
pretratamiento mediante hidrélisis térmica durante 45 min.

En la Figura 3.16 se analiza el rendimiento global del proceso expresado
en g de etanol producido por cada kg de biomasa seca.
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Figura3.16: Rendimiento global del proceso expresado en g de etanol producido por
cada kg de biomasa seca.

A medida que aumenta la duracion de la hidrélisis térmica, aumenta el
rendimiento global del proceso, llegando a obtenerse 250 geion/kgus en la
hidrélisis térmica de 45 min, similar a la obtenida en hidr6lisis acida (1% v/v)
durante 45 min.

El rendimiento del ensayo control fue 3 geion/kgus debido a que no se
libera glucosa después de las hidrélisis, por lo que la levadura S. cerevisiae no
produce etanol.

Ho et al. [31] obtuvo un rendimiento de 0,23 gkion/Eus €n experimentos
realizados con hidrélisis enzimatica del microalga Chalamydomonas
reinhardtii. Utilizaron enzimas del tipo amilasas.

No se han encontrado datos en bibliografia acerca de experimentos
realizados con hidrélisis enzimatica del microalga S. maxima.
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Para concluir y a la vista de los resultados globales obtenidos, las
condiciones de operacion que conducen a mejores resultados son:

e Hidrdlisis acida con 1% v/v de H2SOs durante 45 min y
concentracion de biomasa seca del 3% w/w.

e Hidrdlisis térmica (30 min) seguida de hidrélisis enzimatica con
amilasas con una concentracion de biomasa seca del 3% w/w.

Estas condiciones de operacion son las que se utilizaran como
referencia en el siguiente apartado con la finalidad de calcular el consumo
energético del proceso de produccion de bioetanol a partir de Spirulina
maxima.
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4. Proceso de
produccion de
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En este apartado, se compraran las necesidades energéticas y de
consumo de materias primas de los procesos de hidrélisis acida y enzimatica
para obtener bioetanol a partir de Spirulina maxima. También se estudia la
posibilidad de recuperacion de energia dentro de cada proceso mediante la
aplicacion de herramientas de integracion energética.

Para el proceso de hidrélisis acida y posterior fermentacion de la
biomasa se han considerado las condiciones de operacién que arrojan los
mejores resultados en los ensayos realizados y que fueron: 3% w/w de
biomasa seca, 1% v/v de H2S04 y 45 minutos de hidrélisis acida. Con estas
condiciones se consigue una concentracion de glucosa de 19 g/L,
recuperacion de glucosa (RG) del 100%, concentracion de etanol de 7,2 g/Ly
un rendimiento global del proceso de 240 geion/kgws.

Para el proceso combinado de hidrdlisis térmica e hidrélisis enzimatica
con amilasas y posterior fermentacion se tomdé como referencia las
condiciones observadas como Optimas en los ensayos llevados a cabo y que
fueron: 3% w/w de biomasa seca y 30 min de hidrélisis térmica. Con estas
condiciones se consigue una concentracion de glucosa de 15,7 g/L, RG del
95%, concentracion de etanol de 6,9 g/L y un rendimiento global del proceso
de 230 geton/kgws.

Se analiz6 también como varian las necesidades energéticas y de
consumo de materias primas cuando se aumenta la concentracion de
biomasa, del 3% al 7,5% w/w, en la corriente de alimentacion del proceso de
hidrolisis acida.

Para calcular las necesidades energéticas y de consumo de materias
primas de los procesos de hidrélisis y fermentacion se utiliza 10 kg/h de
biomasa seca como base de calculo. Asimismo, se calculan las necesidades
energéticas y de consumo de materias primas para cultivar 10 kg/h de S.
maxima en columnas de burbujeo.
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4.1. Diagramas de proceso

A continuacion se muestran los diagramas de bloques para el cultivo y
concentracion de biomasa y de los procesos de hidrolisis y fermentacion.
Ademas, se incluye una descripcion general de cada proceso.

4.1.1.  Cultivoy concentracion de Spirulina maxima

La Figura 4.1 representa el diagrama de bloques para el cultivo y
concentracion de S. maxima.

Nutrientes Agua
(Recirculacion a cultivo)
Procesos de
CULTIVO DE CONCENTRACION hidrélisis y
—*  SPIRULINA MAXIMA > ——— fermentacion
Agua DE LA BIOMASA
Biomasa
Concentrada
Aire

Figura 4.1: Diagrama de bloques para el cultivo y concentracion de biomasa.

La S. maxima que se va a utilizar para evaluar las necesidades
energéticas y de consumo de materias primas de los procesos de hidrélisis y
fermentacion, se tiene que cultivar en columnas de burbujeo utilizando como
medio de cultivo el medio Schlésser modificado para tener 2 mg/L de fésforo
inicial. El cultivo de la biomasa dura 9 dias, llegando a alcanzar una
concentracion de 1,6 g/L.

Para realizar los procesos de hidrolisis y fermentacion se necesita una
concentracion de 30 g/L de biomasa, por lo que es necesario concentrar la S.
maxima. El agua retirada de la corriente se puede reutilizar en el cultivo del
microalga.
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4.1.2. Hidrdlisis dcida y fermentacion

La Figura 4.2 representa el diagrama de bloques del proceso de
hidrélisis acida con H2S04 al 1% v/v durante 45 min y posterior fermentacion
del hidrolizado a bioetanol.
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Figura 4.2: Diagrama de bloques de hidrélisis acida y fermentacion de S.maxima.
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Para el proceso de hidrélisis acida y posterior fermentacion, se
considera que la alimentacion esta compuesta por 10 kg/h de S. maxima
suspendida en agua. Se anade el suficiente H2S04 para tener una disolucion
al 1% v/v. Esta corriente se encuentra a 20°C y 1 bar.

Antes de que se lleve a cabo la hidrdlisis acida, se tiene que realizar el
precalentamiento de la corriente de alimentacion. Este precalentamiento
consiste en calentar la corriente desde 20°C hasta 90°C. Para calentar la
corriente se utiliza vapor saturado a 100°C. Una vez que se tiene la corriente
de alimentacion a 90°C, se introduce en el equipo donde se realiza la
hidrdlisis acida.

Los parametros de operacion para realizar la hidrolisis acida son: 121°C,
durante 45 min a 2,1 bar. El equipo trabaja a la presion de saturacion del
liquido. Se tiene que calentar la corriente desde 90°C hasta 121°C, y
mantener esta temperatura durante el tiempo de pretratamiento (45 min).
Para calentar y mantener la temperatura se aporta vapor saturado indirecto a
160°C.

El equipo descarga la corriente a 1 bar y 100°C. Esta corriente se tiene
qgue enfriar hasta 30°C antes de que se realice la fermentacion. Para enfriar la
corriente en el intercambiador de calor, se utiliza agua de refrigeracion a
25°C. Cuando la temperatura de la corriente es 30°C, se necesita ajustar el
pH. El pH de la corriente es 1 y se tiene que ajustar hasta pH 4 para la
fermentacion. Para ello se utiliza una disolucion de NaOH 6M.

Los parametros de la fermentacion son: 30°C, durante 24 h a 1 bar.
Para que la fermentacion se lleve a cabo se tiene que inocular 3% v/v (v
indculo/v reactor) de la levadura S. cerevisiae. El caldo de fermentacion tiene
que estar agitado durante las 24 h. Para esta agitacion se emplean dos
agitadores mecanicos. Para que la temperatura del caldo de fermentacion se
mantenga durante 24h a 30°C se requiere agua de refrigeracion en el
encamisado del equipo. Una vez finalizada la fermentacion la corriente se
destilaria para separar el etanol producido del resto de componentes de la
corriente, pero esta parte del proceso no se ha considerado en el TFG.
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4.1.3. Hidrdlisis enzimdtica y fermentacion

La Figura 4.3 representa el diagrama de bloques correspondiente al
proceso de hidrélisis enzimatica y posterior fermentacion de S. maxima.
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Figura 4.3: Diagrama de bloques de hidrélisis enzimatica y fermentacion de
S.maxima.
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La alimentacion del proceso de hidrélisis térmica y enzimatica esta
compuesta por una disoluciéon con un 3% w/w de biomasa. El flujo masico de
la alimentacion es 333,3 kg/h, a una temperatura de 20°C y 1 bar. Esta
alimentacion esta compuesta por 10 kg/h de S. maxima suspendida en
agua.

Antes de realizar la hidrélisis térmica, se tiene que precalentar la
corriente de alimentacion. Este precalentamiento consiste en aumentar la
temperatura de la corriente de alimentacion hasta 90°C. Para ello se utiliza
vapor saturado a 100°C. Una vez que se tiene la corriente de alimentacion a
90°C, se introduce en el equipo donde se lleva a cabo la hidrélisis térmica.

Los parametros para realizar la hidrolisis térmica son: 121°C, durante
30 min a 2,1 bar. El equipo tiene que calentar la corriente desde 90°C hasta
121°C, y mantener esta temperatura durante el tiempo de pretratamiento (30
min). Para calentar y mantener la temperatura se aporta vapor saturado
indirecto a 160°C.

El equipo descarga la corriente a 1 bar y 100°C. Esta corriente se tiene
qgque enfriar hasta 80°C antes de que se realice la primera hidrolisis
enzimatica. Cuando la temperatura de la corriente es 80°C, se ajusta el pH
desde 6,8 hasta pH 5,5. Para ajustar el pH se anade una disolucion de H2SO4
al 2% v/v.

Los parametros de la primera hidrélisis enzimatica con amilasas son:
80°C, durante 2 h a 1 bar. Para que la hidrdlisis se lleve a cabo se tiene que
anadir 10 g/kg MS de la enzima Liquozyme SC DS. El caldo de hidrdlisis tiene
gue estar agitado durante las 2 h. El equipo debera estar aislado
térmicamente para que se mantenga la temperatura durante el tiempo de
hidrolisis.

La corriente a la salida de la primera hidrélisis enzimatica se encuentra
a 80°C y se tiene que enfriar hasta 50°C antes de que se lleve a cabo la
segunda hidrdlisis enzimatica con glucoamilasas.
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En los experimentos realizados en el laboratorio, los parametros de
operacion de la segunda etapa de hidrélisis enzimatica fueron: 50°C, durante
24 h a 1 bar. Segun investigaciones publicadas, el tiempo de hidrdlisis se
puede reducir a 12 h [65]. De esta forma, los parametros de operacion de
esta segunda etapa de hidrdlisis enzimatica seran: 50°C, durante 12 ha 1
bar. Para que la hidrélisis se lleve a cabo se tiene que anadir 10 g/kg MS de
la enzima Spirizyme Fuel. El caldo de hidrélisis tiene que estar agitado
durante las 12 h. Para mantener la agitacion se emplean dos agitadores
mecanicos que proporcionan una potencia mecanica al liquido. Para retirar
esta energia se utiliza agua a 45°C que circula por el encamisado del equipo.

La corriente a la salida de la segunda hidrélisis enzimatica se encuentra
a 50°C y se tiene que enfriar hasta 30°C para realizar la fermentacion. Para
ello se utiliza agua de refrigeracion.

Los parametros de la fermentacion son: 30°C, durante 24 h a 1 bar.
Para que la fermentacion se lleve a cabo se tiene que inocular 3% v/v de la
levadura S. cerevisiae. El caldo de fermentacion tiene que estar agitado
durante las 24 h. Para esta agjtacion se emplean dos agitadores mecanicos.
La temperatura del caldo de fermentacion se debe mantener durante 24h a
30°C, para ello se utiliza un flujo de agua a 18°C por el encamisado del
equipo. Una vez finalizada la fermentacion la corriente se destilaria para
separar el etanol producido del resto de componentes de la corriente pero,
como se ha indicado antes, esta etapa no se abordara en el TFG.

4.2. Cultivoy concentracion de Spirulina maxima

Los balances energéticos y de consumo de materias primas se han
realizado considerando como base de calculo 10 kg/h de alga. En este
apartado se estimaran los costes de cultivo y concentracion de la biomasa.
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Segln los resultados descritos en el apartado 3.2.1, la mayor
concentracion de biomasa se obtendria en el medio Schlésser modificado
para tener 2 mg/L de fosforo (medio A). El cultivo del microalga dura 9 dias.

Puesto que la concentracion de biomasa fue 1,6 g/L, para cultivar 10
kg/h de biomasa seca, se necesitan 1350 m3 de medio Schlésser modificado.
La Tabla 4.1 contiene las necesidades de consumo de reactivos que se
necesitan para preparar este medio de cultivo.

Sales
NaHCO3 13,6 kg/m3 cultivo
Na2C03 4,03 kg/m3 cultivo
K2HPO4 0,01 kg/m3 cultivo

NaNO3 25 kg/m3 cultivo
K2S04 1 kg/m3 cultivo
NaCl 1 kg/m3 cultivo
MgS04-7H20 0,2 kg/m3 cultivo

CaCl22H20 | 0,04 kg/m3 cultivo

Micronutrientes
PIV 6 L/m3 cultivo

CHU 1 L/m3 cultivo
Tabla 4.1: Necesidades de consumo de reactivos en el medio de cultivo

El cultivo se realiza en columnas de burbujeo verticales. Este tipo de
biorreactores se emplean para llevar a cabo reacciones heterogéneas gas-
liqguido o gas-sélido. Carecen de un sistema de agitacibn mecanica para
mezclar el caldo de cultivo, la mezcla la realiza el gas que expulsa un eyector
de gas en el fondo. Las dimensiones tipicas de relacion altura-diametro de
estas columnas estan comprendidas entre 2 y 5.

Las columnas de burbujeo que se utilizan para el cultivo de S. maxima
tienen un diametro interno de 1 m y una altura de 5 m. El volumen de trabajo
de cada biorreactor sera 3,9 m3, por lo que se necesitarian 344 columnas
para cultivar la cantidad necesaria del microalga. Estos biorreactores
ocuparian una superficie de 275 m2,
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Figura 4.4: Columna de burbujeo.

A la salida de los biorreactores la concentracion de biomasa es 1,6 g/L,
pero para realizar los procesos de hidrélisis y fermentacion, se necesita
concentrar hasta 30 g/L de biomasa por lo que es necesario retirar cierta
cantidad de agua. Se necesita retirar de la corriente un total de 1278 m3 (5,9
m3/h), que corresponde al 95% del medio de cultivo total. El agua que se
retira de la corriente principal para concentrar la biomasa, se puede reutilizar
para el cultivo del microalga.

Para concentrar la biomasa se pueden utilizar diferentes alternativas
como ultrafiltracion y centrifugacion. Se ha buscado en bibliografia
descripcion y caracteristicas de equipos comerciales de ultrafiltracion y
centrifugacion.

La ultrafiltracion es un proceso de filtracion por membranas en la que la
presion hidrostatica fuerza al liquido contra la membrana semipermeable. Los
solidos suspendidos y los solutos de alto peso molecular son retenidos,
mientras que el liquido y los sélidos de bajo peso molecular atraviesan la
membrana [76].
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La ultrafiltracion presenta las siguientes ventajas e inconvenientes:

Ventajas

e Proceso “no destructivo” de la materia, debido a su principio de
operacion y a que no existe cambio de fase.

e Bajos costes de energia en comparacion con otros equipos de
separacion ya que opera a presiones menores.

e Utilizacion en procesos continuos y discontinuos.

Inconvenientes

e Disminucion lenta del flujo de filtracion con el tiempo, debido a la
polarizacion de la concentracion y a la obstruccion de los poros
de la membrana.

e Estos equipos crean una presion osmotica, cuya magnitud origina
una disminucion de la permeabilidad de la membrana, por lo que
se requiere mayor area de superficie para una planta dada que
otro equipo de separacion.

e Alto coste inicial de capital y de mantenimiento.

Se ha buscado informacion sobre las caracteristicas de los equipos de
ultrafiltracion. En concreto, se presentan los datos de un equipo de
ultrafiltracion de la casa comercial SHANDONG EQUIPMENT:

e Caudal maximo: 10 m3/h.

e Presion maxima: 1,5 bares.

e Eficacia: >= 80%.

e Superficie activa de membrana: 31,7 m=2.
e Potencia motor: 10 kW.
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Figura 4.5: Equipo de ultrafiltracion.

La centrifugacion es un proceso por el cual se separan sélidos de
liquidos de diferente densidad por medio de la fuerza centrifuga. Los
componentes mas densos se desplazan fuera del eje de rotacion, mientras
que los componentes menos densos de la mezcla se desplazan hacia el eje
de rotacion [76].

La centrifugacion presenta las siguientes ventajas e inconvenientes:

Ventajas

e Proceso “no destructivo” de la materia, debido a su principio de
operacion y a que no existe cambio de fase.

e Bajos costes de mantenimiento.
e En el mismo ciclo de separacion de los sélidos y los liquidos, los

sélidos pueden ser lavados, realizando dos operaciones en un
solo paso.

Inconvenientes

e No se puede utilizar para separar soélidos de liquidos con
densidades parecidas.

e Alto coste inicial de capital y operacional.
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Se ha buscado informaciéon sobre las caracteristicas de los equipos de
centrifugacion. En concreto, se presentan los datos de una centrifuga de
discos de la casa comercial FLOTTWEG son:

e Caudal maximo: 15 m3/h.

e Presion maxima: 5 bares.

e Velocidad maxima: 4000 rpm.
e Eficacia: > 90%.

e Potencia motor: 18,5 kW.

‘ alimentacion

—p descarga de la
fase liquida

descarga de sélidos

Figura 4.6: Centrifuga de discos.

Segun las caracteristicas descritas de ambos equipos, las necesidades
energéticas son muy similares, por lo que se escoge como equipo para la
concentracion de la biomasa la centrifuga de discos debido a que sus costes
de mantenimiento son menores, puesto que no contiene membrana que se
pueda saturar como en la ultrafiltracion y ademas la centrifuga presenta una
mayor eficacia de separacion.
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4.3. Hidrdlisis dcida y fermentacion

El analisis del proceso de hidrolisis acida y posterior fermentacion para
obtener bioetanol a partir de Spirulina maxima se realiz6 con un 3% w/w y un
7,5% w/w de biomasa seca, para analizar como varian las necesidades
energéticas y de consumo de materias primas cuando se aumenta la
concentracion de biomasa en la corriente de alimentacion del proceso.

4.3.1. Comparacion del proceso de hidrdlisis dcida con
3% w/wy 7,5% w/w de biomasa seca

Las necesidades energéticas y de consumo de materias primas del
proceso de hidrélisis y fermentacion se calculan a partir de 10 kg/h de
biomasa seca como base de calculo.

En primer lugar, se comparan las necesidades energéticas del proceso
de hidrolisis acida con H2S04 al 1% v/v y posterior fermentaciéon para una
concentracion de S. maxima del 3% w/w y del 7,5% w/w. Esta comparacion
se recoge en la Tabla 4.2.

Necesidades energéticas

3% w/w 7,5% w/w
Calentamiento 39,3 15,7 kW
3,9 1,6 kW/kg alga
Enfriamiento 63,1 19,2 kW
6,3 1,9 kW/kg alga
Total 102,5 35,0 kW
10,2 3,5 kW/kg alga

Tabla 4.2: Comparacion de las necesidades energéticas del proceso de
hidroélisis acida (1% v/v H2S04) y fermentacion para una concentracion de S.maxima
del 3% w/w y del 7,5% w/w.
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En estos procesos, se necesita aportar energia en forma de vapor,
energia de refrigeracion y potencia de agitacion. La Tabla 4.3 recoge las
necesidades energéticas referidas a la potencia consumida del proceso
considerando un 3% w/wy un 7,5% w/w de biomasa seca.

Potencia consumida

3% w/w 7,5% w/w

Energia vapor 12,1 4,9 kW
1,2 0,5 KW/kg alga

Energia agua refrigeracion 35,9 8,3 kW
3,6 0,8 kW/kg alga

Potencia agitacion 31,6 6,6 kW
3,2 0,7 kW/kg alga

Tabla 4.3: Comparacion de las potencias consumidas en los procesos de
hidrélisis acida (1% v/v H2S0a4) y fermentacion con diferente concentracion de S.
maxima en la alimentacion.

La Tabla 4.4 compara las necesidades de materias primas y servicios
(vapor, agua de refrigeracion, acido sulfirico y sosa) del proceso de hidrolisis
acida y posterior fermentacion considerando diferentes concentraciones de
biomasa seca en la alimentacion: 3% w/wy 7,5% w/w.

Consumo de materias primas y servicios

3% w/w | 7,5% w/w

Vapor 21,0 8,4 kg vapor/h
2,1 0,8 kg vapor/kg alga
Agua refrigeracion 3868,5 897,6 kg agua refrig./h
386,9 89,8 kg agua refrig./kg alga

H2S04 comercial (96%) 0,6 0,2 kg H2S04/kg alga
0,3 0,1 L H2S04/kg alga

NaOH comercial (97%) 0,3 0,1 kg NaOH/kg alga

0,2 0,04 L NaOH/kg alga

Tabla 4.4: Comparacion de las necesidades de consumo de materias primas y
servicios del proceso de hidrélisis acida (1% v/v H2S04) y fermentacion para una
concentracion de S. maxima del 3% w/w'y del 7,5% w/w.
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En el transcurso del proceso se produce glucosa durante la hidrélisis
acida y etanol y CO2 durante la fermentacion. La Tabla 4.5 recoge la
concentracion de glucosa, etanol y CO2 producidos expresados en kg/kg
biomasa seca y la energia que se podria obtener del etanol teniendo en
cuenta su poder calorifico (8,45 kW etanol/kg etanol).

3% w/w 7,5% w/w
Glucosa 19,00 21,50 kg glucosa/ms3
0,63 0,29 kg glucosa/kg alga
7,20 11,10 kg glucosa/ms3
Etanol 0,24 0,15 kg etanol/kg alga
2,03 1,25 kW etanol/kg alga
CO2 0,32 0,14 kg CO2/kg alga

Tabla 4.5: Comparacion de los productos obtenidos en los proceso de hidrdlisis
acida (1% v/v H2S04) y fermentacion.

A la vista de los resultados, cuando el proceso se realiza con un 7,5%
w/w de biomasa seca el flujo masico de alimentacion se reduce un 60%, ya
que la alimentacién esta mas concentrada. Esta reduccion del flujo masico
conlleva que todas las necesidades energéticas y de consumo de materias
primas y servicios disminuyan también un 60% aproximadamente.

Al igual que se disminuye las necesidades energéticas, disminuye la
produccion de los compuestos de interés (glucosa y etanol), pasando de 0,63
kg glucosa/kg MS y 0,24 kg etanol/kg MS en el proceso con un 3%w/w de
biomasa seca, a 0,29 kg glucosa/kg MS y 0,15 kg etanol/kg MS en el proceso
con un 7,5% w/w de biomasa seca. La produccion de glucosa se reduce un
54% y la produccion de etanol un 38%.

Los balances de materia y energia detallados se encuentran en el
Anexo |.
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4.3.2. Integracion del proceso de hidrdlisis dcida y
fermentacion

Una vez analizadas las necesidades energéticas y de consumo de
materias primas del proceso de hidrdlisis acida y posterior fermentacion para
obtener bioetanol a partir de S. maxima, se estudia la posibilidad de
recuperacion de energia dentro del proceso mediante la aplicacion de
herramientas de integracion energética.

Para realizar la recuperacion de energia dentro del proceso se
identifican las corrientes frias y calientes del proceso, la energia que
consumen estas corrientes tanto para enfriarlas como para calentarlas y se
dibujan las curvas compuestas para conocer como integrar los equipos dentro
del proceso. La integracion energética que se realiza en este trabajo solo
tiene en cuenta los intercambiadores de calor, los equipos de reaccion no se
integran.

En primer lugar, se identifican las corrientes frias y calientes del proceso
y la energia que se necesita retirar o aportar, respectivamente. La Tabla 4.6
recoge dichas corrientes y la energia intercambiada, para el proceso
correspondiente a un 3% w/w de biomasa seca y para el proceso realizado
con un 7,5% w/w de biomasa seca.

Corrientes del proceso 3% w/w 7,5% w/w
T° entrada T° salida Energia Energia
(°C) (°C) (kW) (kW)
Corriente caliente 100 30 27,2 10,9
Corriente fria 20 20 27,2 10,9

Tabla 4.6: Corrientes frias y calientes del proceso de hidr6lisis acida y posterior
fermentacion a bioetanol a partir de S. maxima.

Una vez conocidas cuales son las corrientes fria y caliente del proceso,
se dibujan las curvas compuestas. Para ello hay que fijar una variacion de
temperatura minima (ATmin) que corresponde a la minima variacion de
temperatura que debe existir entre la corriente de entrada que circula por los
tubos y la corriente de salida que circula por la carcasa del intercambiador.
Para este proceso se escoge una ATmin de 10°C.
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La figura correspondiente a las curvas compuestas se encuentra en el
Anexo Il.

En el proceso de hidrélisis acida y fermentacion se recupera energia
dentro del proceso si la corriente a la salida del equipo de hidrélisis acida a
100°C se utiliza para calentar la corriente de alimentacion a 20°C. De esta
forma las necesidades energéticas disminuyen. Las necesidades energéticas
después de la integracion se muestran en la Tabla 4.7.

Necesidades energéticas

3% w/w 7,5% w/w
Calentamiento 12,1 49 kW
1,2 0,5 kW/kg alga
Enfriamiento 35,9 8,3 kW
3,6 0,8 kW/kg alga
Total 48,1 13,2 kW
4.8 1,3 kW/kg alga

Tabla 4.7: Comparacion de las necesidades energéticas del proceso, una vez
integrado energéticamente, de hidrélisis acida (1% v/v H2S04) y fermentaciéon para
una concentracion de S.maxima del 3% w/w y del 7,5% w/w.

Cuando se realiza la recuperacion energética dentro del proceso de
hidrélisis acida con una concentracion de biomasa en la alimentacion del 3%
w/w, se recuperan 54,4 kW, es decir, un 53% de las necesidades globales.
Asimismo, para el proceso con un 7,5% w/w de biomasa se recuperan 21,8
KW, un 62% de las necesidades globales.

La Figura 4.7 representa el diagrama de bloques del proceso de
hidrolisis acida con H2S04 al 1% v/v y posterior fermentacion integrado
energéticamente.

Los balances de materia y energia detallados se encuentran en el
Anexo |.
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Figura 4.7: Diagrama de bloques del proceso de hidrdlisis acida y fermentacion
de S. maxima, integrado energéticamente.
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4.4. Hidrdlisis enzimdtica y fermentacion.

Los balances del proceso de hidrélisis térmica, hidrdlisis enzimatica y
posterior fermentacion para obtener bioetanol a partir de Spirulina maxima,
se han realizado considerando una concentracion de biomasa en la corriente
de alimentacion del 3% w/w.

En este apartado, se analizan las necesidades energéticas del proceso
con y sin integracion energética, asi como las necesidades de consumo de
materias primas, tomando como base de calculo 10 kg/h de biomasa seca.

En primer lugar, se calculan los consumos de materias primas y
servicios (vapor, agua de refrigeracion, acido sulflrico y enzimas) para llevar a
cabo el proceso. Estos consumos se recogen en la Tabla 4.8.

Consumo de materias primas y servicios

Vapor 21,0 kg vapor/h
2,1 kg vapor/kg alga
Agua refrigeracion 4862,1 kg agua refrig./h
486,2 kg agua refrig./kg alga
H2S04 2% v/v 0,33 L disol. H2S04 2%/kg alga
H2S04 comercial (96%) 0,01 kg H2S04/kg alga
6,68E-03 L H2S04/kg alga
Enzima 1 10 g enzima 1/kg alga
Enzima 2 10 g enzima 2/kg alga

Tabla 4.8: Necesidades de consumo de materias primas y servicios del
proceso de hidrdlisis enzimatica y fermentacion de S. maxima.

Para llevar a cabo el proceso que se esta describiendo en este apartado,
es necesario aportar energia en forma de vapor, en forma de agua de
refrigeracion y en forma de potencia de agitacion. La Tabla 4.9 recoge las
necesidades energéticas referidas a la potencia consumida en el proceso.
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Potencia consumida

12,1 kW

Energia vapor 1,2 kW/kg alga
45,2 kW

Energia agua refrigeracion 45 kKW/kg alga
41,0 kW

Potencia agjtacion 4.1 kW/kg alga

Tabla 4.9: Potencia consumida en el proceso de hidrélisis enzimatica y
fermentacion a bioetanol a partir de S. maxima.

Durante el proceso se produce glucosa durante la hidrélisis enzimatica y
etanol y CO2 durante la fermentacion. La Tabla 4.10 recoge la concentracion
de glucosa, etanol y CO2 producidos expresados en kg/kg biomasa seca y la
energia que se podria obtener del etanol teniendo en cuenta su poder
calorifico.

Glucosa 15,7 kg glucosa/m3
0,53 kg glucosa/kg alga

6,9 kg glucosa/m3
Etanol 0,23 kg etanol/kg alga
1,95 kW etanol/kg alga

COo2 0,26 kg CO2/kg alga

Tabla 4.10: Productos obtenidos en el proceso de hidrélisis enzimatica y
fermentacion.

Por ultimo, se estudia la posibilidad de recuperacion de energia dentro
del proceso mediante la aplicacion de herramientas de integracion
energética. Dicha integracion energética se realiza de la misma forma que
para el proceso de hidrélisis acida y fermentacion.

En primer lugar, se debe conocer cuales son las corrientes frias y
calientes del proceso, asi como la energia que consumen estas corrientes. La
Tabla 4.11 recoge dichas corrientes y la energia intercambiada, para el
proceso combinado de hidrdlisis térmica y enzimatica.
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Corrientes del proceso

T° entrada (°C) T° salida (°C) Energia (kW)

100 80 7,7
Corrientes Calientes 80 50 11,7
50 30 7,8
Corriente fria 20 90 27,2

Tabla 4.11: Corrientes frias y calientes del proceso de hidrélisis enzimatica y
posterior fermentacion a bioetanol a partir de S. maxima.

Una vez conocidas cuales son las corrientes fria y caliente del proceso,
se dibujan las curvas compuestas. Para ello hay que fijar una variacion de
temperatura minima (ATmin). Para este proceso se escoge una ATmin de 10°C.

La figura correspondiente a las curvas compuestas se encuentra en el
Anexo Il.

En el proceso de hidrélisis térmica, hidrolisis enzimatica y fermentacion
se recupera energia dentro del proceso de la siguiente forma:

e La corriente a la salida de la segunda hidrélisis enzimatica a
50°C se enfria hasta 30°C con la corriente de alimentacion a
20°C. Esta corriente se calienta hasta 40°C. ElI calor
intercambiado es 7,7 kW.

e La corriente a la salida de la primera hidrolisis enzimatica a 80°C
se enfria hasta 50°C con la corriente de alimentacion ya
calentada hasta 40°C. Esta corriente de alimentacion se calienta
hasta 70°C. Se intercambian 11,7 kW.

e La corriente a la salida de la hidrolisis térmica a 100°C se enfria
hasta 80°C con la corriente de alimentacion calentada hasta
70°C. El calor intercambiado es 7,8 kW.

De esta forma las necesidades energéticas disminuyen. La Tabla 4.12
compara las necesidades energéticas de este proceso con y sin integracion
energética.
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Sin integracion = Con integracion

Calentamiento 39,3 12,1 kW
3,9 1,2 kW/kg alga

Enfriamiento 72,4 45,2 kW
7,2 4,5 kW/kg alga

Total 111,7 57,3 kW
11,2 5,7 kW/kg alga

Tabla 4.12: Comparacion de las necesidades energéticas del proceso, con y
sin integracion energética, de hidrolisis enzimatica y fermentacion.

Cuando se realiza la recuperacion energética dentro de este proceso se
recuperan 54,4 kW, es decir, un 49% de las necesidades energéticas
globales.

Los balances de materia y energia detallados se encuentran en el
Anexo I.

La Figura 4.8 representa el diagrama de bloques del proceso de
hidrélisis térmica y enzimatica y posterior fermentacion integrado
energéticamente.
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Figura 4.8: Diagrama de bloques del proceso de hidrélisis enzimatica y fermentacion

de S. maxima, integrado energéticamente.
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4.5. Comparacion global de los procesos.

Para finalizar este apartado, se realiza una comparacion entre los tres
procesos descritos:

e Hidrdlisis acida (HA) y fermentacion con una concentracion de
biomasa en la corriente de alimentacion del 3% w/w.

e Hidrdlisis acida y fermentacion con una concentracion de
biomasa en la corriente de alimentacion del 7,5% w/w.

e Hidrdlisis térmica (HT), hidrolisis enzimatica (HE) y fermentacion
con una concentracibn de biomasa en la corriente de
alimentacion del 3% w/w.

La Tabla 4.13 compara las principales necesidades energéticas y de
consumo de materias primas, asi como la cantidad de etanol producido en
cada proceso descrito a lo largo del apartado 4.

HA 3% w/w HA 7,5% w/w HT+HE 3% w/w

Produccién etanol 0,24 0,15 0,23 kg/kg alga
2,0 1,3 2,0 kW EtOH/kg alga
4,8 1,3 5,7 kW/kg alga
Consumos energéticos 0,39 0,09 0,49 m3 CW/kg alga
2,1 0,8 2,1 kg vapor/kg alga
Consumo de agua de cultivo 0,03 0,01 0,03 m3/kg alga

Tabla 4.13: Comparacion global de las principales necesidades energéticas y de
materias primas, asi como la cantidad de etanol producido.

A la vista de los resultados, comparando los consumos energéticos de
los procesos de hidrélisis acida con un 3% w/w de biomasa y el proceso
combinado de hidrélisis térmica e hidrélisis enzimatica, el proceso de
hidrélisis acida requiere menos energia, puesto que en el proceso de
hidrélisis enzimatica hay un equipo de reaccion mas que consume energia, el
equipo de la segunda hidrélisis enzimatica, que requiere potencia de
agitacion.
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Ademas, el coste de materiales de la hidrélisis acida es menor que el de
la hidrélisis térmica y enzimatica debido a que es mas barato el acido
sulfdrico comercial que las enzimas utilizadas.

Por otro lado, como ya se comentaba el en apartado 4.3, las
necesidades energéticas y de consumo de materias primas para el proceso
de hidrolisis acida y fermentacion realizado con 7,5% w/w de biomasa son
menores (alrededor de un 60%) debido a que la biomasa estd mas
concentrada. Como se puede observar, aparte de disminuir los consumos,
disminuye la produccion de etanol (alrededor de un 38%).

Debido a todo lo expuesto en este apartado, el proceso de hidrolisis
acida de S. maxima y posterior fermentacion a bioetanol es el proceso que
muestra mejores rendimientos, tanto econémicos, en cuanto a consumos
materiales y energéticos como en rendimiento de produccion de bioetanol.
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A continuacion se presentan las principales conclusiones del presente
Trabajo Fin de Grado, en relacion con los objetivos inicialmente planteados.

En relacion con el cultivo del microalga:

Spirulina maxima resulté ser una cianobacteria que cultivada en
estrés de nutrientes, es capaz de acumular una gran cantidad de
carbohidratos.

La reduccion de la concentracion de fésforo inicial en el medio de
cultivo hasta 2 mg/L resultd ser la mejor manera de aumentar
los carbohidratos sin  disminuir  significativamente la
concentracion de biomasa. Se obtuvo una concentracion de
biomasa de 1,7 + 0,2 g/L, y una concentracion de azlcares del
62 + 1% después de 9 dias de cultivo de Spirulina maxima en un
medio con 2 mg/L de fosforo inicial.

La reduccion de la concentracion de nitrégeno en el medio de
cultivo disminuye la produccion de biomasa pero favorece la
acumulacion de carbohidratos. Para un medio de cultivo
deficitario en fésforo y nitrogeno (2 mg/L de Py 200 mg/L de N)
se obtuvo una concentracion de carbohidratos del 67 + 3%.

En relacion con los ensayos de sacarificacion y fermentacion:

Para la hidrdlisis acida y posterior fermentacion de la biomasa,
las condiciones de operacidon que arrojaron los mejores
resultados fueron: 3% w/w de biomasa seca, 1% v/v de H2S04 y
45 minutos de hidrdlisis acida. Con estas condiciones se obtuvo
una concentracion de glucosa en el hidrolizado de 19 g/L,
recuperacion de glucosa (RG) del 100%, concentracion de etanol
de 7,2 g/L y un rendimiento global del proceso de 240

getoH/ KEws.

Con el proceso de hidrélisis acida con H2SO4 al 1% v/v y 45
minutos, se realizaron ensayos con diferentes concentraciones
de biomasa seca. A medida que aumentaba el porcentaje en
peso de la biomasa, la concentracion de glucosa y de etanol
fueron mayores, pero la recuperacion de glucosa y el rendimiento
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total del proceso menores en comparacion con el proceso llevado
a cabo con el 3% w/w de biomasa seca, llegando a obtenerse
para el ensayo con 10% w/w una concentracion de glucosa en el
hidrolizado de 27,1 g/L, RG del 50%, concentracion de etanol de
13,6 g/L y un rendimiento global del proceso de 136 geior/Kgwms.

Para los ensayos combinados de hidroélisis térmica e hidrolisis
enzimatica y posterior fermentacion, las condiciones observadas
como Optimas fueron: 3% w/w de biomasa seca y 30 min de
hidrolisis térmica. Con estas condiciones se consigue una
concentracion de glucosa en el hidrolizado de 15,7 g/L, RG del
95%, concentracion de etanol de 6,9 g/L y un rendimiento global
del proceso de 230 geton/KEwms.

Respecto al estudio de las necesidades energéticas y materiales del
proceso:

El proceso de hidrodlisis acida con H2S04 al 1% v/v durante 45
min y posterior fermentacion con S. cerevisiae para obtener
bioetanol es el proceso mas rentable tanto econémicamente
como energéticamente. Dicho proceso se compard para una
concentracion de S. maxima del 3% w/w y del 7,5% w/w. En el
primer caso el requerimiento fue de 4,8 kW/kg alga mientras que
en el segundo caso se consume 1,3 kW/kg alga, un 73% menos
de energia por cada kg de alga.

La dnica opcion econdmicamente viable es trabajar con altas
concentraciones de biomasa (7,5% w/w) porque se reduce
considerablemente los consumos energéticos. Para ello habria
gue optimizar las condiciones de hidrélisis y fermentacion para
aumentar los rendimientos y conseguir caldos de fermentacion
concentrados.
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7.1. Anexo I: Balances de materia y de energia

A continuacion, se muestran los resultados tabulados de los balances
de materia de cada uno de los procesos descritos en el apartado 4.3y 4.4
Estos procesos son:

e Hidrodlisis acida 3% w/w
e Hidrodlisis acida 7,5% w/w
e Hidroélisis enzimatica 3% w/w

La Tabla 7.1 recoge los balances de materia para el proceso de
hidrélisis acida al 1% v/v de H2S04, 3% w/w de biomasa seca durante 45 min.

1 2 3 4 5
T (°C) 20 90 100 30 30
P (bar) 1 1 1 1 1
Alga (kg/h) 10 10 10 10 10
Agua (kg/h) 317,4 317,4 317,4 317,4 317,4
Agua(m3/h) 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
H2S04 (kg/h) 59 5,9 59 59 5,9
H2S04 (m3/h) 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003
Total (kg/h) 333,3 333,3 333,3 333,3 333,3
Glucosa (g/L) 0,0 0,0 19,0 19,0 0,0
Glucosa (g/kgMS) 0,0 0,0 633,3 633,3 0,0
EtOH (g/L) 0,0 0,0 0,0 0,0 7,2
EtOH (g/kgMS) 0,0 0,0 0,0 0,0 240,0

Tabla 7.1: Balance de materia del proceso de hidrélisis acida con un 3% w/w de
biomasa seca.

Los balances de materia para el otro proceso de hidrélisis acida (7,5%
w/w) se muestran en la Tabla 7.2.
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1 2 3 4 5
T (°C) 20 90 100 30 30
P (bar) 1 1 1 1 1
Alga (kg/h) 10 10 10 10 10
Agua (kg/h) 121,1 1211 121,1 121,1 1211
Agua(m3/h) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
H2S04 (kg/h) 2,2 2,2 2,2 2,2 2,2
H2S04 (m3/h) 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
Total (kg/h) 133,3 133,3 133,3 133,3 133,3
Glucosa (g/L) 0,0 0,0 21,5 21,5 0,0
Glucosa (g/kgMS) 0,0 0,0 286,7 286,7 0,0
EtOH (g/L) 0,0 0,0 0,0 0,0 11,1
EtOH (g/kgMS) 0,0 0,0 0,0 0,0 148,0

Tabla 7.2: Balance de materia del proceso de hidrélisis acida con un 7,5% w/w de
biomasa seca.

Por altimo, la Tabla 7.3 recoge los datos del balance de materia para la
hidrolisis térmica durante 30 min e hidrélisis enzimatica realizada con un 3%

w/w de biomasa seca.

1 2 3 4 5
T(°C) 20 90 100 80 80
P (bar) 1 1 1 1 1
Alga (kg/h) 10 10 10 10 10
Agua (kg/h) 323,3 323,3 323,3 323,3 323,3
Agua(m3/h) 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Total (kg/h) 333,3 333,3 333,3 333,3 333,3
Glucosa (g/L) 0,0 0,0 15,7 15,7 -
Glucosa (g/kgMS) 0,0 0,0 523,3 523,3 -
EtOH (g/L) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
EtOH (g/kgMS) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Tabla 7.3 (A): Balance de materia del proceso de hidrélisis enzimatica con un 3%
w/w de biomasa seca.
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6 7 8 9
T(°C) 50 50 30 30
P (bar) 1 1 1 1
Alga (kg/h) 10 10 10 10
Agua (kg/h) 323,3 323,3 323,3 323,3
Agua(m3/h) 0,3 0,3 0,3 0,3
Total (kg/h) 333,3 333,3 333,3 333,3
Glucosa (g/L) - - - 0,0
Glucosa (g/kgMS) - - - 0,0
EtOH (g/L) 0,0 0,0 0,0 6,9
EtOH (g/kgMS) 0,0 0,0 0,0 230,0

Tabla 7.3 (B): Balance de materia del proceso de hidrélisis enzimatica con un 3%
w/w de biomasa seca.

También se muestran a continuacion las ecuaciones utilizadas para
calcular las necesidades energéticas y de consumo de cada proceso.

Para conocer la potencia calorifica que se intercambia en cada
intercambiador se utiliza la siguiente ecuacion de calor:

Q= mgs-Cp- AT

Donde Q es el calor intercambiado expresado en kW, m,, es el flujo
masico total de la alimentacion expresado en kg/s, Cp es la capacidad
calorifica de la corriente expresada en kJ/kgK y AT es la variacion de
temperatura entre la salida y la entrada del intercambiador.

El equipo de hidrdlisis acida, tiene que calentar la corriente desde 90°C
hasta 121°C y mantener la temperatura durante 45 min. Por el encamisado
del equipo circula vapor saturado a 160°C que se encarga de aportar el calor
necesario para el funcionamiento del equipo.

Para calcular el calor del equipo de hidrélisis acida, se utiliza la
siguiente ecuacion:
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Q = Mys - (hy210c — hogec) = Myap * Avap

Donde Q es el calor intercambiado expresado en kW, m s es el flujo
masico total de la alimentacion expresado en kg/s, hy,1o¢ €S la entalpia de la
disolucion a 121°C y hggoc €s la entalpia de la disolucion a 90°C, ambas
expresadas en kJ/Kg; m,, es el flujo masico total de vapor sobrecalentado a
160°C en kg/sy A,4p €s €l calor latente del vapor expresado en kJ/kg.

Para la hidr6lisis acida con 3% w/w los resultados son:
Q=12,1 kW

m{fap =21 kgvap/h

En la hidrélisis acida con un 7% w/w de biomasa seca, el flujo total de la
alimentacion es menor, por lo que las necesidades energéticas son menores,
como ya se ha comentado en el apartado 4.3. Los resultados para este
proceso de hidrélisis son:

Q=49kW

mi'mp =8,4 kgvap/h

El equipo de hidrdlisis térmica trabaja exactamente igual que el equipo
de hidrélisis acida. Este equipo tiene que calentar la corriente desde 90°C
hasta 121°C y mantener la temperatura durante 30 min. Por el encamisado
del equipo circula vapor saturado a 160°C.

La ecuacion para calcular el calor que se necesita retirar del equipo y el
flujo de vapor saturado necesario es la misma que para el equipo de hidrolisis
acida.

Q = Mys - (hy210c — hogec) = Myap * Avap
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Los resultados del proceso de hidrolisis térmica durante 30 min son:
Q=121 kW

mimp =21 kgvap/h

La primera hidroélisis enzimatica se realiza en un biorreactor adiabatico,
por lo que no se necesita calcular ningun calor. La segunda hidrolisis
enzimatica se lleva a cabo en un biorreactor durante 12 horas. Este
biorreactor tiene que estar agitado mecanicamente, por lo que se utilizan dos
agitadores. Se necesita calcular la cantidad de calor que proporcionan dicho
agitadores, para calcular la temperatura a la que tiene que estar el fluido que
circula por el encamisado.

Para calcular este calor se utiliza la siguiente ecuacion:

Qagi = Qinter

Nagi * Pagi = U+ S+ AT

Donde N,g4; es el nimero de agitadores, P,g4; €s la potencia de cada
agitador expresada en kW, U es el coeficiente global de transferencia de calor
en kW/m2°C, S es la superficie de intercambio de calor en m2 y AT es la
variacion de temperatura entre el interior del biorreactor y el encamisado, ya
que ambos fluidos se tiene que mantener a temperatura constante.

Para calcular la potencia de agitacion se utiliza la siguiente ecuacion:

Pygi =Np- p-Na®*Da®

Donde Np es el numero de potencia, p es la densidad de la disolucion
en kg/m3, Na son las rpm del agitador y Da el diametro del agitador en m.
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El flujo de agua que circula por el encamisado tiene una temperatura
constante, pero para poder calcular este flujo se supone una AT de 8°C.

Los resultados de la segunda hidrélisis enzimatica son:
Vequipo = 4,0m?
Q=94kW
AT = 5°C

m.AR = 1010,9 kgAR/h

La etapa de fermentacion es igual en los tres procesos, por lo que la
ecuacion utilizada es la misma. Esta ecuacion es:

Qmet + Qagi + QQaS = Qinter T Gevapo t Gsen T Gacc

Donde g,,,.: €S el calor producido por el crecimiento y mantenimiento
celular, qq4; €s la potencia de agitacion, qgqs €s €l calor producido por
aireacion, qincer €N €l calor intercambiado con el medio, geyqp, €S €l calor por

pérdidas de evaporacion, qs., €S el calor sensible y q,.. €s el calor por
acumulacion.

dgas Qevapor 9senr Qacc S€ cOnsideran cero o despreciables.

Entonces la ecuacion a utilizar es la siguiente:

Qmet t Gagi = Qinter

El calor de agitacion y de intercambio con el medio, se calculan igual
que en el equipo de la segunda hidrélisis enzimatica. El calor de crecimiento y
acumulacion (qmet) se calcula a partir de:
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q _ V;‘eac U X
met YA

Donde V.4 €S el volumen de reaccion, u es la velocidad especifica de
crecimiento (s'1), X es la concentracion de biomasa (kg células /m3) y Y, es el
coeficiente de generacion de calor (kgcel/kJ).

El flujo de agua que circula por el encamisado tiene una temperatura
constante, pero para poder calcular este flujo se supone una AT de 8°C.

Para la hidrélisis acida con 3% w/w los resultados son:
Vequipo = 8,4m3
Qmet = 4,3 kW
Qagi = 31,6 kW
Qinter = 35,9 kW
AT = 12°C

m'AR = 3868,5 kgAR/h

Para la hidrélisis acida con 7,5% w/w los resultados son:
Vequipo = 3,3 m*
Qmet = 1,7 kW
Gagi = 6,6 kW
Qinter = 8,3 kW
AT = 5°C

m.AR = 897, 6 kgAR/h
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Para la hidrélisis enzimatica con 3% w/w los resultados son:
Vequipo = 8,1m3
Qmet = 4, 1 kKW
Qagi = 31,6 kW
Qinter = 35,7 kW
AT = 12°C

m;qR = 3851,2 kgAR/h

7.2. Anexo II: Integracion energética

Para realizar la recuperacion de energia dentro del proceso se
identifican las corrientes frias y calientes del proceso, la energia que
consumen estas corrientes tanto para enfriarlas como para calentarlas y se
dibujan las curvas compuestas para conocer como integrar los equipos dentro
del proceso.

Para el proceso de hidrdlisis acida, la Tabla 7.4 recoge las corrientes
frias y calientes y la energia intercambiada, para el proceso correspondiente a
un 3% w/w de biomasa seca y para el proceso realizado con un 7,5% w/w de
biomasa seca.

Corrientes del proceso 3% w/w 7,5% w/w
T° entrada T° salida Energia Energia
(°C) (°C) (kW) (kW)
Corriente caliente 100 30 27,2 10,9
Corriente fria 20 90 27,2 10,9

Tabla 7.4: Corrientes frias y calientes del proceso de hidr6lisis acida y posterior
fermentacion a bioetanol a partir de S. maxima.
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Una vez conocidas cuales son las corrientes fria y caliente del proceso,
se dibujan las curvas compuestas. Para ello hay que fijar una variacion de
temperatura minima (ATmin). Para este proceso se escoge una ATmin de 10°C.

La Figura 7.1 representa las curvas compuestas del proceso de
hidrélisis acida y posterior fermentacion para una concentracion de biomasa
en la corriente de alimentacion del 3% w/w.

110

100

90

80

70

60
50 ——C. Caliente
40
30
20
10
0

Temperatura C

———C. Fria

o
(€]
=
o
=
8]
N
o
N
ul

30
Energia, kW

Figura 7.1: Curvas compuestas del proceso de hidrdlisis acida (1% v/v H2S04) y
fermentacion para una concentracién de S.maxima del 3% w/w.

No se representan las curvas compuestas del proceso de hidrolisis
acida y posterior fermentacion para una concentracion de biomasa en la
corriente de alimentacion del 7,5% w/w, porque la figura es igual que la figura
4.7, lo Unico que cambia es que en el proceso con 7,5% w/w la cantidad de
energia intercambiada en 10,9 kW en vez de 27,2 kW.

Para el proceso combinado de hidrélisis térmica e hidrolisis enzimatica y
posterior fermentacion, la recuperacion de energia se realiza igual.

La Tabla 7.5 recoge las corrientes frias y calientes y la energia
intercambiada, para el proceso combinado de hidrdlisis térmica y enzimatica.
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Corrientes del proceso

T° entrada (°C) T° salida (°C) Energia (kW)

100 80 7,7
Corrientes Calientes 80 50 11,7
50 30 7,8

Corriente fria 20 90 27,2

Tabla 7.5: Corrientes frias y calientes del proceso de hidrélisis enzimatica y
posterior fermentacion a bioetanol a partir de S. maxima.

Una vez conocidas cuales son las corrientes fria y caliente del proceso,
se realizan las curvas compuestas. Para ello hay que fijar una variacion de
temperatura minima (ATmin). Para este proceso se escoge una ATmin de 10°C.

La Figura 7.2 representa las curvas compuestas del proceso de
hidrdlisis térmica, hidrélisis enzimatica y posterior fermentacion.
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Figura 7.2: Curvas compuestas del proceso de hidrélisis enzimatica y fermentacion
para una concentracion de S.maxima del 3% w/w.
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