(I2D)

.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE
~ ESCOLA DE QUIMICA E ALIMENTOS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ENGENHARIA E CIENCIA DE ALIMENTOS

MODELAGEM APLICADA AO PROCESSO DE BIOFIXACAO DE CO, POR
MICROALGAS

M. Sc. Felipe Vieira Camerini

Tese apresentada como parte dos
requisitos para obtencéo do titulo de
Doutor em Engenharia e Ciéncia de
Alimentos

Prof Dr. Jorge Alberto Vieira Costa
Orientador

Rio Grande, RS
2012



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE
~ ESCOLA DE QUIMICA E ALIMENTOS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ENGENHARIA E CIENCIA DE ALIMENTOS

MODELAGEM APLICADA AO PROCESSO DE BIOFIXACAO DE CO, POR
MICROALGAS

M. Sc. Felipe Vieira Camerini

Prof Dr. Jorge Alberto Vieira Costa

Orientador

Rio Grande, RS
2012



INDICE

1NN [ =R |
LISTA DE FIGURAS .......ooiviieeete ettt et te et aeteste e eaensatestesteeaennaneane e \Y;
N0 ] 1007\ 0 T 5
2. OBIETIVOS. ... oottt ettt ettt ettt e et e e teateent et e et e ateateeaesaeereareaneas 4
2.1 OBJIETIVO GERAL ..ottt ettt st eeteateane e e saeareaneanens 4
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ... .cooeieceeie ettt ave e anens 4
TN (813 (07 LV 5
4, REVISAO BIBLIOGRAFICA.......ocoeeeeeeeeee ettt ane e 7
= o = O N =Sy U N 7
4.2 MICROALGAS ......cooitetee ettt ettt ettt et e et e et et e et e eteeteere et e eeeareaneeaes 9
4.3 BIOFIXACAO DE CO; POR MICROALGAS .....oovveieceecee e, 16
A4, SPIRULINA ... .cvitett it eeeeee ettt et a ettt ee e te et e ete et eneateateeteeaenaare e 20
5. DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO .......ccooiiiiiiieeeeee et 23
5.1 ARTIGO 1: CINETICA DE CRESCIMENTO MICROALGAL: ILUMINANCIA COMO

FATOR LIMITANTE ...c.vtiviieeeeete ettt ettt st ae et e ste et e e e testeeaeeennareane s 23
5.2 ARTIGO 2: RELACAO ENTRE A INJECAO E TRANSFERENCIA DE CO, E O PH

1@ 31 Y1 =1 [ O 33
5.3 ARTIGO 3: PERDA DE CARBONO INORGANICO DO MEIO NA FORMA DE CO,

................................................................................................................................... 45
6. CONSIDERAGCOES FINAIS .....cooiiieeeiteeeceeeeee ettt sttt ane e 55
7. CONCLUSOES GERAIS ..ottt ettt eaeare e 56
8. SUGESTOES DE TRABALHOS FUTURODS .......ooviieciecee e 57
9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ooouiieeeeeeee et 58



LISTA DE FIGURAS

Figura 5.1.1: luminancia em funcao do tempo de CUltiVO..........cccviiiiiiiiiiiii e 27
Figura 5.1.2: Crescimento celular de S. platensis em funcao do tempo de cultivo.................. 27
Figura 5.1.3: Crescimento celular de S. platensis em funcao do tempo de cultivo.................. 28

Figura 5.1.4: Crescimento celular em funcdo do tempo (valores preditos pelo modelo, linha
continua e observados, CIrCUIOS PretOS) .....ciuuciiiieii e e et eeaanes 30

Figura 5.1.5: Valores preditos em funcao dos valores observados experimentalmente para a

concentracdo celular em fuNGE0 dO tEMPO .. ...uuiiiiniiiii e 30
Figura 5.2.1: Sistema de suprimento de COy .....uiiiueiiiiieiiieeiie et eeaanes 38
Figura 5.2.2: Concentracéo de CO; no meio em funcao do temMpPO........c.eeenvviiieieniinnenennnes 40

Figura 5.2.4: Valores preditos pela Equacgdo 5.2.13 em fun¢éo dos valores observados
experimentalmente Para 0 PH .......iiiiii i 42
Figura 5.2.5: pH em funcéo do tempo (valores simulados a partir da Equagéo 13) ................ 42
Figura 5.3.1: Valores obtidos a partir da Equacéo 1 para a diferenca entre a concentracdo de
CO2 e a concentragdo de CO2 inicial em funcdo do tempo em meio contendo,
inicialmente, NaHCO3 16 g.L-1 @M PH 8,5 ...cvuiiiiiiiiii et 49
Figura 5.3.2: Valores obtidos a partir da Equacédo 5.2.13 e observados experimentalmente para
o pH em funcéo do tempo em meios contendo, inicialmente, NaHCO3 16 g.L ™ ............. 50
Figura 5.3.3: Valores obtidos a partir da Equacgéo 5.2.13 em fun¢éo dos valores observados
experimentalmente para o pH em meios contendo, inicialmente, NaHCO; 16 g.L™........ 50
Figura 5.3.4: Valores obtidos a partir da Equacédo 5.2.13 e observados experimentalmente para
0 pH em func¢&o do tempo de transferéncia em meios contendo, inicialmente, NaHCO3; 5
G.L7 (@) @ NAHCO3 1 gL (D) cuveieieieieeteecte ettt et eteeete e e e ereeeneeeeeas 51
Figura 5.3.5: Valores obtidos a partir da Equacgéo 5.2.13 em fun¢éo dos valores observados
experimentalmente para o pH em meios contendo, inicialmente, NaHCO3 5 g.L™ (a) e
NAHCO3 L G- (1) et eeeee ettt e et e e e e e e et e e e e e e e e eeeeens 52
Figura 5.3.7: Valores obtidos a partir da Equacédo 5.2.13 para o pH em funcdo do tempo em

meios contendo, inicialmente, NaHCO3 16,5 € 1 G.L ™ ..ceveieeeeee e e 53



1. INTRODUCAO

Pesquisas cientificas e tecnolégicas focadas na reducdo das emissbes de
diéxido de carbono tém sido estimuladas com a intencdo de reduzir as consequéncias

do efeito estufa no clima mundial.

As microalgas sao microrganismos fotossintéticos que podem ser empregados
para capturar dioxido de carbono, contribuindo com a reducédo do efeito estufa no
planeta. A biomassa pode ser utilizada como alimento ou para a producdo de

biocombustiveis, entre outras aplicacdes.

A fixacéo biolégica de diéxido de carbono por microalgas é considerada uma
eficiente forma de fixar CO,, pelo fato de a utilizacdo da energia solar ser superior a de
plantas terrestres, as quais desempenham sua maxima capacidade fotossintética por
um curto periodo. Tecnologias para o cultivo microalgal tém sido estudadas durante as

Ultimas décadas, no contexto da mitigacao das emissdes de gases de efeito estufa.

A producgdo de biomassa microalgal apresenta potencial para a obtencdo de
varios produtos como biomassa alimenticia de alto valor nutricional (elevado teor
protéico e conteudo em acidos graxos poliinsaturados), biocorantes (clorofila,
ficocianina, astaxantina e carotendides) e a possibilidade da obtencdo de combustiveis
renovaveis (biogas, biodiesel e biomassa), além de sua aplicacdo no tratamento de
efluentes liquidos e gasosos, como gases de combustdo, através do consumo

biol6gico do CO, produzido em processos térmicos de geracao de energia.

O sucesso do emprego da tecnologia microalgal, em qualquer uma de suas
aplicacdes, depende da viabilizagdo técnica, econdmica, social e ambiental de sua
implantacdo. O cultivo de Spirulina tem sido objeto de diversos estudos durante as
Ultimas décadas pela relativa simplicidade de operag&o apresentada por suas plantas

de producéo e pelas propriedades nutricionais da biomassa produzida.

Cerca de 50% da biomassa microalgal € composta por carbono, assim, o
fornecimento deste nutriente aos cultivos representa um importante componente dos
custos de producdo, seja gasoso, na forma de di6xido de carbono, ou sdlido,

principalmente na forma de bicarbonato.



Durante a producdo de Spirulina o0 meio de cultivo comumente utilizado
apresenta o bicarbonato de sddio como fonte de carbono, o qual representa 60% do
custo total em nutrientes. A fonte de carbono, uma vez dissolvida no meio de cultivo,
participa do equilibrio quimico CO,g) <> H,CO3 «» HCO3 «+» CO5*, onde a distribuigéo

entre as espécies quimicas é determinada pelo pH.

Quando em fase de projeto, algumas ferramentas como a utilizacdo de
modelos e simula¢cBes pode auxiliar na previsdo de custos e na escolha das condicdes
ideais para a implantacdo de processos como o de biofixacdo de dioxido de carbono

por microalgas.

Os modelos convencionais de cinética de crescimento microalgal ndo levam
em consideracdo a fase de decréscimo na concentragdo celular, mesmo quando o
cultivo ndo estd em limitagdo de nutrientes. A cinética de crescimento de
microrganismos fotossintetizantes cultivados sob iluminagdo natural ou artificial
envolve a periodicidade da irradiagdo solar ou de alguma fonte artificial de luz. No
entanto, este fato ndo é considerado durante o equacionamento do crescimento

destes microrganismos.

Em funcdo do crescimento, o consumo de carbono inorganico por
microrganismos fotoautotréficos sé ocorre durante a fase iluminada (clara). Durante o
periodo ndo iluminado a auséncia de luz impede a realizacdo da fotossintese, ativando
o metabolismo heterotréfico da microalga que passa a consumir o carbono orgéanico
formado durante a fase clara, provocando redugéo na concentracdo celular e aumento

na concentracdo de CO,dissolvido no meio.

A transferéncia de CO, da fase gasosa para o0 meio liquido é uma das
principais barreiras na utilizacdo de gases de combust&o ou outra fonte gasosa de CO,
em cultivos microalgais. A transferéncia é afetada pelo sistema de difusdo de gases, a

profundidade do tanque e a vazéo de injecdo de gas empregada.

A solubilizacdo de CO, em meio aquoso passa pela formacdo de &cido
carbbnico, provocando a reducdo do pH do meio. Téo logo o CO, é transferido ao
meio de cultivo passa a ser convertido, através do sistema de equilibrio do acido
carbbnico, a uma de suas espécies quimicas as quais podem ser encontradas quando
o carbono inorganico encontra-se em solucdo. Portanto, a determinacdo do pH e da
concentracdo de carbono inorganico que devem ser mantidos no meio é fundamental

para o dimensionamento de sistemas biologicos de fixacdo de CO, eficientes.



Pouca atencao tem sido dada ao fato de que o meio comumente empregado
para o crescimento de Spirulina é instavel, devido ao fato de possuir uma presséo
parcial de CO, excedendo a de equilibrio com a atmosfera, causando uma evasao do

CO, do meio para a atmosfera.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo principal deste trabalho foi estudar as principais etapas que
compdem o balanco de carbono durante o processo de biofixacdo de CO, por

microalgas.

2.2 Objetivos Especificos

e Estabelecer um modelo cinético no qual a iluminancia é o fator limitante para o
crescimento da microalga Spirulina.

e Validar o equacionamento proposto para a transferéncia de CO, durante o
suprimento deste gas no meio liquido e estabelecer uma relagdo entre a
variacdo da concentracdo de CO, e o pH do meio em um processo de
biofixacdo de dioxido de carbono.

e Estabelecer um equacionamento para a perda de CO, em biorreatores abertos
e aplicar o modelo estabelecido para a variagdo do pH em fun¢éo da variagédo
da concentracdo de CO,do meio.



3. JUSTIFICATIVA

Este século serd caracterizado por grandes transformacfes, em que o0s
combustiveis fosseis serdo parcialmente substituidos por novas fontes de energia
capazes de suprir as necessidades atuais, apresentando menor impacto ambiental.
Enquanto as previsbes mais otimistas prevéem que as reservas atuais de petroleo ndo
durem mais que 100 anos, o estoque de carvao é estimado em 300 anos. No entanto,
a viabilidade ambiental da utilizacdo do carvao estd vinculada a reducédo das emissdes
gasosas originadas de sua queima, em especial do CO,, uma vez que para SO,, NO,

e particulados existem solu¢des técnicas disponiveis.

Mundialmente, poucas alternativas viadveis tém sido apresentadas para a
eliminacéo ou reducao da emissdo de CO,, propdem-se a injecdo deste gas a grandes
profundidades ou no mar, restringindo-se a compensar a emissdo, com uma fixagao
“extra situ”. A fixagao bioldgica do gas carbdnico presente em gases de combustédo é
um mecanismo possivel e as microalgas sdo um dos agentes cabazes de viabilizar tal
alternativa. A energia fixada pela fotossintese, principalmente sob a forma de ligacao
carbono-carbono, é de 3x10?' joules/ano, o que representa 0,1% da energia solar
recebida e dez vezes a energia total consumida no planeta.

Microalgas, crescendo em tanques abertos, aparentam ser o sistema bioldgico
mais apreciavel que requer uma fonte enriquecida de CO, e poderia plausivelmente
ser desenvolvido como um método de utilizacdo de gases de combustédo. Microalgas
tém o potencial para altas produtividades e ser convertidas em combustiveis liquidos
OuU gasosos ou, se possivel, em alimento. As maiores barreiras no emprego de
microalgas em tais aplicagfes sdo as relativamente grandes areas e recursos hidricos
proximos a usinas termelétricas e a restricdo a regides climaticamente favoraveis. No
entanto, tais recursos sdo apenas uma pequena fracdo daqueles necessarios para
outras opg¢bes de producdo de biomassa para a mitigagdo de CO,, tais como
florestamento.

O uso de microrganismos para produzir uma variedade de compostos
utilizando fontes de nutrientes de baixo custo € economicamente interessante. A
fotossintese é o Unico meio de produzir compostos organicos primarios utilizando ar,
luz e 4gua, e as microalgas apresentam um eficiente processo de conversdo de
energia solar em biomassa. A producdo em grande escala de microrganismos
fotossintéticos, teoricamente, € de menor custo que a de microrganismos

heterotréficos, uma vez que ndo necessita a adigdo de nutrientes organicos.



A viabilidade da utilizacdo de microalgas para fixacdo de carbono passa pela
aplicabilidade da grande quantidade de biomassa gerada durante o0 processo.
Spirulina é a microalga mais estudada no planeta, em funcdo das propriedades
associadas a sua biomassa. Além das caracteristicas nutricionais da biomassa de
Spirulina, sua capacidade de crescer em meios alcalinos (onde CO, é absorvido com

alta eficiéncia) colabora com a sua aplicacéo neste tipo de processo.

Associando a utilizacdo de diéxido de carbono proveniente da geracéo térmica
de energia com a producdo de uma biomassa potencialmente aplicavel e de tecnologia
simples como o cultivo de Spirulina é possivel se estabelecer um processo de
producdo de alimento de alto valor nutricional e, paralelamente, a reducdo das

emissdes de gases de efeito estufa.

Entretanto, os sistemas baseados na biomassa microalgal ndo sdo a Unica
tecnologia disponivel. Uma diversidade grande de sistemas baseados em biofixagao
ou reducdo das emissdes ja foram propostos e, em alguns casos, implantados. Existe
no Brasil um crescente interesse em desenvolver mecanismos de desenvolvimento
limpo (MDL) visando a entrada no mercado de carbono. Neste sentido, investimentos
em pesquisa e desenvolvimento de tecnologias biolégicas sao justificados, mesmo que

reduzindo apenas uma parcela da emissao total de gases de CO.,.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1 Efeito Estufa

O fluxo de radiacdo emitida pelo Sol que atinge a Terra por unidade de area de
superficie é, atualmente, de 432 W/m?. A radiacdo é distribuida do seguinte modo:
31% é refletida pelas nuvens, aerossois, atmosfera e superficie terrestre de volta para
0 espaco; 17 % é retida pela atmosfera terrestre e 49 % € retida pela superficie
terrestre. A radiacdo que é absorvida pela Terra é posteriormente reenviada na forma
de radiacéo de longo comprimento de onda (infravermelho), de calor latente e de calor
sensivel (LAGES, 2001).

Em regime estacionario, a energia emitida pela Terra deve igualar a energia
recebida; assim, a radiagdo emitida tomard o valor de 235 W/m? e a temperatura
efetiva serd -19°C. Todavia, a temperatura média a superficie da Terra é de cerca de
14°C (IPCC, 2001). Esta diferenca de temperaturas € explicada pela presenca de
certos gases naturalmente presentes na atmosfera — vapor de agua, diéxido de
carbono, metano e Oxido nitroso (Tabela 4.1) — cujo comportamento radiativo se
caracteriza por absorverem radiacdo na regido dos infravermelho. A radiacdo emitida
pela superficie terrestre que estd dentro das regides espectrais de absor¢cdo destes
gases é capturada e reemitida em todas as dire¢des. Deste modo, o calor é retido na
atmosfera terrestre, que aquece (IPCC, 2001).

O efeito estufa € um fenbmeno que ocorre naturalmente na atmosfera e que
consiste na absorcdo da radiagcdo de longo comprimento de onda (infravermelho)
refletida pela Terra por determinados gases presentes na atmosfera terrestre. E
gragas a este fendbmeno, que eleva a temperatura terrestre em 32 °C, que existe vida
na Terra. O efeito estufa que atualmente causa preocupagfes, ndo € o fendbmeno
natural referido anteriormente, mas a interferéncia antropogénica no fenémeno (IPCC,
2001).

As atividades humanas tém vindo a libertar para a atmosfera quantidades
significativas de gases de efeito estufa. Além dos gases de efeito estufa (GEE)
naturalmente presentes na atmosfera, também sao emitidos gases “artificiais” como os
compostos halogenados (clorofluorcarbonetos, CFC, hidrofluorcarbonetos, HFC, e
perfluorcarbonetos, PFC). O aumento das concentracfes destes gases na atmosfera,
conjuntamente com o fato de alguns destes gases terem tempos de residéncia ha

atmosfera bastante longos, potencializa um aquecimento do planeta. A influéncia



humana no aumento da concentracdo destes gases iniciou a partir da Revolucéo
Industrial (LAGES, 2001).

A capacidade de retencdo de calor € diferente para os diversos gases. Para
efeitos de comparacéo define-se potencial de aquecimento global (GWP — Global
Warming Potential), que corresponde a capacidade de retencao de calor de um dado
GEE a do diéxido de carbono, num determinado intervalo de tempo (Tabela 4.1); este
potencial depende das propriedades radiativas do gas em questdao e também do

tempo de residéncia na atmosfera.

Tabela 4.1: Tempos de residéncia na atmosfera e potenciais de aquecimento global
para diferentes GEE

Tempo de Potencial de aguecimento global
GEE residéncia na Horizonte de Horizonte de Horizonte de
atmosfera 20 anos 100 anos 500 anos
CO, 5 a 200 anos 1 1 1
CH, 12 anos 62 23 7
N,O 114 anos 275 296 156

Fonte: Intergovernmental Panel on Climate Change (2001)

A concentragdo de CO, na atmosfera elevou de 280 ppm, durante o periodo
pré-indutrial, para mais de 360 ppm na atualidade, sendo assim, o aquecimento global
se torna uma realidade perigosa para um futuro proximo (MIYAMOTO et al. 1996). Os
Estados Unidos (EUA) séo responsaveis por, aproximadamente, 22% das emissfes
antropogénicas de CO, (5,7 Gt). Deste valor, um tergo (1,7 Gt) sdo emitidos por usinas
termelétricas (KADAM, 2002).

O Protocolo de Quioto a Convencdo Quadro das Nacdes Unidas sobre
AlteragBes Climéticas (Kyoto Protocol to the United Nations Framework Convention on
Climate Change) operacionalizou a convencdo quadro, ao definir uma série de
compromissos (binding commitments). O Protocolo, aprovado em 1997, compromete
0s paises industrializados a uma reducdo das emissdes combinadas de gases de
efeito de estufa em pelo menos 5% abaixo dos niveis de 1990, até ao periodo de
2008/2012 (UNFCCC, 1997).

O termo Mecanismo de Desenvolvimento Limpo (MDL) foi definido no Artigo 12
do Protocolo de Quioto e regulamentado pelos Acordos de Marrakech. Este termo tem

como proposta permitir e incentivar os paises ndo pertencentes ao Anexo | no



desenvolvimento de tecnologias alternativas para a reducdo das emissdes de gases
de efeito estufa, obtendo créditos para serem negociados no mercado de carbono e
auxiliando os paises pertencentes ao Anexo | a alcancarem seus compromissos em
relacdo as suas metas de reducdo de emissdes de gases de efeito estufa (UNFCCC,
1997).

4.2 Microalgas

Biomassa € um termo usado no contexto de energia para uma gama de
produtos. Os produtos podem ser classificados como residuos de areas urbanas e
processos florestais e agrarios, especialmente plantagbes como &rvores e cana,
plantas aquaticas e algas. Portanto, tudo que € derivado da fotossintese é um
potencial suprimento de energia, ja que é um sistema de conversao de energia solar
(RICHMOND, 1990).

A fotossintese, na natureza, é o principal processo no qual a fixagéo de CO, é
observada. Isto ocorre através de plantas superiores e algas. A fixagdo biologica de
CO, por microalgas é considerada uma forma eficiente de fixar CO,, visto que o
aproveitamento da energia solar é superior ao de plantas terrestres, as quais
desempenham sua maxima capacidade fotossintética apenas por um curto periodo do
cultivo. Além desta, outras vantagens das microalgas frente a plantas superiores sao
observadas, como a possibilidade de isolamento e cepas com alta eficiéncia
fotossintética e resistentes a elevadas concentracdes de CO,, a necessidade de uma

area relativamente pequena para uma grande fixacdo (DOUCHA et al., 2005).

Muitos trabalhos tém sido realizados no sentido de promover a fixacdo de CO,
através de microalgas e enfatizando a possibilidade da reducdo das emissdes deste
gas para a atmosfera através de sistemas bioldgicos para a fixacdo de CO,, porém,
pouco se sabe sobre os mecanismos utilizados por estes microrganismos para
transportar o CO; para dentro de célula (RICHMOND, 1990).

A producéo de carbono orgéanico via fotossintese representa aproximadamente
a metade da biomassa formada, portanto, o suprimento da fonte de carbono deve ser
muito superior ao dos demais nutrientes. Desta forma, torna-se imprescindivel o
estudo de métodos alternativos para suprir o sistema da fonte de carbono
(GUTERMAN & BEM-YAAKOV, 1987).



Existe outro aspecto da fotossintese que deve ser ressaltado. A existéncia da
nossa biosfera e nossa atmosfera é totalmente dependente do processo da
fotossintese. A cada 300 anos todo o CO, da atmosfera é reciclado, assim, ocorre
para o oxigénio, a cada 2000 anos, e para a agua a cada 2 milhdes de anos. Estes 3
ingredientes chave da nossa atmosfera possuem seu ciclo dependente do processo de

fotossintese (RICHMOND, 1990).

A luz utilizada na fotossintese € absorvida por uma série de pigmentos. Cada
pigmento absorve determinados comprimentos de onda, refletindo os que nédo
absorve. A cor do pigmento é dada pelo comprimento de onda refletido, podendo-se
determinar o espectro de absorcdo de cada pigmento através de um
espectrofotbmetro. Os tipos de pigmentos utilizados na fotossintese variam de acordo
com os diferentes grupos de organismos fotossintetizantes. Nos vegetais superiores,
0S pigmentos mais importantes sdo a clorofila a e a clorofila b, pigmentos que
absorvem a luz no violeta, no azul e no vermelho, refletindo no verde. Em certos
organismos aquaticos, como as microalgas, outros pigmentos como a ficocianina
também absorvem a luz eficientemente, auxiliando a absorgdo da energia luminosa no
processo de fotossintese (VONSHAK, 1997).

A equacéo tradicional da fotossintese é:
6CO, +6H,0—-2>C_H,,0, +60,

A fotossintese, no entanto, ndo ocorre em apenas uma reacdo quimica.
Existem varias reacbes que podem ser divididas em duas etapas: a primeira,
fotoquimica, em que ha necessidade de energia luminosa, e a segunda quimica, na
qual ndo ha necessidade de luz. As reagBes que ocorrem na etapa fotoquimica sdo
chamadas de fase clara da fotossintese, e as que ocorrem na etapa quimica sao
chamadas de fase escura da fotossintese (VONSHAK, 1997)

O processo da fotossintese envolve duas das mais importantes reacdes na
vida. A primeira é a reacdo de rompimento da molécula de agua, que envolve oxigénio
como co-produto. Toda a vida depende desta reacdo. A segunda é a fixacao de CO,
em compostos organicos. Quando um processo envolvendo energia é analisado, €
necessario que se compreenda o quao eficiente ele sera, tanto em relacao a eficiéncia
do ciclo completo quanto na eficiéncia relacionada a fotossintese, especificamente no
que diz respeito a conversdo da radiacdo solar em um produto final armazenado
(RICHMOND, 1990).
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Em um sistema de equilibrio quimico, onde o CO, encontra-se dissolvido em
meio aquoso, existem trés diferentes espécies quimicas possivelmente encontradas
em solugo, CO,ug, HCOs e COs?, sendo que a capacidade de utilizar essas fontes
de carbono é intrinseca de cada microalga. De acordo com Richmond (1990),
microalgas, quando crescendo quimio ou fotoautotroficamente, usam CO, ou uma de
suas formas hidratadas para a sintese de compostos organicos. Na agua, CO, pode
aparecer como H,CO3;, HCO3 ou Cco3?, dependendo do pH

Na maioria das aguas encontradas em ambientes naturais o principal sistema
tampédo € o COz(aq)/H2CO3/HCO3'/CO3'2, o qual é também um usual sistema tampéao
para cultivos microalgais mantidos a pH alcalinos (GUTERMAN & BEM-YAAKOV,
1987).

A concentragéo total de carbono inorgéanico dissolvido é dada por:
Cr= COyaq + H,CO3 + HCO4 + CO3?2
Onde Ct = concentragéo total de carbono inorgéanico dissolvido.

As concentracfes relativas das espécies de carbono inorganico determinam o
pH e, em contrapartida, sdo determinadas pelo pH do meio. No equilibrio, a
concentragéo de COy,q € muito maior do que a concentracdo de H,CO; e a
concentragéo de CO,,q pode ser considerada como a representacdo da soma das
formas hidratadas e ndo hidratadas de CO,. Assim, a relacéo

Cr=H,CO3; + HCO;3 + CO5”
onde

H,CO3 = COypg + H2COs

€ considerada valida.

O sistema de equilibrio CO,/H,O pode fornecer CO, através das

interconversdes a seguir:
2HCO; <> CO3%+ H,0 + CO,

HCOg_ <> C02 + OH"
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CO5? + H,0 <> CO, + 20H

Tanto na conversdo de bicarbonato quanto de carbonato a CO,, ocorre
producdo de OH’, aumentando o pH do meio. Por este motivo, em um cultivo intensivo
de microalgas, ndo é possivel atingir-se um consumo total do substrato presente no
meio sem uma correcao do pH, visto que o mesmo atingiria valores préximos a 14,

inibindo o crescimento das microalgas (RICHMOND, 1990).

O consumo de carbono inorgénico através da fotossintese resulta em uma
alteracdo das condic¢des de equilibrio, elevando o pH. Esta alteracado no pH causa uma
redistribuicdo das diversas espécies quimicas de carbono inorgénico dissolvido, os
quais podem provocar um efeito adverso no processo de crescimento (GUTERMAN &
BEM-YAAKOV, 1987).

A forma de carbono que aparentemente entra na célula é o CO,, e muitos
estudos (MARCUS et al., 1984; MORONEY et al., 1985; AIZAWA & MIYACHI, 1986)
apontam para o CO, como a Unica molécula que pode ser usada diretamente na
condensacdo do CO, e ribulose bifosfato para produzir duas moléculas de &cido
fosfoglicerico na reagdo catalisada pela ribulose bifosfato carboxilase (RUBPcase).
N&o existe ainda um consenso sobre a utilizagdo de HCO3', que poderia entrar na
célula por transporte ativo ou poderia ser dissociado por uma anidrase carbénica
situada na superficie da célula, a qual catalisa a dissociacdo do HCO3; a CO, e H,O
(MILLER & COLMAN, 1980).

Grande parte dos estudos direcionados para a disponibilidade e consumo de
carbono inorgénico em processos fotossintéticos estdo baseados nas propriedades
fisico-quimicas do CO,, tais como difusividade e solubilidade. No entanto, sabe-se que
apenas uma pequena porgdo do carbono inorganico dissolvido (DIC) no meio de
cultivo encontra-se na forma de CO,, sendo que grande parte do DIC encontra-se sob
a forma de bicarbonato (HCO3") (MILLER & COLMAN, 1980).

O transporte de HCOj3 através da membrana celular tem sido reportado em
diversos estudos (COLMAN et al, 2002; MILLER & COLMAN, 1980) os quais
evidenciam o consumo de carbono sob a forma de HCO5;. O acimulo de carbono
através de um fenbmeno conhecido como mecanismo de concentragdo de carbono
(carbon concentration mecanism — CCM) é o principal foco dos estudos desta ordem.
Diversos autores apontaram para concentragdes de carbono extracelular muitas vezes

inferior & concentracdo de carbono intracelular, evidenciando o consumo de HCOy3,
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principalmente através da comprovacao do consumo de carbono inorganico em taxas
muitas vezes superiores as taxas de formacéo de CO, a partir da dissocia¢do de CO,

proveniente da desidratacdo do HCO3'.

Algumas microalgas tém desenvolvido um mecanismo que eleva ativamente a
concentracdo de carbono inorganico intracelular, o que favorece a reacdo da
carboxilase frente a relagcdo da oxigenase. Este mecanismo de concentracdo de
carbono requer a acdo da enzima Anidrase Carboénica (CA) e bombas metabdlicas, ou
transportadores, 0s quais presumivelmente usam ATP para o transporte ativo de
HCO3 e/ou CO, para dentro da célula. E geralmente aceito que o CCM requer o input
adicional de energia comparado aquele requerido para a funcdo do Ciclo de Calvin.
Parece claramente que a fotossintese prové a energia adicional para o CCM, toda via,
0 mecanismo de obtencéo de energia ndo esta ainda bem compreendido (COLMAN et
al., 2002).

Existem algumas evidéncias de que cianobactérias possuem a habilidade de
utilizar HCO3  como substrato inorganico, visto que este tipo de microalga apresenta,
geralmente, eficiéncia fotossintética 6tima em pH alcalino. Isto pode ser observado nos
estudos realizados por Miller e Colman (1980), que avaliaram a cianobactéria
Coccochloris peniocystis em funcdo da sua capacidade de utilizar HCO3; como fonte
de carbono, e concluiram que a fixagdo de carbono ocorria fundamentalmente através

da utilizacdo de HCOj3 exdgeno.

O tamponamento do sistema de carbonatacdo, com respeito aos sistemas de
injecdo de CO,, depende da faixa de variacdo do pH. A capacidade de tamponamento
encontra-se a um valor minimo em torno de pH de 8,3 onde o bicarbonato é a espécie
dominante. Ele aumenta em ambos acima e a baixo desta regido, porém, a uma taxa
mais elevada na regido acida. Assim, algas as quais podem crescer em pH de 6 a 7,5
requerem menos alcalinidade para a mesma estocagem de carbono. Além disso, a
fracdo do carbono total inorgénico na forma de carbonato decresce aproximadamente
a um fator de 10 para cada decréscimo de uma unidade de pH (entre pH de 10 a 7).
Por outro lado, a fragdo de CO, decresce 10 vezes com cada incremento no pH nesta
faixa, tendendo a minimizar os problemas de perda de CO, para a atmosfera em pH
elevado (BENEMANN et al., 1978).

Além da alcalinidade, o parametro de maior importdncia com relacdo a
estocagem de carbono é a profundidade do tanque. A produtividade da biomassa, e

consequentemente de CO,, sdo ha maioria dos casos independentes da profundidade.
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A relacdo da estocagem de carbono com a profundidade do tanque € inversa, com
uma constante de proporcionalidade unitaria, para uma boa aproximacdo. Assim,
quanto menor a profundidade maior o nimero de inputs de CO, ou quatro vezes maior
devera ser a alcalinidade, mas isso aumentaria os niveis de CO, dissolvido
aproximadamente quatro vezes com o aumento similar na forga motriz provocando

transferéncia do CO, do meio para a atmosfera. (BENEMANN et al., 1978).

Certas espécies quimicas dissolvidas nas aguas nao sdo diretamente
guantificaveis por analises quimicas. Isto depende em grande parte da cinética das
reacdes. Quando se trata de reacdes acido-base e de formacdo de complexos,
caracterizados por cinéticas rapidas, a simples adicdo de reagentes de andlise é
suficiente para modificar os equilibrios. O simples ajuste do pH, modifica as razées
das concentracdes das espécies quimicas dissolvidas. Normalmente o que é
determinado analiticamente € a soma das concentracfes destas espécies. Esta soma
€ chamada de concentracdo elementar. No entanto, as reac¢des quimicas que
ocorrem, tanto nas aguas quanto nos organismos, sdo controladas pelas
concentracdes das espécies quimicas efetivamente presentes no meio e nao pelas
concentracdes elementares (CARMOUZE, 1994).

Em um biossistema ocorrem continuamente producdo de matéria organica
através dos processos de fotossintese e de biossintese e mineralizagdo de matéria
organica através dos processos de respiracdo e fermentagdo. A evolugdo deste
conjunto de processos define o metabolismo do sistema (CARMOUZE, 1994).

Em uma escala de 24 h, durante o periodo claro, os processos de producéo
superam, em geral, os de mineralizacao, enquanto que durante o periodo escuro, na
auséncia de fotossintese, ocorre o inverso. Isto quer dizer que de dia, a producédo de
matéria organica é maior que seu consumo, enquanto a noite consome mais do que
produz. Consequentemente, em uma escala diaria, definem-se taxas de producgéo
liquida no periodo claro e de mineralizacdo liquida durante a fase escura.
(CARMOUZE, 1994).

O conceito por trds dos sistemas projetados com base na fotossintese é
simples. Mesmo que o CO, seja uma molécula razoavelmente estavel, € a base para a
formacao de agucares complexos (alimento) por plantas verdes com a fotossintese. O
indice relativamente elevado do CO, no gas de combustdo de usinas termelétricas
(aproximadamente 14% comparado aos 350 ppm no ar ambiental) potencializa

significativamente as taxas de crescimento de determinadas espécies de microalgas.
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Conseqguentemente, esta aplicacéo é ideal para um sistema projetado para usar cepas
especialmente selecionadas de microalgas a fim de maximizar a conversdo do CO, em
biomassa algal e evitar assim a emissdo de gases de efeito estufa para a atmosfera.
Neste caso, a biomassa das microalgas representa um dissipador natural para o
sequestro de carbono (REDDY, 2002).

Uma das vantagens das culturas de microalgas € que tém o potencial para
atingir produtividades muito elevadas. Entretanto, tais projecbes sdo baseadas,
freqlentemente, em experimentos seletivos de dados limitados, com curta duracdo e
operacdes em pequena escala, geralmente em laboratério. Entretanto, as culturas de
microalgas apresentam algumas caracteristicas que apontam para uma
potencializacdo de produtividades mais elevadas. A producdo continua evita os
periodos de adaptacdo dos processos convencionais; a possibilidade de fornecer os
niveis nutrientes étimos (por exemplo, C, N, P, etc.); auséncia de estruturas de suporte
(raizes, hastes, frutas, etc.) e a possibilidade de ajustar taxas de colheita para manter
o cultivo em niveis 6timos de densidade (BENEMANN, 1997).

Processos de exploragcdo de células fotossintéticas para a producao de
metabdlitos ou conversdo de CO, em biomassa requerem fotobiorreatores eficientes.
O fator critico no “design” de fotobiorreatores € a superficie de exposi¢do a luz por
unidade de volume (razdo A/V) (OGBONNA & TANAKA, 1996). A selecdo do
fotobiorreator depende da sua habilidade de maximizar a produtividade e a eficiéncia
fotossintética (TREDICI & ZITELLI, 1998). Cada tipo de fotobiorreator possui
vantagens e desvantagens em termos de potencial utilizagdo da energia solar,
transferéncia de massa efetiva de oxigénio e didxido de carbono, facil limpeza e

aumento de escala.

Pulz & Gross (2004) relacionaram o produto obtido no cultivo e sua aplicacao
com o tipo de biorreator utilizado no processo. Os autores apontaram a utilizacdo de
tanques tipo “Raceway” (Open Ponds) para a maioria dos casos (producdo de
biocorantes, biomassa alimenticia, acidos graxos, etc), com excecdo dos farmacos
que exigem pureza elevada que foram relacionados com fotobiorreatores tubulares.
Deve-se levar em consideracdo que o custo de processo neste caso ndo é uma
barreira para a utilizacdo de uma tecnologia, visto que o preco do produto final € muito

elevado devido a sua alta pureza e qualidade.

Culturas de Spirulina (Arthrospira), Chlorella e Dunaliella tém sido realizadas

em tanques abertos tipo “‘raceway” a mais de 30 anos, apresentando baixo custo
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operacional. Os principais paises produtores de biomassa algal sdo USA, China,
Tailandia, Japdo, Israel, Republica Tcheca, india, Vietnam, Indonésia e Chile
(BOROWITZKA, 1999).

4.3 Biofixac&o de CO, por Microalgas

De acordo com Benemann (1997) a reducdo da concentracdo de CO, na
atmosfera pode ser atingida, basicamente, através da reducdo do uso de combustiveis
fésseis, da sua remocgéo da atmosfera ou através da captura e sequestro, ou utilizacdo

do CO, antes da sua entrada na atmosfera.

A primeira pode ser realizada, por exemplo, através do aumento da eficiéncia da
geracao de energia, diminuindo a demanda ou substituindo combustiveis fésseis pelas
fontes de energia ndo geradoras de CO, (nuclear, biocombustiveis ou outras formas
de energias renovaveis). A segunda opg¢éo, remover o CO, da atmosfera, € somente
realizada pelas plantas superiores, por exemplo, arvores acumulando o carbono
presente na biosfera, principalmente em florestas e em solos. Estas opgdes “indiretas”
de biofixacdo sdo o foco da maioria dos projetos em desenvolvimento tecnol6gico
atual em atividades de reducdo das concentragfes de CO,. Entretanto, é provavel, ou
mesmo certo, que estes ndo serdo bastante para estabilizar suficientemente niveis
atmosféricos do CO, para evitar o aumento do efeito estufa (BENEMANN & HUGHES,
1997).

Assim, a terceira opc¢éo, o0 sequestro ou captura do CO, das plantas de geracéo
térmica de energia elétrica e dos outros sistemas de combustdo de combustiveis
fésseis, o foco do tratado de Quioto, necessitardo também ser considerados em breve.
Entretanto, a maioria das tecnologias “diretas” de fixacdo de CO, sao caras,
comparadas as opg0Oes indiretas. Uma destas tecnologias € o uso dos biosssistemas
de fixagdo de CO, proveniente de usinas termelétricas e a utilizagdo da biomassa

gerada na obtencédo de energia renovavel (biocombustiveis) (BENEMANN, 1997).

De todos os organismos fotossintéticos, as microalgas sdo 0s maiores usuarios
de CO, e podem fixar grandes quantidades deste composto. Comparado as arvores,
que tem capacidade de fixacdo de CO, estimada em cerca de 1 t.ha*.ano™, podendo
chegar a 3,5 t.hat.ano™ em florestas tropicais (OTSUKI, 2001), o uso da microalga
Spirulina é vantajoso, pois esta pode fixar 6,3 t.ha™.ano™, alcancando 16,2 t.ha*.ano™

em regides tropicais, que constituem a maior parte do Brasil (HENRIKSON, 1994).
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As microalgas, ao utilizarem o CO,, se multiplicam e produzem uma série de
componentes, o carbono orgénico gerado fornece o esqueleto carbbnico para a
biossintese de compostos mais complexos como as proteinas e lipidios, além de ser
fonte de energia metabdlica, que move todos os processos bioquimicos (LEHNINGER
et al.,, 1995). Os acidos graxos e proteinas produzidos podem ser extraidos,

beneficiando o aproveitamento da biomassa.

Otsuki (2001) projetou um sistema de biofixacdo de CO, através de cultivos
intensivos de microalgas em fotobiorreatores de placas, determinando um balanco
positivo para a fixacdo de CO, e para o consumo energético do sistema e a producao
de energia a partir da sintese bioquimica.

Doucha (2005) utilizou o gas de combustdo de usinas termelétricas para o
cultivo da microalga Chlorella em sistemas abertos. Este autor relatou que, do total do
CO; injetado nos cultivos 51% n&o foi absorvido pelo sistema e outros 10,3% foram
perdidos secundariamente durante o tempo de cultivo, sendo entdo perdidos para a
atmosfera. Sendo assim, apenas 38,7% do total injetado no cultivo foi disponibilizado
para o consumo microalgal. Embora a eficiéncia de absorgéo do sistema néo tenha
sido alta o objetivo de reduzir as emissdes de CO, na geracgéo térmica de energia foi
alcangcado. Quando comparados, cultivos com gases de combustdo e CO, comercial,
as produtividades foram equivalentes. A presenca de NOx n&o inibiu o crescimento,

indicando que esta substancia pode ser utilizada como nutriente no meio decultivo.

Yun et al. (1997) utilizaram &guas residuérias no cultivo de Chlorella vulgaris
para a biofixacdo de CO, proveniente de usinas de geracao térmica de energia. Os
cultivos atingiram taxas de fixacdo de CO, de 26 g CO,.m™>.h*, além da fixacdo do
CO2 proveniente do gas de combustao a cultura microalgal promoveu uma remocao
da aménia presente no meio (4gua residuéria) em uma taxa de 0,92 g NH; m2.h™,
desta forma, o emprego de aguas residuarias nos cultivos reduziria os custos do

processo e as emissdes com efluentes de processos industriais.

As propostas iniciais deste conceito das microalgas para a o consumo do CO,
e da conversdo da biomassa em biocombustiveis datam de cinquenta anos e foi
desenvolvida experimental e conceitualmente por Golueke e Oswald (1959). A idéia
inicial era de grandes lagoas de crescimento localizadas proximas a usinas
termelétricas, com a biomassa convertida a metano pela digestdo anaerébia. Aguas

residudrias (que contém N, P e outros nutrientes) seriam utilizadas para reciclar a
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agua das lagoas de cultivo intensivo de microalgas, juntamente com o CO, do

processo de geracdo de energia.

O diéxido de carbono requerido para a producdo de biomassa algal pode ser
provido por uma variedade de fontes incluindo residuos orgéanicos, digestores ou
gases de combustdo provenientes de qualquer combustivel de origem féssil ou néo,
ou qualquer outro tipo de diéxido de carbono gerado a partir de processo industrial
(BENEMANN et al., 1978).

Em todos os casos, o dioxido de carbono deve estar disponivel na forma de
rejeito ou co-produto ou a muito baixo custo. Qualquer gas de combustdo deve conter
aproximadamente 10% de dioxido de carbono, com significantes quantidades de NO
e SO,, e outros poluentes. O efeito de tais poluentes sobe o crescimento algal é ainda
incerto , no entanto, o procedimento de carbonatacdo pode ser benéfico, eliminando
alguns destes poluentes do gas. Para uma planta de producdo muito grande a fonte de
carbono deve estar localizada préxima aos tanques de cultivo, preferencialmente
centralizada, a fim de gerar o menor custo de tubulagdes de distribuicdo (BENEMANN
et al., 1978).

Em sistemas de producdo de biomassa algal o requerimento de carbono é
usualmente suprido através de CO,, continua ou intermitentemente (GRIMA et al.
1999) seguido de um inicial suprimento de bicarbonato de sédio 0,2 M no comumente
utilizado meio Zarrouk (VONSHAK & RICHMOND, 1988). A eficiéncia maxima de
conversao de CO2 em biomassa obtida em reatores comerciais de Spirulina é de,
aproximadamente, 80%. Esta alta eficiéncia pode ser obtida em unidades
relativamente pequenas de operacédo (0,1 — 0,2 ha), nos quais um monitoramento e
controle exato do sistema pode ser realizado. Na maioria das plantas de producao,
onde um sistema de carbonatacdo € utilizado para grandes tanques (0,3 — 0,5 ha),
menores eficiéncias sdo obtidas. Quando Spirulina cresce em niveis de pH maiores
que 9,6, parte do requerimento de carbono € suprido pelo CO, atmosférico
(VONSHACK & RICHMOND, 1988).

Transferir carbono até as algas é o maior problema no projeto de sistemas de
cultivos de biomassa. Diferentemente das fermentacdes tipicas, as quais possuem
uma produtividade média de 15 g.L™.h™, o cultivo de microalgas possui 500-1000
vezes menores taxas de produtividade (BENEMANN et al., 1978).
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A transferéncia de CO, para 0 meio de cultivo é um fator que vem ganhando
atencdo em estudos na area da quimica e da engenharia bioquimica. Teorias e
correlagbes experimentais estdo bem desenvolvidas. No entanto, elas fornecem
apenas estimativas aproximadas e/ou relativas de taxas de transferéncia. Na andlise
final, estas taxas devem ser empiricamente determinadas a partir de protétipos e
pilotos. Isto € especialmente verdade para a carbonatacdo de tanques abertos (open
ponds), onde ocorréncias de superficies irregulares sdo freqlentes devido a
turbuléncia, vento e bolhas. Estes distarbios podem provocar um efeito significativo na
transferéncia de gas em tanques (BENEMANN et al., 1978).

Durante a producdo de biomassa microalgal em um sistema gas-liquido, se o
modo de operacdo com respeito ao meio de cultura € ignorado, as cinéticas de
suprimento de CO, (na zona de aeracdo) podem ser consideradas como em um reator
bem agitado de vazdo continua. Em tais sistemas, uma fase descontinua de bolhas de
gas move-se através da fase continua liquida. Culturas algais aeradas podem ser
entdo, consideradas como coluna de bolhas (bubble columns). A aeracdo/agitacdo das
colunas de borbulhamento pode ser descrita de dois pontos de vista: a transferéncia
de um gas dissolvido a partir de bolhas de gas até o meio de cultura e a utilizagdo
biol6gica do gés pelos microrganismos. Uma série de processos fisicos e fisiologicos
esta inserida na demanda de gas pelos microrganismos, onde a transferéncia a partir
das bolhas de gas é um processo puramente quimico ou fisico, dependendo da
situacdo. De acordo com as teorias da penetracdo e da camada limite, estas
resisténcias a transferéncia estdo localizadas nas finas camadas adjacentes as

interfaces entre as duas fases (TALBOT et al., 1990).

A explicagdo mais simples para 0 mecanismo de transferéncia de gas é dado
pela teoria do duplo-filme. De acordo com esta teoria, existem dois filmes, um liquido e
um gasoso, na interface gas-liquido a qual promove maior parte da resisténcia a
passagem das moléculas de gas do seio da fase gasosa ao da fase liquida. Para
gases de alta solubilidade na fase liquida, por exemplo, absorcdo de SO, em agua, a
principal resisténcia a absorcao é aquela oferecida pelo filme gasoso. Para gases de
baixa solubilidade na fase liquida, por exemplo, absor¢cdo de oxigénio e CO, em
solucdes aquosas, o0 qual é o caso em estudo neste trabalho, a resisténcia é limitada
pelo filme liquido. Para gases de solubilidade intermediaria, ambos os filmes podem

oferecer resisténcia significativa (RAMALHO, 1983).

Para gases com baixa solubilidade, tal como O, e CO,, a constante de Henry

(H) é grande, assim, a transferéncia é basicamente controlada pela resisténcia do lado
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liguido. Assim, o coeficiente global volumétrico de transferéncia de massa (k.a), pode
ser considerado igual ao coeficiente volumétrico de transferéncia de massa da fase
liguida (TALBOT et al., 1990).

Idealmente, as taxas de transferéncia de CO,, assim como nha transferéncia de
0,, devem ser medidas em reatores bioldgicos, 0os quais incluem a concentracdo de
nutrientes e a populagéo celular de interesse. No entanto, os cuidados com o indculo,
contaminacbes e as interferéncias destes fatores sobre o valor do k,a tornam esta
pratica inconveniente. Consequentemente, uma estratégia comum € a utilizacdo de
sistemas sintéticos 0s quais aproximam as condicdbes do biorreator sem as
complicacbes de uma cultura viva. Em tais aproximacdes, o principal objetivo é
elucidar a dependéncia do K a na hidrodinamica (BAILEY & OLLIS, 1986).

O projeto e as metodologias para a ampliagdo de escala de fotobiorreatores
(painéis ou tubulares) continuam necessitando de atencdo em pesquisa e
desenvolvimento (GRIMA, 1999). Quanto ao suprimento de carbono, a minimizacéo
das perdas de CO, é o fator que deve receber maior atencdo (WEISSMAN et al.,
1988).

Para reatores tipo open-ponds (raceway) alguns modelos foram desenvolvidos
para prever alteragbes decorrentes dos fendbmenos de transferéncia de massa em
sistemas de culturas algais (LIVANSKY, 1990, 1982; LIVANSKY & BARTOS, 1986;
MARKL & MATHER, 1985)

Talbot et al. (1991) concluiram que as condic¢6es fisico-quimicas apresentadas
em meios de cultura de biomassa algal (presenca de OH", H,O e NH3) ndo afetam
significativamente no coeficiente de transferéncia de massa de CO,, podendo suas
reacOes ser negligenciadas. Sendo assim, determinou que o coeficiente volumétrico
de transferéncia de massa de CO, k aco, pode ser calculado a partir do k ap, através

de um fator de correcéo envolvendo a difusividade em agua de ambos os gases.

4.4, Spirulina

Spirulina € uma cianobactéria da familia das Oscillatoriaceae, contendo
filamentos helicoidais multicelulares podendo variar ter de 50-300 pm de comprimento
e 10 um de diametro (VONSHAK et al., 1982). Sua biomassa apresenta alto valor
nutricional e é objeto de diversos estudos cientificos (VONSHAK, 1997; FOX,1993;
RICHMOND, 1990). Possui ainda o certificado GRAS (Generally Recognized As Safe)
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concedido pelo FDA (Food and Drug Administration), o qual garante a sua utilizacédo
como alimento. A Tabela 4.2 apresenta a composicdo da biomassa de algumas

espécies de microalgas.

Tabela 4.2 Composicdo da biomassa de algumas espécies de microalgas

Espécie Proteinas Carboidratos Lipidios ACId_OS
Nucléicos
Scenedesmus obliquus 50-56 10-17 12-14 3-6
Scenedesmus quadricauda a7 - 1.9 -
Scenedesmus dimorphus 8-18 21-52 16-40 -
Chlamydomonas
rheinhardii 8 u 21 '
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22 4-5
Chlorella pyrenoidosa 57 26 2 -
Spirogyra sp. 6-20 33-64 11-21 -
Dunaliella bioculata 49 4 8 -
Dunaliella salina 57 32 6 -
Euglena gracilis 39-61 14-18 14-20 -
Prymnesium parvum 28-45 25-33 22-38 1-2
Tetraselmis maculata 52 15 3 -
Porphyridium cruentum 28-39 40-57 9-14 -
Spirulina platensis 46-63 8-14 4—9 2-5
Spirulina maxima 60-71 13-16 6-7 3-4,5
Synechococcus sp. 63 15 11 5
Anabaena cylindrica 43-56 25-30 4-7 -

Fonte: BECKER, (1994).

Dentre as vantagens de se cultivar Spirulina destaca-se a sua capacidade de
duplicar a sua biomassa em 2 a 5 dias, além de possibilitar a obtencdo da mesma
guantidade de proteina que as culturas tradicionais em areas muito menores,
conforme apresentado na Tabela 4.3. Outra vantagem dos cultivos de Spirulina frente
as culturas tradicionais é a quantidade de &gua utilizada. Segundo Bu’Lock e
Kristiansen (1991) o cultivo de S. platensis utiliza somente 33% da agua requerida
para o cultivo do soja, para obter a mesma quantidade de proteina, ou 2% da agua
requerida para a obtencdo da mesma quantidade de proteina bovina. A Tabela 4.3

apresenta a produtividade de algumas fontes de proteina.
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Tabela 4.3 Produtividade de diferentes fontes de proteina

Fonte de Proteinas Producéo (kg.ha™.ano™)
Carne 60
Leite 100
Milho 805
Soja 1170
Chlorella 15700
Spirulina (Arthrospira) 24300

Fonte: HENRIKSON (1994)

Além das caracteristicas apresentadas pela sua biomassa, Spirulina é capaz
de fixar dioxido de carbono em taxas elevadas e em biorreatores de diferentes
configuracdes. Estudos anteriores demonstraram que esta microalga possui diversas
vantagens frente aos microrganismos estudados até o momento, tanto pela sua
velocidade de crescimento quanto pelas condicbes que é capaz de suportar e que
favorecem o processo de biofixagdo de dioxido de carbono (MORAIS & COSTA,
2007).
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5. DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

5.1 Artigo 1. Cinética de Crescimento Microalgal: Illumindncia como Fator

Limitante

RESUMO

A fixac@o biolégica de dioxido de carbono por microalgas € considerada a melhor
forma de fixar CO,. Dentre os microrganismos utilizados destaca-se Spirulina platensis
devido as suas altas taxas de fixacdo de CO, e variedade de aplicagbes da biomassa
gerada. A aplicacdo de modelos e simulacdes pode auxiliar na previsao de custos e na
escolha das condic¢des ideais de cultivo. Este trabalho teve como objetivo etsabelecer
um modelo cinético no qual a ilumindncia é o fator limitante para o crescimento da
microalga Spirulina platensis. A fim de validar o modelo proposto foi utilizada a
microalga S. platensis, cultivada em meio Zarrouk modificado (NaHCO; 1,0 g.L™), em
biorreator aberto tipo raceway de 200L, mantido a 30°C, sob iluminag&o natural. A
concentragdo celular variou de 0,19 a 0,34 g.L* e a velocidade especifica de
crescimento celular obtida a partir da regressdo exponencial das curvas de
crescimento de cada periodo iluminado variou de 0,55 a 0,59 d™*. O modelo proposto
gerou dados estimados satisfatérios (r>=0,97). De acordo com os dados obtidos 16,2%

da biomassa é consumida durante o periodo néo iluminado.
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ABSTRACT

The fixation of carbon dioxide by microalgae is considered the best way to fix CO,.
Among the microorganisms used Spirulina platensis stands out because of its high rate
of CO, fixation and variety of biomass applications. The application of models and
simulations can help to predict costs and choice of ideal growing conditions. This study
aimed to establish a kinetic model in which the illuminance is the limiting factor for the
growth of Spirulina platensis. In order to validate the proposed model microalga S.
platensis was cultivated in modified Zarrouk (NaHCO; 1.0 gL™), in a 200L open
raceway type bioreactor, maintained at 30°C under natural lighting. The cell
concentration ranged from 0.19 to 0.34 gL™ and the specific cell growth rate obtained
from regression of the exponential growth curves from each illuminated period ranged
from 0.55 to 0.59 d-1. The proposed model has generated satisfactory estimated data
(r* = 0.97). According to the data obtained 16.2% of the biomass is consumed during

unlighted.
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INTRODUCAO

Tecnologias para o cultivo microalgal tém sido estudadas durante as Ultimas
décadas no contexto da mitigacdo das emissdes de gases de efeito estufa. A fixacédo
biol6gica de di6xido de carbono por microalgas crescendo em condi¢gdes ambientais é
considerada a melhor forma de fixar CO,, devido ao fato de a utilizagdo da energia
solar ser maior do que em plantas terrestres, as quais desempenham sua maxima

capacidade fotossintética por um curto periodo (DOUCHA et al., 2005).

Dentre os microrganismos utilizados em estudos de biofixacdo de diéxido de
carbono destacam-se as cianobactérias fotoautotroficas, como Spirulina platensis, as
quais permitem mais répida fixacdo de CO, do que organismos eucaridticos. S.
platensis é uma cianobactéria filamentosa capaz de formar colénias em aguas
superficiais tropicais ou sub-tropicais contendo altos niveis de carbonatos e
bicarbonatos (BINAGHI et al., 2003).

A biomassa gerada no processo de fixagdo de CO, possui caracteristicas
fisico-quimicas que Ihe atribuem elevado potencial de aplicabilidade, podendo ser
utiizada na alimentacdo humana ou animal (FOX, 1993), para a extracdo de
biocompostos (MINKOVA et al., 2003) e para a obtencdo de biocombustiveis (MIAO E
WU, 2006). Spirulina é a microalga mais estudada com reconhecida habilidade para
fixar carbono inorganico (TOMASELLI, 1993). Esta microalga destaca-se por possuir o
certificado GRAS (Generally Recognized As Safe) concedido pelo FDA (Food and
Drug Administration), o que garante seu uso como alimento e farmaco. Sua biomassa
apresenta alto conteldo de proteinas (64 — 74%), acidos graxos poliinsaturados,
pigmentos e vitaminas (COHEN, 1997; BECKER, 1981).

Diversos modelos tem sido propostos para relacionar a cinética de crescimento
microalgal com a concentragdo de substrato limitante e a iluminancia (ZHANG et al.,
1999). Dentre os modelos cinéticos utilizados destaca-se o modelo descrito por Monod
(MONOD, 1949), apresentado na Equacgédo 5.1.1.

% = X *e” Equacgéo 5.1.1
S
ﬂ::m—i:s Equac&o 5.1.2
S
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A cinética de Monod vem sendo amplamente aplicada em processos
biotecnol6gicos. No entanto, o efeito inibitério provocado por fatores limitantes sobre

0s parametros cinéticos foi evidenciado no estudo de Andrews (1968).

Este trabalho teve como objetivo estabelecer um modelo cinético no qual a

lluminancia é o fator limitante para o crescimento da microalga Spirulina platensis.

MATERIAL E METODOS

Microrganismo e condi¢cdes de cultivo

Foi utilizada a microalga Spirulina platensis, cultivada em meio Zarrouk
(ZARROUK, 1966) modificado (NaHCO; 1,0 g.L™"). Os cultivos foram realizados em
biorreatores abertos tipo raceway de 200 L, mantidos a 30°C e sob iluminac&o natural.
O indculo foi previamente filtrado e lavado para remog¢do do NaHCO; proveniente da
sua propagacéo (realizada em meio Zarrouk padréo, 16,8 g.L™* NaHCO3). O CO; foi
injetado no meio a uma vaz&do especifica de 0,05 min™ durante 1 min a cada 1 h da

fase clara (definida como o periodo diario entre 8 e 17 h).
Determinacdo dos parametros cinéticos

A concentracdo de biomassa foi determinada pela relacdo do peso seco com a
densidade 6ptica dos cultivos a 670 nm (COLLA et. al., 2007). A velocidade especifica
de crescimento celular (u) foi determinada a partir do coeficiente de regressdo

exponencial da curva de crescimento celular.
Obtencédo do modelo

O equacionamento proposto foi estabelecido a partir dos parametros cinéticos

obtidos experimentalmente a cada periodo iluminado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 5.1.1 apresenta a intensidade luminosa incidente sobre os cultivos em
funcdo do tempo de cultivo e a Figura 5.1.2 apresenta a concentracdo celular em

funcéo do tempo de cultivo.
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Figura 5.1.1: llumin&ncia em fun¢do do tempo de cultivo
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Figura 5.1.2: Crescimento celular de S. platensis em func¢édo do tempo de cultivo

A cinética de crescimento exponencial convencionalmente utilizada leva em
consideracdo os periodos de crescimento e decréscimo da concentracao celular. A
Figura 5.1.2 apresenta o crescimento celular e a curva de ajuste exponencial dos
pontos que contemplam todo o periodo avaliado (u=0,10 d™). Estes valores est&o de
acordo com os resultados obtidos em estudos anteriores por Morais e Costa (2007) e
Costa et al. (2002). No entanto, analisando o comportamento cinético dos cultivos a
cada dia, observa-se que o crescimento celular ocorre em uma velocidade superior a

estimada pela regressdo exponencial dos pontos amostrais de todo o periodo do
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experimento. A Figura 5.1.3 apresenta as curvas de crescimento obtidas durante

periodos iluminados.
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Figura 5.1.3: Crescimento celular de S. platensis em fun¢édo do tempo de cultivo

Na Figura 5.1.3 sdo apresentadas quatro curvas de crescimento celular
geradas em periodos iluminados distintos. As velocidades especificas de crescimento
celular (p) obtidas variaram de 0,55 a 0,59 d™* e a concentrac&o celular variou de 0,19
a0,349.L"

Chanawongse et al. (1994) estudaram a produtividade de cepas de Spirulina
platensis sob condi¢des naturais ilumindncia. Estes autores observaram que a

velocidade especifica de crescimento celular aumentou desde o periodo da manha,
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atingindo valores méaximos na ordem de 0,037 h* (0,88 d%), e ao final da tarde

apresentou uma reducéo para 0,011 h™ (0,26 d*).

Zhang et al. (1999) estudaram o efeito da iluminancia sobre a velocidade
especifica de crescimento e a concentracdo de ficocianina em cultivos de Spirulina
platensis. Estes autores verificaram que ocorreu um aumento na velocidade especifica
de crescimento quando a iluminancia passou de 0,5 para 2 kIx, se mantendo estavel

quando a iluminancia variou de 2 para 4 kix.

Considerando que ndo existe limitagdo de nutrientes, que apenas a iluminancia
é fator limitante para o crescimento celular e adotando valores conhecidos de Pmax

(velocidade especifica maxima de crescimento celular), chega-se a Equacao 5.1.3.

It KI 5
* - 1p * Equacédo 5.1.3

M=z "
max
I,[+KI It+KI

Na Equacéo 2, K, é a iluminancia necesséria para que se obtenha metade da
velocidade especifica maxima de crescimento, I; é a iluminancia e pp € a velocidade

especifica maxima de decréscimo da concentragdo celular

Substituindo p na Equacéo 5.1.1 chega-se a Equagéo 5.1.4.

| K
dX ﬂméx*it’,uD* +I *t
P X *e[ o L K'J Equacdo 5.1.4

A Figura 5.1.4 apresenta os dados gerados a partir da Equacdo 5.1.4 e os

dados obtidos experimentalmente em fung&o do tempo.
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Figura 5.1.4: Crescimento celular em funcdo do tempo (valores preditos pelo modelo,

linha continua e observados, circulos pretos)

A Figura 5.1.5 apresenta os valores preditos pelo modelo proposto em fungéo

dos valores observados experimentalmente
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Figura 5.1.5: Valores preditos em funcdo dos valores observados experimentalmente

para a concentracdo celular em fungéo do tempo

A partir da analise da Figura 5 observa-se que o equacionamento proposto
gerou dados satisfatérios para sua validacéo (r?=0,97). De acordo com a simulag&o
gerada a partir do modelo cinético proposto 16,2% da biomassa € consumida durante
0 periodo nédo iluminado. O consumo noturno da biomassa foi reportado por Torzillo et
al. (1991).
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CONCLUSOES

Nos cultivos ndo iluminados continuamente a cinética de crescimento celular
pbde ser descrita como uma funcdo da ilumindncia. Os parédmetros cinéticos
determinados para cada periodo iluminado foram superiores aqueles determinados a
partir de curvas que consideram periodos iluminados e ndo iluminados. As velocidades
especificas de crescimento celular (i) obtidas variaram de 0,55 a 0,59 d*. De acordo
com os dados gerados a partir do modelo proposto 16,2% da biomassa é consumida
durante o periodo ndo iluminado. O modelo cinético proposto é uma ferramenta que
pode ser utilizada no dimensionamento de processos de biofixacdo utilizando

microalgas.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANDREWS, J. F., A mathematical model for continuous culture of
microorganisms utilizing inhibitory substrates. Biotechnology and Bioengeering,
10, 707 - &, 1968.

BECKER E. W. Algae mass cultivation, production and utilization. Process
Biochem. 16, 10-14, 1981.

BINAGHI, L. ; DEL BORGHI, A.; LODI, A.; CONVERTI, A.; DEL BORGHI, M. Batch
and fed-batch uptake of carbon dioxide by Spirulina platensis. Process Biochem.
38, 1341-1346, 2003.

CHANAWONGSE, L.; LEE, Y. K.;BUNNAG, B.; TANTICHAROEN, M. Productivity of
the cyanobacterium Spirulina platensis in cultures using sunlight, Bioresearch
Tchnology, 48, 143 — 148, 1994.

COHEN Z. The chemicals of Spirulina. In: Vonshak A. ed. Spirulina platensis
(Arthrospira): Physiology, Cell Biology and Biotechnology. Taylor and Francis;
London, 175-204, 1997.

COLLA, L. M., FURLONG, E. B., COSTA, J. A. Antioxidant properties os Spirulina
(Arthospira) platensis cultivated in different temperatures and nitrogen regimes
Brazilian Archives of Biology and Technology, 50, 161 — 167 (2007)

31



COSTA, J. A. V., COLLA, L. M., FILHO, P. D, Spirulina platensis growth in open
ponds using fresh whater supplemented with carbon, nitrogen and metal ions, Z.
Naturforsch, 58, 76 — 80, 2002.

DOUCHA, J.; STRAKA, F.; LIVANSKY, L. Utilization of flue gas for cultivation of
microalgae (Chlorella sp.) in an outdoor open thin-layer photobioreactor. J. Appl.
Phycol 17, 403-412, 2005.

FOX, R. D. Health benefits of Spirulina and proposal for a nutrition test on
children suffering from Kwashiorkor. In: Spirulina Algue de Vie — Bulletin de Institut

Océanographique, Monaco, 12, 1993.

MIAO, X.; WU, Q. Biodiesel production from heterotrophic microalgal oil
Bioresour. Technol. 97, 841-846, 2006.

MINKOVA, K. M.; TCHERNOV, A. A.; TCHORBADJIEVA, M. |.; FOURNADJIEVA, S.
T.; ANTOVA, R. E.; BUSHEVA, M. C. H. Purification of C-phycocyanin from
Spirulina (Arthrospira) fusiformis J. Biotechnol. 102, 55-59, 2003.

MONOD, J. The Growth of Bacterial Cultures Annu. Rev. Microbiol., 3, 371 — 394,
1949.

MORAIS, M. G.; COSTA, J. A., Biofixation of carbon dioxide by Spirulina sp. and
Scenedesmus obliquus cultivated in a three-stage serial tubular photobioreactor
J. Biotechnol., 3: 439 — 445, 2007.

TOMASELLI, L.; GIOVANNETTI, L.; TORZILLO, G. Physiology of stress response
in Spirulina spp., Bulletin de I'Institut Océanographique, Monaco, 12, 63, 1993.

TORZILLO, G.; SACCHI, A;MATERASSI, R. Effect of temperature on yield and
night biomass loss in Spirulina platensis grown outdoors in tubular
photobioreactors, Journal of Applied Phycology, 3, 103 — 109, 1991.

ZARROUK, C. — Contribution a I'étude d'une cyanophycée. Influence de divers
facteurs physiques et chimiques sur la croissance et photosynthese de Spirulina

maxima geitler. Ph.D. Thesis, Université de Paris, 1966.

32



5.2 Artigo 2: Relacgéo entre a injecao e transferéncia de CO, e o pH do Meio

RESUMO

De todos os organismos fotossintéticos, as microalgas sdo 0s maiores usudrios de
CO; e podem fixar grandes quantidades deste composto. Em sistemas de producéo de
biomassa algal o requerimento de carbono é usualmente suprido através de CO,,
continua ou intermitentemente. As concentragdes relativas das espécies de carbono
inorganico determinam o pH e, em contrapartida, sdo determinadas pelo pH do meio.
Este trabalho teve como objetivo estabelecer uma relacdo entre a variacdo da
concentracdo de CO, e o pH do meio e validar o equacionamento proposto para a
transferéncia de CO, durante o suprimento deste gas no meio liquido em um processo
de biofixagdo de didxido de carbono, em biorreator aberto tipo raceway, provido de
sistema de inje¢cdo de didxido de carbono. Os experimentos foram conduzidos em
biorreator aberto tipo raceway de 200 L, no qual foi empregado um sistema de inje¢éo
de gases onde ar enriquecido com 12% no meio a uma vazao especifica de 0,05 min™.
Foi estabelecido um equacionamento para determinar a variacdo do pH a partir da
variagdo da concentracdo de CO, do meio. Os dados obtidos a partir do
equacionamento proposto foram satisfatoriamente explicados pelos dados obtidos

experimentalmente (r*=0,90).
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ABSTRACT

In all of the photosynthetic organisms, microalgae are the largest users of CO, and can
fix large amounts of this compound. In systems of algal biomass production the
required CO, is usually supplied using CO, continuously or intermittently. The relative
concentrations of inorganic carbon species determine the pH and, in turn, are
determined by the pH. This study aimed to establish a relationship between the change
in CO, concentration and pH of the medium and validate the proposed equation for the
transfer of CO, in the supply of this gas in the liquid medium in a biofixacdo carbon
dioxide biofixation process in open raceway type bioreactor provided with an CO,
injection system. The experiments were conducted in a 200 L open raceway type
bioreactor, which a gas injection system was used where air enriched with 12% with a
specific flow rate of 0.05 min™. An equation was established to determine the change in
pH from varying the concentration of CO, the medium. The data obtained from the
equation proposed been satisfactorily explained by the experimentally obtained data
(r*=0.90).
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INTRODUCAO

O crescimento fotoautotréfico de microalgas requer o suprimento de CO, como
fonte de carbono. Ao mesmo tempo, o suprimento de CO, contribui para o controle do
pH da cultura. Andlises quimicas da biomassa demonstram que a biomassa microalgal
contém de 40 a 50% de carbono, o0 que sugere que aproximadamente 1,5 a 2,0 kg de
diéxido de carbono sdo necessérios para produzir 1,0 kg de biomassa (SOBCZUK et
al., 2000).

A transferéncia de CO, para 0 meio de cultivo € um fator que vem ganhando
atencdo em estudos na area da quimica e da engenharia bioquimica. Teorias e
correlagbes experimentais estdo bem desenvolvidas. No entanto, elas fornecem
apenas estimativas aproximadas e/ou relativas de taxas de transferéncia. Na analise
final, estas taxas devem ser empiricamente determinadas a partir de protétipos e
pilotos. Isto € especialmente verdade para a carbonatacdo de tanques abertos (open
ponds), onde ocorréncias de superficies irregulares sdo freqlientes devido a
turbuléncia, vento e bolhas. Estes distlrbios podem provocar um efeito significativo na
transferéncia de gases em tanques (BENEMANN et al., 1978).

A explicacdo geralmente utilizada para o mecanismo de transferéncia de gés é
a teoria do duplo-filme. De acordo com esta teoria, existem dois filmes, um liquido e
um gasoso, na interface gas-liquido a qual promove maior parte da resisténcia a
passagem das moléculas de gas do seio da fase gasosa ao da fase liquida. Para
gases de alta solubilidade na fase liquida, por exemplo, absorcdo de SO, em agua, a
principal resisténcia a absorcao é aquela oferecida pelo filme gasoso. Para gases de
baixa solubilidade na fase liquida, por exemplo, absor¢cdo de oxigénio e CO, em
solucdes aquosas, a resisténcia é limitada pelo filme liquido. Para gases de
solubilidade intermediaria, ambos os filmes podem oferecer resisténcia significativa
(RAMALHO, 1983).

As reagfes quimicas predominantes no meio de cultivo utilizado para obtencéo

de biomassa microalgal sdo apresentadas abaixo:
CO, +OH ™ «*»HCO;

CO, + H,0«X>HCO; +H"

HCO; +OH™ «*-5C0Z +H,0
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HCO; «*—>CO% +H*

H,0«*>H"+0H"

A relagdo entre as espécies quimicas de carbono inorganico e o pH do meio

pode ser expressa pelas constantes de dissociacdo K; e K,, apresentadas nas

Equacdes 5.2.1 e 5.2.2.

H*™-HCO;
Kj=—F—
H,CO,
H + . -2
K, =H €O
HCO,

Onde, conforme Carmouze (1994):

K, =4,4361x10""

K, =4,6881x10™

1
oy =
1+(K1]+K1K22
H* H+*
1
o) = "
14| 2| R
K, *
o 1
2 2
1+ H +H
KlKZ K2
CO, = *CT
HCO; =«, *CT
CO;% =a, *CT

Equagéo 5.2.1

Equacédo 5.2.2

Equacédo 5.2.3

Equacdo 5.2.4

Equagéo 5.2.5

Equacgéo 5.2.6

Equacédo 5.2.7

Equacdo 5.2.8
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Onde CT, é a concentragdo total de carbono inorganico no meio

(HCO; ,H,C0,,C0;% e CO,)
3 2 3 3 2

Tanto na conversdo de bicarbonato quanto de carbonato a CO,, ocorre
producao de OH’, aumentando o pH do meio. Por este motivo, em um cultivo intensivo
de microalgas, ndo é possivel atingir-se consumo total do substrato presente no meio
sem correcdo do pH, visto que o mesmo atingiria valores préximos a 14, inibindo o
crescimento das microalgas (RICHMOND, 1990).

Este trabalho teve como objetivo estabelecer uma relacdo entre a variacdo da
concentracdo de CO, e o pH do meio e validar o equacionamento proposto para a
transferéncia de CO, durante o suprimento deste gas no meio liquido em um processo
de biofixacdo de di6xido de carbono, em biorreator aberto tipo raceway, provido de

sistema de injecao de dioxido de carbono.
MATERIAL E METODOS
Sistema de suprimento de CO,

As determinacdes do coeficiente global de transferéncia de CO, (k.aco,) foram
realizadas em biorreator aberto tipo raceway (2,50 x 0,70 x 0,40 m), com volume (til
de 200 L, no qual foi empregado um sistema de injecdo de gases (Figura 5.2.1) onde
ar enriquecido com 12% de CO, foi injetado no meio a uma vazao especifica de 0,05
min™. Este sistema foi utilizado a fim de proporcionar a distribuicdo homogénea da
massa de gas a ser transferida ao meio liquido, através de uma tubulacdo provida de

difusores de material sinterizado ao longo do fotobiorreator.
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Figura 5.2.1: Sistema de suprimento de CO,

A determinacédo do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (k.a oy)
foi realizada de acordo com a metodologia proposta por Schmidell (2001). O método
baseia-se na redugdo da concentracdo de oxigénio dissolvido através da adigdo de
sulfito de sodio (Na,SO3). Posteriormente é realizada a inje¢éo de ar nas condi¢des a

serem avaliadas e acompanha-se a medida da concentragédo de oxigénio dissolvido

A determinacdo do coeficiente volumétrico de transferéncia de didéxido de
carbono (kaco,) foi realizada de acordo com a metodologia proposta por Talbot
(1990). Este autor determinou a relacdo entre o kiacoz € 0 kiao, através da Equacao
5.2.9.

Do,

Dco2

kKiago, =k ag, * Equacédo 5.2.9

Determinacfes analiticas
O pH foi determinado com pHmetro digital (QUIMIS Q400H, Brasil).

As medidas da concentracdo de oxigénio dissolvido foram conduzidas através
de um medidor de oxigénio dissolvido (ORION modelo 510A, USA) a 25°C.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolando H* na Equagéo 5.2.10:

H*.HCO;
Kj=— - Equacéo 5.2.10
H,CO,

Onde:

HCO; =, *CT Equacédo 5.2.11
Na qual:

1 ~

o) = Equacdo 5.2.12

Relacionando a variagdo do pH com a variagdo da concentragdo de CO, no

meio (através das equacdes das constantes de equilibrio), considerando que a

concentracdo de HCO; n&o varia significativamente a cada intervalo de tempo e que

HZCOS* representa a soma da concentracdo de CO, e H,COs; sendo que a
concentracdo de CO, é, aproximadamente 250 vezes maior que a de H,CO;
(Carmouze 1994), sendo assim, H2C03* foi considerado como a concentragdo de CO,

no meio liquido. Assim, substituindo o lado direito das Equagfes 5.2.11 e 5.2.12 na

Equacdo 5.2.10 chega-se a Equacéo 5.2.13:

K, * (CO, —COJ)

H =Hg + Equacédo 5.2.13

* CT,

H+
(1+ 0 j+Ki
Ky ) Hy

Considerando que, durante a injecdo de CO, no meio liquido o balanco de
massa para este componente pode ser dado pela Equacédo 5.2.14, foram plotados os

valores de CO, em func¢éo do tempo (Figura 5.2.2).

dco, _ kla- (CO5* - CO,) Equac&o 5.2.14
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Onde:

k.a =96 d™* (determinado experimentalmente)

C02Sat - Concentracao de CO, na saturacdo com a fase gasosa que representa partes

de CO, em partes de H,O (Perry, 1999.)

X M
COZSM:( co, ]*[ Coz] Equacédo 5.2.15

Xcoo - Fragéo molar de CO, no meio saturado

Pco,

Xcoz = Equacéo 5.2.16

H co,
Pco, - Pressao parcial de CO, no meio saturado (atm)
Hco, - Constante de Henry para CO, a temperatura do meio (atm™)
M ¢o, - Massa molar do CO, (44)

M,, - Massa molar da agua (18)

0,002

0,0015

0,001

CO, (mol.L)

0,0005

&
g
o
0

0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

Tempo de injegao (d)

Figura 5.2.2: Concentragdo de CO, no meio em funcdo do tempo
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A fim de validar o equacionamento proposto foram plotados os valores de pH
em funcdo do tempo obtidos a partir da Equacdo 5.2.13 e os valores obtidos
experimentalmente, durante a injegdo de CO, no meio. A Figura 5.2.3 apresenta os
valores simulados a partir da Equacéo 5.2.13 e observados experimentalmente para o
pH em funcédo do tempo.

7
6,5 Preditos
Observados
6
I 55
5
4,5 O
. O
0 0,0025 0,0d 0,0 O 0,01

Tempo de illjegéo

Figura 5.2.3: Valores de pH em funcéo do tempo durante o suprimento de CO, no

meio

Grima et al. (1999) estabeleceram um equacionamento para a transferéncia de
CO, em fotobiorreatores tubulares. Estes autores confirmaram a aplicacdo da teoria da
pelicula liquida quando CO, é injetado em agua do mar através de um sistema air-lift
de suprimento de CO..

Talbot et al. (1991) concluiram que as condi¢des fisico-quimicas apresentadas
em meios de cultura de biomassa algal (presenca de OH’, H,O e NH3) ndo afetaram
significativamente no coeficiente de transferéncia de massa de CO,, podendo suas
reacdes ser negligenciadas. Sendo assim, determinaram que o coeficiente volumétrico
de transferéncia de massa de CO; k aco, pode ser calculado a partir do k ap, através

de um fator de correcéo envolvendo a difusividade em agua de ambos os gases.

Putt et al. (2011) desenvolveram uma coluna de absor¢cdo com o objetivo de
absorver 90% do CO, suprido. Estes autores concluiram que os melhores resultados

obtidos (82%) ocorreram em meios contendo baixa alcalinidade (pH 8-9).

A Figura 5.2.4 apresenta os valores preditos pela Equacédo 13 em funcdo dos

valores observados experimentalmente
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Figura 5.2.4: Valores preditos pela Equacgédo 5.2.13 em funcéo dos valores observados

experimentalmente para o pH

A Figura 5.2.5 apresenta valores simulados para pH em fun¢édo do tempo em
diferentes condicdes iniciais de carbono inorgéanico dissolvido total, pH e CO,.

12

10

pH
[e)}

4 H20
2 NaHCO3 0,2M

NaHCO3 0,01M

0 0,01 0,02 0,03 ,
Tempo de injegao (d)

Figura 5.2.5: pH em funcdo do tempo (valores simulados a partir da Equagéo 13)

Para viabilizar o crescimento microalgal em taxas satisfatdrias é necessario
manter o pH dentro da faixa ideal, especifica para cada microrganismo. De acordo
com Benemann et al., (1978) o tamponamento do sistema, com respeito aos sistemas
de injecdo de CO,, depende da faixa de variacdo do pH. A capacidade de
tamponamento encontra-se a um valor minimo em torno de pH 8,3 onde o bicarbonato
€ a espécie dominante. Ele aumenta em ambos acima e a baixo desta regido, porém,

a uma taxa mais elevada na regido acida. Assim, algas que possuem a capacidade de
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crescer em meios com pH entre 6 e 7,5 requerem menos alcalinidade para a mesma
estocagem de carbono. Além disso, a fracdo do carbono total inorganico na forma de
carbonato decresce aproximadamente a um fator de 10 para cada decréscimo de uma
unidade de pH (entre pH de 10 a 7). Por outro lado, a fracdo de CO, decresce 10
vezes com cada incremento no pH nesta faixa, tendendo a minimizar os problemas de

perda de CO, para a atmosfera em pH elevado.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos comprovam que é possivel determinar o comportamento
do pH do meio a partir dos valores de CO2. Em processos de biofixacdo de CO2 a
relac@o entre a variacdo de CO2 e a variagdo do pH do meio possibilita estabelecer o

controle destes fatores.

A determinagéo do coeficiente volumétrico de transferéncia de massa para o
sistema de injecdo de gases utilizado em processos de biofixacdo de CO, pode ser

realizada com base nos valores obtidos para o oxigénio.
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5.3 Artigo 3: Perda de carbono inorganico do meio na forma de CO,

RESUMO

As microalgas consomem, durante seu crescimento, CO, do meio, sendo a reposi¢céo
da fonte de carbono feita através da adicdo de CO, proveniente de correntes gasosas
ou de bicarbonato. Pouca atencdo tem sido dada ao fato de que o meio comumente
empregado para o crescimento de Spirulina € instavel, devido ao fato de possuir uma
pressdo parcial de CO, excedendo a de equilibrio com a atmosfera, causando uma
evasao do CO, do meio para a atmosfera. O objetivo deste trabalho foi estabelecer um
equacionamento para a perda de CO, em biorreatores abertos e aplicar o modelo
estabelecido para a variacdo do pH em funcdo da variacdo da concentracdo de CO,
do meio. Os experimentos foram realizados em reatores tipo raceway de 5 L, em
estufa termostatizada a 30°C, modificado, onde foram adicionadas diferentes
quantidades de NaHCO; (1; 5; e 16,8 g.L™") na auséncia de microrganismos
fotossintetizantes. O objetivo deste trabalho foi estabelecer um equacionamento para a
perda de CO, em biorreatores abertos e aplicar o modelo estabelecido para a variagdo
do pH em funcédo da variacdo da concentracdo de CO, do meio. Os valores gerados a
partir do modelo foram corroborados pelos dados obtidos experimentalmente nas
concentragées de NaHCO; 1 g.L™ (r’=0,92), 5 g.L™ (r*=0,96) e 16,8 g.L™ (r’=0,98)
demonstrando que pode ser aplicado a fim de prever a variagdo na concentracdo de
carbono inorganico e a variagdo do pH no meio durante decorrente da perda de CO..
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ABSTRACT

Microalgae consume, during its growth, CO, from the medium, being the replacement
of the carbon source made by addition of CO, from a gas streams or bicarbonate. Little
attention has been given to the fact that the medium commonly employed for the
Spirulina growth is unstable, due to the fact of having a CO, partial pressure exceeding
the equilibrium with the atmosphere, causing an escape of CO, from the medium to the
atmosphere. The objective of this study was to establish an equation for the loss of
CO; in open bioreactors and apply the model established for the change in pH as a
function of the CO, concentration variation in the medium. The experiments were
performed in a 5 L raceway type reactors, at 30 °C, in modified Zarrouk medium, which
were added different amounts of NaHCO; (1, 5, and 16.8 gL™) in the absence of
photosynthetic microorganisms. The values generated from the model were
corroborated by data obtained experimentally in concentrations of NaHCO; 1 gL*
(r*=0,92), 5 gL (r>=0,96) and 16.8 g.L™* (r>=0,98) demonstrating that can be applied to
predict the change in concentration of inorganic carbon and pH variation in the medium
due to the CO2 loss.
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INTRODUCAO

As microalgas sdo micro-organismos fotossintéticos que podem ser
empregados para capturar dioxido de carbono, contribuindo com a reducdo do efeito
estufa no planeta. A biomassa pode ser utilizada como alimento ou para a producao

de biocombustiveis, entre outras aplicacdes.

Durante a producéo de Spirulina o meio de cultivo geralmente utilizado possui a
composicao fornecida por Zarrouk (ZARROUK, 1966), apresentando o bicarbonato de
sbédio como fonte de carbono, o qual representa 60% do custo total em nutrientes. A
reducdo da concentracéo original 16,8 g.L™* de NaHCOj, tal como descrita por Zarrouk,

€ uma das alternativas para reduzir o custo com nutrientes.

As microalgas consomem, durante seu crescimento, CO, do meio, sendo a
reposicdo da fonte de carbono feita através da adicdo de CO, proveniente de
correntes gasosas ou de bicarbonato. O consumo de CO,, assim como descrito por
Jimenez et al. (1995), € no minimo 2-3 vezes mais alto do que o teoricamente
necessario, calculado a partir do contetdo de carbono nas algas. Solucdes ricas em
bicarbonato, geralmente utilizadas para cultivo de microalgas, estao longe do equilibrio
e tendem a perder carbono inorganico na forma de CO,, com simultaneo aumento do
pH do meio (ALAVA et al., 1997).

Segundo Alava et al. (1997) pouca atenc¢do tem sido dada ao fato de que o
meio comumente empregado para o crescimento de Spirulina é instavel, devido ao
fato de possuir uma pressao parcial de CO, excedendo a de equilibrio com a
atmosfera, causando uma evasdo do CO, do meio para a atmosfera. Estes autores
reportaram ainda que a agitacdo em tanques com pas rotativas (paddle wheels)
provocam uma perda relativamente lenta, enquanto a agitacao através de bolhas de ar

ou air-lift causam uma perda acelerada.

Doucha et al. (2005) estimou que do CO, total suprido 51% ¢é perdido durante a
injecdo. Dos 49% restantes, 10,3% é perdido devido a transferéncia do meio para a
atmosfera apdés a sua dissolucdo. Desta forma, apenas 38,7% do CO, suprido &

disponibilizado as células.

Rodriguez-Maroto et al. (2005) estudaram a perda de carbono em meios de
cultivo enriquecidos com bicarbonato agitados por borbulhamento de ar, determinando

as variagcbes nas concentracbes das espécies quimicas de carbono inorgéanico
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dissolvido (CO,, HCO3, CO3?) e as variacdes do pH do meio decorrente da alteracéo
do equilibrio quimico. Verificaram que as perdas de carbono ocorrem em funcédo da
concentracdo de carbono inorgénico dissolvido (devido ao aumento da concentracao
de CO,) e do sistema de agitac&o utilizado, sendo que o borbulhamento de ar acelera

o fendbmeno de transferéncia de CO, do meio para a atmosfera.

O objetivo deste trabalho foi estabelecer um equacionamento para a perda de
CO, em biorreatores abertos e aplicar o modelo estabelecido no Artigo 2 para a

variacdo do pH em funcéo da variacdo da concentracdo de CO, do meio.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados em reatores tipo raceway de 5 L (0,680 X
0,187 0,075 m), em estufa termostatizada a 30°C, em meio Zarrouk (ZARROUK, 1966)
modificado, onde foram adicionadas diferentes quantidades de NaHCO; (1; 5; e 16,8

g.L™h na auséncia de microrganismos fotossintetizantes.
O pH foi determinado com pHmetro digital (QUIMIS Q400H, Brasil).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A transferéncia de CO, do meio liquido para o meio externo (perda de CO,),
analogamente a Equacéo 5.2.14 (Artigo 2), porém considerando que a transferéncia é
limitada pela resisténcia na pelicula de gas estagnado formada na superficie do

biorreator, pode ser descrita pela equacédo Equacéo 5.3.1:

_dco,

=ksa.(COs% - CO,) Equacéo 5.3.1

Onde:

keca € o coeficiente de global de transferéncia CO,, determinado experimentalmente
(2,5dh

C02EQ € a concentracdo de equilibrio do CO, dissolvido com 0 CO, do meio externo

(Perry, 1999).
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A Figura 5.3.1 apresenta os valores obtidos a partir da Equacdo 5.3.1,
considerando as condig¢@es iniciais de equilibrio do meio contendo NaHCO; 16 g.L-1
em pH 8,5.

0]
-0,0002
-0,0004
-0,0006

-0,0008

€0,-CO,, (mol.L-1)

-0,001

-0,0012

-0,0014
Tempo (d)

Figura 5.3.1: Valores obtidos a partir da Equacéo 1 para a diferenca entre a
concentracéo de CO2 e a concentragdo de CO2 inicial em fungdo do tempo em meio
contendo, inicialmente, NaHCO; 16 g.L-1 em pH 8,5

Alava et al. (1997) verificaram que o meio Zarrouk tende a perder parte do
carbono total dissolvido até que atinja a condi¢éo de equilibrio, apontando que o ajuste

do pH inicial do meio para a condic¢ao de equilibrio evitaria estas perdas.

Considerando a relacdo proposta para a variagdo do pH em funcéo da variacdo
da concentracdo de CO, no meio € possivel estimar os valores de pH durante o
periodo avaliado. A Figura 5.3.2 apresenta os valores obtidos a partir da Equacéo
5.2.13 (Artigo 2) e observados experimentalmente para o pH em funcéo do tempo em
meios contendo, inicialmente, NaHCO3 16 g.L™ (0,2 M).
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Figura 5.3.2: Valores obtidos a partir da Equacgéo 5.2.13 e observados
experimentalmente para o pH em funcdo do tempo em meios contendo, inicialmente,
NaHCO; 16 g.L™*

A Figura 5.3.3 apresenta os valores obtidos a partir da Equagédo 5.2.13 em
funcdo dos valores observados experimentalmente para o pH em meios contendo,
inicialmente, NaHCO; 16 g.L™.
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Figura 5.3.3: Valores obtidos a partir da Equagéo 5.2.13 em funcdo dos valores
observados experimentalmente para o pH em meios contendo, inicialmente, NaHCO;
16 g.L*"
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Na Figura 5.3.3 os valores obtidos a partir da Equacéo 5.2.13 séo corroborados
pelos valores obtidos experimentalmente (r’=0,98). A Figura 5.3.4 apresenta 0s
valores obtidos a partir da Equacéo 5.2.13 e observados experimentalmente para o pH
em funcdo do tempo em meios contendo, inicialmente, NaHCO; 5 e 1 g.L™
Novamente verificou-se que os valores obtidos a partir do equacionamento proposto
foram validados pelos dados obtidos experimentalmente (Figura 5.3.5), tanto para
NaHCO; 5 g.L™ (r*=0,96) quanto para NaHCO; 1 g.L™ (r*=0,92).

(a) (b)

10 10
9,5 * *—s 9,5
.
85 ¢ 8,5 ¢
8
8 0 2 4 6
0 2 4 6
Tempo (d)
Tempo (d)

Figura 5.3.4: Valores obtidos a partir da Equacéo 5.2.13 e observados
experimentalmente para o pH em fungéo do tempo de transferéncia em meios
contendo, inicialmente, NaHCO; 5 g.L™ (a) e NaHCO; 1 g.L™ (b)

A Figura 5.3.5 apresenta os valores obtidos a partir da Equacgdo 5.2.13 em
funcdo dos valores observados experimentalmente para o pH em meios contendo,

inicialmente NaHCO; 5e 1 g.L ™.
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Figura 5.3.5: Valores obtidés a partir da Equacgédo 5.2.13 em fungéo dos valores
observados experimentalmente para o pH em meios contendo, inicialmente, NaHCO;
5¢g.L" (a) e NaHCO; 1 g.L™ (b)

A Figura 5.3.6 apresenta a diferenga entre a concentragdo de CO, e a
concentracdo de CO, inicial em funcdo do tempo em meios contendo, inicialmente,
NaHCO; 16, 5e 1 g.L" em pH 8,5.
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Figura 5.3.6: Valores obtidos a partir da Equacao 5.3.1 para a diferenca entre a
concentracdo de CO, e a concentragdo de CO, inicial em fungdo do tempo em meio
contendo, inicialmente, NaHCO3; 16,5¢e 1 g.L'l em pH 8,5

Tal como observado por Rodriguez-Maroto et al. (2005), as perdas de carbono,
na forma de diéxido de carbono, dependem da concentracdo de carbono inorganico
dissolvido. Da mesma forma o aumento do pH do meio depende da quantidade de

diéxido de carbono perdido. A Figura 5.3.7 apresenta os valores obtidos a partir da
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Equacdo 5.2.13 para o pH em funcdo do tempo em meios contendo, inicialmente,
NaHCO;16,5e1g.L*
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8,2

0 1 2 3 4 5 6 7
Tempo (d)
Figura 5.3.7: Valores obtidos a partir da Equacéo 5.2.13 para o pH em funcgéo do

tempo em meios contendo, inicialmente, NaHCO; 16, 5e 1 g.L™

Andrade et. al (2008) avaliaram a perda de carbono inorganico em biorreatores
abertos na presenca e na auséncia de microalgas. Os resultados obtidos por estes
autores indicaram que o aumento da concentracdo de carbono inorgéanico dissolvido
no meio, além de provocar um aumento das perdas de CO,, ndo promove um aumento
dos parametros cinéticos dos cultivos. Neste sentido, os dados gerados a partir do
equacionamento proposto possibilitam prever a variacdo do pH decorrente das perdas

de CO, e controla-las de acordo com os parametros do processo utilizado.

CONCLUSOES

O equacionamento proposto pode ser aplicado a fim de prever a variacdo na
concentragéo de carbono inorgénico na forma de CO,, bem como a variagdo do pH no
meio. Através das simulacBes geradas a partir do modelo é possivel estabelecer
controles para o processo e reduzir ou eliminar perdas de carbono inorganico na forma
de CO.,.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A quantidade de diéxido de carbono emitida pela geracdo térmica de energia
elétrica demanda a aplicacdo de sistemas com capacidade de fixar toneladas de
carbono por dia. Isto s6 sera possivel através de tecnologias simples e de baixo custo,
tal como biorreatores abertos.

A utilizacdo de microalgas para a fixacdo biolégica de diéxido de carbono
parece ser a op¢ao mais atrativa, econdmica e ambientalmente. No entanto, o
processo deve estar completamente estabelecido e testado em escala industrial.
Neste sentido, a viabilidade da sua aplicacdo, considerando custos de biorreatores e

sistemas de injecao de gases, se faz necesséria.

A utilizacdo de modelos, simulagbes e a automacdo do processo Ss&o
ferramentas que devem ser estudadas e aplicadas a fim de reduzir as perdas de

produtividade durante o processo.

Atualmente, a cianobactéria Spirulina se destaca frente aos microrganismos
com potencial para serem utilizados nos processos de biofixacdo de carbono por
apresentar altas taxas de crescimento, tolerar as condigbes de cultivo necessérias
para aplicacdo em grandes volumes e pelas diversas possibilidades de aplicacdo da

biomassa gerada durante o processo.
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7. CONCLUSOES GERAIS

Nos cultivos ndo iluminados continuamente a cinética de crescimento celular
pbde ser descrita como uma funcdo da ilumindncia. Os parametros cinéticos
determinados para cada periodo iluminado foram superiores aqueles determinados a
partir de curvas que consideram periodos iluminados e ndo iluminados. As velocidades
especificas de crescimento celular (i) obtidas variaram de 0,55 a 0,59 d™. De acordo
com os dados gerados a partir do modelo proposto 16,2% da biomassa é consumida
durante o periodo ndo iluminado. O modelo cinético proposto é uma ferramenta que
pode ser utilizada no dimensionamento de processos de biofixagcdo utilizando

microalgas.

Os resultados obtidos comprovam que é possivel determinar o comportamento
do pH do meio a partir dos valores de CO2. Em processos de biofixacdo de CO2 a
relacdo entre a variacdo de CO2 e a variagdo do pH do meio possibilita estabelecer o
controle destes fatores.

A determinacdo do coeficiente volumétrico de transferéncia de massa para o
sistema de injecdo de gases utilizado em processos de biofixagdo de CO, pode ser

realizada com base nos valores obtidos para o oxigénio.

O equacionamento proposto pode ser aplicado a fim de prever a variagdo na
concentracéo de carbono inorgénico na forma de CO,, bem como a variagdo do pH no
meio. Através das simulacBes geradas a partir do modelo € possivel estabelecer
controles para o processo e reduzir ou eliminar perdas de carbono inorganico na forma
de CO,.
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8. SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

Aprofundar o desenvolvimento de modelos para o processo de biofixacdo de
CO..

Aplicar sistemas automatizados de inje¢cao de CO,, baseado no pH do meio de

cultivo, em processos de biofixacdo de CO..

Avaliar a viabilidade técnica e econdmica do emprego de iluminacao artificial

nos cultivos.

57



9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AIZAWA, K., MIYACHI, S. Carbonic anhydrase and CO, concentrating
mechanisms in microalgae and cyanobacteria. FEMS Microbiol. Rev. 39, 215 -233,
1986.

ALAVA, D.; MELLO, P. C.; WAGENER, K. The Relevance of the CO2 Partial
Pressure of Sodium Bicarbonate Solutions for the Mass Cultivation of the
Microalga Spirulina. J. Braz. Chem. Soc., 8, 447-450, 1997.

ANDRADE, M. R.; CAMERINI, F. V.; COSTA, J. A. V.; Chemical Carbon Losses and
Growth Kinects in Spirulina Cultures, Quim. Nova, 31, 2031 — 2034, 2008.

ANDREWS, J. F., A mathematical model for continuous culture of
microorganisms utilizing inhibitory substrates. Biotechnology and Bioengeering,
10, 707 - &, 1968.

BAILEY, J. E.; OLLIS, D. F. Biochemical Engineering Fundamentals. 22 ed,
McGraw-Hill, Singapore, pp. 397-398, 1986.

BECKER E. W. Algae mass cultivation, production and utilization. Process
Biochem. 16, 10-14, 1981.

BECKER, E. W., In "Microalgae: biotechnology and microbiology" Ed. Baddiley, J.
et al. Cambridge Univ. Press, Cambridge, New York, 186-187, 1994.

BENEMANN, J. R; WEISSMAN, J. C; KOOPMAN, B. L.; EISENBERG, D. M.
GOEBEL, R. P.; OSWALD, W. J.; Large-Scale Freshwater Microalgal Biomass
Production for Fuel and Fertilizer — U.S. Department of Energy - Draft Final Report,
1978.

BENEMANN, J. R. CO, Mitigation With Microalgae Systems. Energy Convers.
Mgmt, 38, 475-479, 1997.

BENEMANN, J. R.; HUGHES, E. Biological Fossil CO, Mitigation. Energy Convers.
Mgmt. 38, 467-473, 1997.

BINAGHI, L. ; DEL BORGHI, A.; LODI, A.; CONVERTI, A.; DEL BORGHI, M. Batch
and fed-batch uptake of carbon dioxide by Spirulina platensis. Process Biochem.
38, 1341-1346, 2003.

58



BOROWITZKA, M. A. Commercial production of microalgae: ponds, tanks, tubes
and fermenters. J. Biotechnol. 70, 313 — 321, 1999.

BULOCK, J. and KRISTIANSEN, B. Biotecnhologia Basica Editorial Acribia,
Zaragoza, Espana, 1991.

CARMOUZE, J. P. O Metabolismo dos Ecossistemas Aquaticos: Fundamentos
tedricos, Métodos de estudo e andlises Quimicas, Edgard Blucher Ltda, Sdo Paulo,
11, 183-200, 1994.

CHANAWONGSE, L.; LEE, Y. K.;BUNNAG, B.; TANTICHAROEN, M. Productivity of
the cyanobacterium Spirulina platensis in cultures using sunlight, Bioresearch
Tchnology, 48, 143 — 148, 1994.

COHEN Z. The chemicals of Spirulina. In: Vonshak A. ed. Spirulina platensis
(Arthrospira): Physiology, Cell Biology and Biotechnology. Taylor and Francis;
London, 175-204, 1997.

COLMAN, B.; HUERTAS, E.; BHATTI, S.; DASON, J. S. The diversity of inorganic
carbon acquisition mechanisms in eukaryotic microalgae. Functional Plant Biology
29, 261 — 270, 2002.

COLLA, L. M., FURLONG, E. B., COSTA, J. A. Antioxidant properties os Spirulina
(Arthospira) platensis cultivated in different temperatures and nitrogen regimes
Brazilian Archives of Biology and Technology, 50, 161 — 167 (2007)

COSTA, J. A. V., COLLA, L. M., FILHO, P. D, Spirulina platensis growth in open
ponds using fresh whater supplemented with carbon, nitrogen and metal ions, Z.
Naturforsch, 58, 76 — 80, 2002.

DOUCHA, J.; STRAKA, F.; LIVANSKY, L. Utilization of flue gas for cultivation of
microalgae (Chlorella sp.) in an outdoor open thin-layer photobioreactor. J. Appl.
Phycol 17, 403-412, 2005.

FOX, R. D. Health benefits of Spirulina and proposal for a nutrition test on
children suffering from Kwashiorkor. In: Spirulina Algue de Vie — Bulletin de Institut

Océanographique, Monaco, 12, 1993.

59



GOLUEKE, C. G; OSWALD, W. J. Biological Conversion of Light Energy to the
Chemical Energy of Methane Appl. Microbiol., 4, 219 — 227, 1959.

GRIMA, E. M., FERNANDEZ, A. F. G.; F. CAMACHO, G.; CHISTI, Y.
Photobioreactors: light regime, mass transfer, and scaleup J. Biotechnol. 70, 231
— 247, 1999.

GUTERMAN, H, BEN-YAAKOQOV, S. Exchange Rates of O2 and CO2 Between an
Algal Culture and Atmosfere. Wat. Res. 21, 25 — 34, 1987.

HENRIKSON, R. Microalga Spirulina — Superalimento del Futuro. Ediciones S.A.
Urano, Barcelona, ISBN: 84-7953-047-2, 1994.

IPCC, Intergovernmental Panel on Climate Change, 2001.

JIMENEZ, C.; MERCADO, J.; AGUILERA, J.; RODRIGUEZ-MARQOTO, J. M.; NIELL, F.
X. Effect of turbulence and inorganic carbon supply on growth of Dunaliella
viridis Teodoresco. Int. J. Salt Lake Res. 4, 223-232, 1995.

KADAM, K. L. Environmental implications of power generation via coal-
microalgae cofiring. Energy, 27, 905 — 922, 2002.

LAGES, P. I. A. G. Efeito Estufa — Quantificagcdes e Relacbes com a Economia

Portuguesa Dissertacao de Mestrado, Instituto Superior Técnico, Lisboa, 2001.

LEHNINGER, A. L.; NELSON, D. L.; COX, M. M. Principios de Bioquimica. 2a. ed.
Sao Paulo: Sarvier, 1995.

MARCUS, Y., VOLOKITA, M., KAPLAN, A. The location of the transporting system
for inorganic carbon and the nature of the form translocated in Chlamydomonas
reinhardtii. J. Exp. Bot. 35, 1136-1144, 1984.

MIAO, X.; WU, Q. Biodiesel production from heterotrophic microalgal oil
Bioresour. Technol. 97, 841-846, 2006.

MILLER, A. G., COLMAN, B. Evidence for HCO3 Transport by the Blue-Green Alga
(Cyanobacterium) Coccochloris peniocystis. Plant Physiol. 65, 397 — 402, 1980.

60



MINKOVA, K. M.; TCHERNOV, A. A.; TCHORBADJIEVA, M. |.; FOURNADJIEVA, S.
T.; ANTOVA, R. E.; BUSHEVA, M. C. H. Purification of C-phycocyanin from
Spirulina (Arthrospira) fusiformis J. Biotechnol. 102, 55-59, 2003.

MIYAMOTO, K., YOSHIHIRA, K.-l., NAGASE, H., EGUCHI, K., HIRATA, K. ,
Biological Elimination of Nitric Oxide and Carbon Dioxide from Flue Gas Marine
Microalga NOA-113 Cultivated in a Long Tubular Photobiorreactor J. Ferment.
Bioeng., 82, 4, 351 — 354, 1996.

MONOD, J. The Growth of Bacterial Cultures Annu. Rev. Microbiol., 3, 371 — 394,
1949.

MORAIS, M. G.; COSTA, J. A, Biofixation of carbon dioxide by Spirulina sp. and
Scenedesmus obliquus cultivated in a three-stage serial tubular photobioreactor
J. Biotechnol., 3: 439 — 445, 2007.

MORONEY, J. V., HUSIC, H. D., TOLBERT, N. E., Effect of carbonic anhydrase
inhibitors on inorganic carbon accumulation by Chlamydomonas reinhardtii.
Plant Physiol. 79, 177-183, 1985.

OGBONNA, J. C.; TANAKA, H. Night Biomass Loss and Changes in Biochemical
Composition of Cells During Light/Dark Cyclic Culture of Chlorella pyrenoidosa.
J. Ferment. Bioeng., 82 (6), 558- 564, 1996.

OTSUKI, T. A study for the biological CO2 fixation and utilization system. The
Science of the Total Environment, 277 21 — 25, 2001.

PERRY, R. H. Chemical Engineers Handbook. 7 ed. McGraw-Hill, New York, 2350
p., 1999.

PULZ, O., GROSS, W. Valuable products from biotechnology of microalgae Appl.
Microbiol. Biotechnol, 65, 635 — 648, 2004.

PUTT, R.; SINGH, M.; CHINNASAMY, S.; DAS, K. C. An efficient system for
carbonation of high-rate algae pond water to enhance CO, mass transfer,
Bioresource Technology, 102, 3240 — 3245, 2011.

RAMALHO, R. S. Introduction to Wastewater Treatment Processes 22 Edi¢do,
Academic Press, New York, 580 p., 1983.

61



REDDY, M. H. Application of Algal Culture Technology for Carbon Dioxide and
Flue Gas Emission Control Master of Science Thesis , Arizona State University,
2002.

RICHMOND A. Handbook of algal mass culture. CRC Press, Boca Raton, FL, USA,
566 p., 1990.

RODRIGUEZ-MAROTO A.; JIMENEZ, C.; AGUILERA, J.; NIELL, F. X. Air bubbling
results in carbon loss during microalgal cultivation in bicarbonate-enriched
media: experimental data and process modeling. Aquacultural Engineering. 32, 493
— 508, 2005.

SCHMIDELL, W.; LIMA, A. U.; AQUARONE, E.; BORZANI, W. Biotecnologia
Industrial vol.2. Sdo Paulo: Edgard Bliicher LTDA, p.96, 2001.

SOBCZUK, T. M.; CAMACHO, F.G.; RUBIO, F.C; Carbon dioxide uptake efficiency
by outdoor microalgal cultures in tubular airlift photobioreactors, Biotechnology
and Bioengineering, 67, 465 — 475, 2000.

TALBOT, P; LENCKI, R. W.; DE LA NOUE, J. Carbon dioxide absorption
characterization of a bioreactor for biomass production of Phormidium bohneri:

comparative study of three types of diffuser. J. Appl. Phycol 2, 341-350, 1990.

TALBOT, P; GORTARES, M. P.; LENCKI, R. W.; DE LA NOUE, J. Absorption of CO2
in Algal Mass Culture Systems: A Different Characterization Approach.
Biotechnol. Bioeng., 37, 834-842, 1991.

TOMASELLI, L.; GIOVANNETTI, L.; TORZILLO, G. Physiology of stress response
in Spirulina spp., Bulletin de I'lnstitut Océanographique, Monaco, 12, 63, 1993.

TORZILLO, G.; SACCHI, A;MATERASSI, R. Effect of temperature on yield and
night biomass loss in Spirulina platensis grown outdoors in tubular

photobioreactors, Journal of Applied Phycology, 3, 103 — 109, 1991.

TREDICI, M. R.; ZITTELLI, G. C. Efficiency of sunlight utilization: Tubular versus
flat photobioreactors. Biotechnol. Bioeng. 57 (2): 187 — 197, 1998.

UNFCCC, United Nations Framework Convention on Climate Change, United Nations,
1997

62



VONSHAK, A. — Spirulina platensis (Arthrospira). London: Taylor and Francis Ltd.,
ISBN 0-7484-0674-3, 1997.

VONSHAK, A. RICHMOND, A. Mass Production of the Blue-green Alga Spirulina:
An Overview Biomass, 15, 233-247, 1988.

YUN, Y-S., LEE, S. B., PARK, J. M., LEE, C-l., YANG, J-W Carbon Dioxide Fixation
by Algal Cultivation Using Wastewater Nutrients J. Chem. Tech. Biotechnol, 69,
451 — 455, 1997.

WEISSMAN, J.C.; GOEBEL, R.P.; BENEMANN, J.R. Photobioreactor design:
mixing, carbon utilization, and oxygen accumulation. Biotechnol. Bioen. 31, 336-
344, 1988.

ZARROUK, C. — Contribution a I'étude d'une cyanophycée. Influence de divers
facteurs physiques et chimiques sur la croissance et photosynthese de Spirulina
maxima geitler. Ph.D. Thesis, Université de Paris, 1966.

ZHANG, X.-W.; ZHANG, Y. —M; CHEN, F. Application of mathematical models to
the determination optimal glucose concentration and light intensity for
mixotrophic culture of Spirulina platensis, Process Biochemistry, 34, 477 — 481,
1999.

63



