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ABSTRACT 

    The present study has attempted to address the actual hurdles in the feasibility of algae-based 

fuels and products. An innovative algal biorefinery concept has been developed where algae is 

used for the remediation of municipal wastewater during its cultivation in a robust cultivation 

system, followed by its conversion to high value products in a sustainable manner. To start with, 

the first step of the study was to select microalgal species having potential of phycoremediation of 

metal contaminated water and biomass production in different forms of cultivation systems. For 

this, two different microalgal cultures; 1) Chlorella pyrenoidosa (CP) and 2) consortium of 

Chlorella pyrenoidosa and Phormidium (PA6) were cultivated in two different modes of 

cultivation systems i.e., in suspended and attached biofilm systems. The study aimed to highlight 

the suitability of an algal strain/consortium to different cultivation systems for metal removal and 

biomass production. The six commonly found heavy metals in wastewater; Cd, Cr, Pb, Cu, Ni and 

Zn, were used at 1 mg L-1 of concentration. CP performed better in suspension systems with 

individual metal spiking. However, PA6 performed better in mixed metal spiked media (that was 

closer to the real wastewaters), especially in attached biofilm systems (>60% removal of all metals) 

and hence, it was selected for further studies. The next step was to produce the selected microalgae, 

PA6 in the attached cultivation systems using raw municipal wastewater at pilot scale (100 L) 

under outdoor natural conditions, followed by the valorisation of harvested algal biomass. The two 

biomass processing techniques investigated in the study were hydrothermal liquefaction (HTL) 

and anaerobic digestion (AD) to produce biocrude and biogas, respectively.  For both the 

processing systems, Net Energy Ratios were calculated (from biomass cultivation to the 

biocrude/biogas production) and compared to find out which of the two energy conversion routes 

was energetically more favourable. The wastewater grown algae produced 346.59 ±5 mL g-1 VSfed 

of cumulative biomethane after AD, and 43±2% (dried biomass basis) of biocrude after HTL, 

respectively. NERHTL (0.08) was observed to be higher than the NERAD (0.007), proving HTL to 

be a comparatively better route in terms of energy recovery from the wastewater grown algal 

biomass.  

Further, the Life Cycle Assessments (LCAs) was performed for 3 developed algal biofilms-

based conversion systems; 1) wastewater grown algae processed via anaerobic digestion (AD), 2) 

wastewater grown algae processed via hydrothermal liquefaction (HTL) and 3) synthetic media 

grown algae processed via HTL. Results showed that HTL of wastewater grown algae had 41.1 % 
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lesser impact compared to AD of the same biomass and 98% lesser impact than HTL of synthetic 

media grown algae. The former process also showed positive impact on the eutrophication 

reduction due to the treatment of wastewater (59-92% nutrients removal) during cultivation. The 

global warming potential for biocrude production from WWA was 10 times lower than biomethane 

production from the same biomass and 21 times lower than the biocrude production from synthetic 

media grown algae. The results of the comparative LCAs proved that HTL of wastewater grown 

algae is a more sustainable route for valorizing the biomass than AD of wastewater grown algae 

or HTL of synthetic media grown algae.  

The HTL of the biomass (water:biomass ratio of 4:1) at 27 bars (using N2 as the reaction 

gas), 230° C for 20 minutes of reaction time produced a biocrude that was rich in specialty 

chemicals. The HTL biocrude yield was appreciable but it comprised of high nitrogen and oxygen 

content (that decreased its fuel value) and hence, it required upgradation (deoxygenation and 

denitrogenation). Furthermore, the GC-MS analysis of the biocrude showed the presence of high 

value compounds that required enrichment. Efforts were made to improve the quality 

(upgradation/enrichment) of the HTL products by varying the catalyst (ZSM-5 or KOH)/solvent 

(methanol or butanol)/reaction gas (CO2) during the HTL reactions, keeping all other HTL 

conditions same as that of the optimized reaction. The biocrude yield from ZSM-5 catalyzed HTL 

was 55% of that obtained by K2CO3 catalyzed HTL, but with reduced nitrogen (1.2% of TS) and 

oxygen (22.3% of TS) content that increased its HHV to 44.5 MJ Kg-1 (1.6 times of K2CO3 

catalyzed HTL biocrude). The biocrude obtained from HTL with alcoholic solvents comprised of 

38% and 52% esters and that with CO2 as the reaction gas had >65% hydrocarbons in it. On the 

other hand, the LCMS analysis of aqueous fraction showed the presence of highly valuable 

pharmaceuticals (minoxidil and ethosuximide), that were quantified to be 18.96 ± 0.24 mg kg-1 

and 41.07 ± 0.42 mg kg-1, respectively. Additionally, this calcium and phosphorus rich aqueous 

fraction was hydrothermally mineralized to produce a carbonated hydroxyapatite (25.5%, dried 

biomass basis), a bone mineralizer (synthetic bone). 

Disposal of metal contaminated biomass after bioremediation poses challenges due to non-

availability of suitable techniques. Hence, HTL of algal biomass obtained from heavy metal 

remediation in attached biofilm systems was performed to investigate the effect of metals on HTL 

products and study their fate. The biocrude yield from HTL of metal laden biomass was 

comparable to the biocrude yield from HTL of biomass without metal contamination (30%, dried 
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biomass basis). The heavy metal analysis of the solid and aqueous fraction showed that >70% of 

the metals had partitioned into the solid fraction whereas <1% were in the aqueous fraction. The 

aqueous fraction was also rich in nitrate and phosphate which could be reused for algal cultivation. 

Hence, hydrothermal liquefaction could be a very useful technique for valorization of metal 

contaminated biomass for a sustainable biorefinery. 

Algal cultivation in wastewater and outdoor natural conditions followed by HTL of the harvested 

biomass to recover in parallel high value biocrude, solids and aqueous fraction, could be a potential 

biorefinery approach targeting multiple sectors. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



vii 
 

सार 

वर्तमान अध्ययन ने शैवाल आधारिर् ईंधन औि उत्पादो ंकी व्यवहायतर्ा में वास्तववक बाधाओ ंको दूि किने 

का प्रयास वकया है। एक अविनव अल्गल बायोरिफाइनिी अवधािणा ववकवसर् की गई है जहां एक मजबूर् खेर्ी 

प्रणाली (cultivation system) में इसकी खेर्ी (cultivation) के दौिान नगिपावलका अपवशष्ट जल के उपचाि के 

वलए शैवाल का उपयोग वकया जार्ा है, इसके बाद इसे स्थायी रूप से उच्च मूल्य वाले उत्पादो ंमें परिववर्तर् वकया जार्ा 

है। अध्ययन का पहला चिण सूक्ष्म शैवाल प्रजावर्यो ं का चयन किना था वजसमें धारु् दूविर् पानी के 

phycoremediation औि हारे्वस्टिंग (harvesting) प्रणावलयो ंके ववविन्न रूपो ंमें बायोमास उत्पादन की क्षमर्ा हो। 

इसके वलए दो अलग-अलग माइक्रोएल्गल कल्चि; 1) क्लोिेला पाइिेनोइडोसा/Chlorella Pyrenoidosa (सीपी/CP) 

औि 2) क्लोिेला पाइिेनोइडोसा/Chlorella Pyrenoidosa औि फोवमतवडयम/Phormidium (PA6) के कन्सौरशियम 

(consortium) की हारे्वस्टिंग दो अलग-अलग र्िीको ंकी हारे्वस्टिंग प्रणावलयो ंमें की गई थी यानी तरल माध्यम में िैर्वाल 

रृ्वस्ि (suspended)औि संलग्न बायोवफल्म वसस्टम (algal biofilm) अध्ययन का उदे्दश्य धारु्/ हैर्वी मेटल (heavy 

metal) हटाने औि बायोमास उत्पादन के वलए ववविन्न खेर्ी प्रणावलयो ंके वलए एक शैवाल प्रजाशत /संघ की उपयुक्तर्ा 

को उजागि किना है। अपवशष्ट जल में आमर्ौि पि पाए जाने वाले छह िािी धारु्एं; Cd, Cr, Pb, Cu, Ni औि Zn, 

का उपयोग 1 mg L-1 सांद्रर्ा में वकया गया। व्यक्तक्तगर् धारु् स्पाइवकंग के साथ तरल माध्यम में िैर्वाल रृ्वस्ि 

(suspended) प्रणावलयो ंमें सीपी/CP ने बेहर्ि प्रदशतन वकया। हालााँवक, PA6 ने वमविर् धारु् स्पाइकड (spiked) 

मीवडया (जो वास्तववक अपवशष्ट जल के अवधक किीब था) में बेहर्ि प्रदशतन वकया, ववशेि रूप से संलग्न बायोवफल्म 

वसस्टम (सिी धारु्ओ ंको हटाने का >60%) में औि इसवलए, इसे आगे के अध्ययन के वलए चुना गया था। अगला 

कदम बाहिी प्राकृवर्क परिक्तस्थवर्यो ंमें पायलट पैमाने (100 L) पि नगिपावलका अपवशष्ट जल का उपयोग किके 

संलग्न खेर्ी प्रणावलयो ंमें चयवनर् माइक्रोएले्ग, PA6 का उत्पादन किना था, इसके बाद हारे्वस्टड हुए अल्गल बायोमास 

का मूल्यांकन वकया गया। अध्ययन में जांच की गई दो बायोमास प्रसंस्किण र्कनीकें  क्रमशः  बायोकू्रड औि बायोगैस 

का उत्पादन किने के वलए हाइडर ोथमतल द्रवीकिण/ hydrothermal liquefaction (एचटीएल/HTL) औि एनािोवबक 

पाचन/ anaerobic digestion (एडी) थी।ं दोनो ंप्रसंस्किण प्रणावलयो ंके वलए, शुद्ध ऊजात अनुपार् (Net Energy 

Ratios, NER) की गणना की गई (बायोमास खेर्ी से बायोकू्रड/बायोगैस उत्पादन र्क) औि यह पर्ा लगाया गया वक 

दो ऊजात रूपांर्िण मागों में से कौन सा ऊजात रूप से अवधक अनुकूल था। अपवशष्ट जल से उगाए गए शैवाल ने 

एनािोवबक पाचन (एडी) के बाद संचयी बायोमीथेन के 346.59 ± 5 mL g-1 VSfed औि एचटीएल/HTL के बाद क्रमशः  

43 ± 2% (सूखा बायोमास आधाि) का उत्पादन वकया। एनईआिएचटीएल/ NERHTL (0.08) को एनईआिएडी/ NERAD 

(0.007) से अवधक पाया गया, वजससे एचटीएल को अपवशष्ट जल से उगाए गए शैवाल बायोमास से ऊजात की recovery 

के मामले में रु्लनात्मक रूप से बेहर्ि मागत सावबर् हुआ। 

इसके अलावा, 3 ववकवसर् एल्गल बायोवफल्म-आधारिर् रूपांर्िण प्रणावलयो ं के वलए जीवन चक्र 

आकलन/Life cycle assessment (एलसीए/LCA) वकया गया था; 1) एनािोवबक पाचन (एडी/AD) के माध्यम से 

संसावधर् अपवशष्ट जल/watewater grown algae (WWA) उगाए गए शैवाल, 2) हाइडर ोथमतल द्रवीकिण 

(एचटीएल/HTL) के माध्यम से संसावधर् अपवशष्ट जल/WWA उगाए गए शैवाल औि 3) एचटीएल/HTL के माध्यम से 

संसावधर् वसंथेवटक मीवडया उगाए गए शैवाल। परिणामो ं से पर्ा चला वक अपवशष्ट जल से उगाए गए शैवाल के 

एचटीएल/HTL में उसी बायोमास के एडी/AD की रु्लना में 41.1% कम प्रिाव था औि वसंथेवटक मीवडया उगाए गए 

शैवाल के एचटीएल/HTL की रु्लना में 98% कम प्रिाव था। वपछली प्रवक्रया ने हारे्वस्टिंग के दौिान अपवशष्ट जल के 

उपचाि (59-92% पोिक र्त्ो ंको हटाने) के कािण यूटर ोवफकेशन (eutrophication) में कमी पि िी सकािात्मक 

प्रिाव वदखाया। WWA से बायोकू्रड उत्पादन के वलए ग्लोबल वावमिंग (global warming) क्षमर्ा उसी बायोमास से 

बायोमीथेन (biomethane) उत्पादन की रु्लना में 10 गुना कम औि वसंथेवटक मीवडया से उगाए गए शैवाल से 

बायोकू्रड (biocrude) उत्पादन से 21 गुना कम थी। रु्लनात्मक LCAs के परिणामो ंने सावबर् कि वदया वक अपवशष्ट 

जल से उगाए गए शैवाल का HTL बायोमास के मूल्यांकन के वलए अपवशष्ट जल से उगाए गए शैवाल या वसंथेवटक 
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मीवडया से उगाए गए शैवाल के HTL की रु्लना में अवधक वटकाऊ पयातविण वहरै्िी (sustainable/eco-friendly) 

मागत है। 

बायोमास का एचटीएल/HTL (पानी: बायोमास::4:1) 27 बाि (नाइटर ोजन/Nitrogen का उपयोग प्रवर्वक्रया 

गैस के रूप में) , 230° C (तापमान), 20 minutes (प्रवर्वक्रया समय) के वलए एक बायोकू्रड/biocrude का उत्पादन 

वकया जो ववशेि िसायनो ंमें समृद्ध था। एचटीएल/HTL बायोकू्रड/biocrude की उपज प्रशंसनीय थी लेवकन इसमें 

उच्च नाइटर ोजन औि ऑक्सीजन सामग्री शावमल थी (वजससे इसके ईंधन मूल्य में कमी आई) औि इसवलए, इसे 

अपगे्रडेशन/upgradation (डीऑक्सीजनेशन औि वडनाइटर ोजनेशन) की आवश्यकर्ा थी। इसके अलावा, बायोकू्रड 

के GC-MS ववशे्लिण ने उच्च मूल्य वाले यौवगको ंकी उपक्तस्थवर् को वदखाया वजन्हें संवधतन की आवश्यकर्ा थी। अन्य 

सिी एचटीएल/HTL शर्ों को ध्यान में िखरे् हुए एचटीएल प्रवर्वक्रयाओ ंके दौिान उते्प्रिक (जेडएसएम-5/ZSM-5 या 

केओएच/KOH)/ववलायक/solvent (मेथनॉल या बू्यटेनॉल)/रिएक्शन गैस (CO2) को बदलकि एचटीएल उत्पादो ंकी 

गुणवत्ता (उन्नयन/संवधतन) में सुधाि किने के प्रयास वकए गए थे। अनुकूवलर् प्रवर्वक्रया के समान ZSM-5 उते्प्ररिर् 

HTL से बायोकू्रड की उपज K2CO3 उते्प्ररिर् HTL द्वािा प्राप्त 55% थी, लेवकन कम नाइटर ोजन (TS का 1.2%) औि 

ऑक्सीजन (TS का 22.3%) सामग्री के साथ, वजसने इसके HHV को बढाकि 44.5 MJ Kg-1 कि वदया (K2CO3 

उते्प्ररिर् HTL बायोकू्रड का 1.6 गुना)। अल्कोहवलक सॉल्वैंट्स के साथ एचटीएल से प्राप्त बायोकू्रड में 38% औि 52% 

एस्टि शावमल थे औि प्रवर्वक्रया गैस के रूप में CO2 के साथ इसमें> 65% हाइडर ोकाबतन थे। दूसिी ओि, जलीय अंश 

के एलसीएमएस ववशे्लिण ने अत्यवधक मूल्यवान फामातसू्यवटकल्स (वमनोक्तक्सवडल औि एथोसक्तक्समाइड) की उपक्तस्थवर् 

को वदखाया, वजनकी मात्रा क्रमशः  18.96 ± 0.24 mg kg-1 औि 41.07 ± 0.42 mg kg- 1  थी। इसके अवर्रिक्त, इस 

कैक्तल्शयम औि फास्फोिस से ििपूि जलीय अंश को काबोनेटेड हाइडर ॉक्सीपैटाइट/carbonated hydroxyapaptite 

(25.5 सूखा बायोमास आधाि), a bone mineralizer (वसंथेवटक हड्डी) का उत्पादन किने के वलए हाइडर ोथमतल रूप 

से खवनज वकया गया था। 

बायोिेमेवडएशन के बाद धारु्/heavy metal दूविर् बायोमास का वनपटान/disposal उपयुक्त र्कनीको ंकी 

अनुपलब्धर्ा के कािण चुनौवर्यो ंका सामना किर्ा है। इसवलए, एचटीएल उत्पादो ंपि धारु्ओ ंके प्रिाव की जांच किने 

औि उनके िाग्य/fate का अध्ययन किने के वलए संलग्न बायोवफल्म वसस्टम में िािी धारु्/heavy metal उपचाि से 

प्राप्त एल्गल बायोमास का एचटीएल वकया गया था। धारु् से लदी बायोमास के एचटीएल से बायोकू्रड उपज धारु् 

संदूिण के वबना बायोमास के एचटीएल से बायोकू्रड उपज के बिाबि थी (30%, सूखा बायोमास आधाि)। ठोस 

(solids)औि जलीय अंश (aqueous fraction) के िािी धारु् ववशे्लिण से पर्ा चला है वक> 70% धारु्एाँ  ठोस अंश 

में वविावजर् हो गई थी ंजबवक <1% जलीय अंश में थी।ं जलीय अंश नाइटर ेट औि फॉसे्फट में िी समृद्ध था वजसे काई 

की खेर्ी के वलए पुन: उपयोग वकया जा सकर्ा था। इसवलए, स्थायी बायोरिफाइनिी के वलए धारु् दूविर् बायोमास के 

मूल्यांकन के वलए हाइडर ोथमतल द्रवीकिण एक बहुर् ही उपयोगी र्कनीक हो सकर्ी है। 

अपवशष्ट जल औि बाहिी प्राकृवर्क परिक्तस्थवर्यो ंमें शैवाल की हारे्वस्टिंग, इसके बाद हारे्वस्टड हुए बायोमास 

के एचटीएल के समानांर्ि उच्च मूल्य वाले बायोकू्रड, ठोस औि जलीय अंश में पुनप्रातप्त किने के वलए, कई के्षत्रो ंको 

लवक्षर् किने वाला एक संिाववर् बायोरिफाइनिी दृवष्टकोण हो सकर्ा है। 
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