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RESUMO

A conversao fotossintética de didxido de carbono em fotobiorreatores foi investigada com
o propédsito do desenvolvimento de um sistema biolégico para o sequestro de carbono. O
processo utilizado consiste na transferéncia de diéxido de carbono gasoso para a fase
liquida de um reator, no qual este composto é convertido em produtos do metabolismo
fotossintético pela atividade de microalgas. Em face disto, o trabalho teve por objetivos:
(1) avaliar o cultivo fotossintético da microalga Aphanothece microscopica Négeli em
diferentes condi¢cdes de temperatura, intensidade luminosa e concentracao de didxido de
carbono; (2) avaliar a cinética de absorcao/dessorcao de diéxido de carbono em
fotobiorreatores; (3) definir as condicbes operacionais apropriadas para a remocao
biolégica de carbono; (4) avaliar os efeitos dos ciclos de luminosidade na fixacao de
diéxido de carbono e (5) estudar diferentes configuracbes e modos de operacao de
fotobiorreatores para remogéao de CO,. A capacidade de sequestro de carbono do sistema
foi considerada através de andlises dos perfis de CO, livre na fase liquida do sistema,
medidas das concentra¢des da fase gasosa e conversao estequiométrica em biomassa.
Os resultados obtidos demonstraram a importancia dos parametros operacionais
avaliados na fixagao de carbono em biomassa, bem como na remogéo de global de CO..
O uso da metodologia de superficie de resposta foi adequada na otimizagcao do processo,
a qual resultou em um acréscimo superior a 58% nas densidades celulares maximas. O
efeito da duracdo do ciclo de luz foi determinante no desempenho do processo,
resultando em redugdes de eficiéncias maximas de até 99,69%. As configuragcbes de
reatores estudadas demonstraram o melhor desempenho dos sistemas air-lift, quando
comparados aos reatores de coluna de bolhas. Quanto ao modo de operagado, os
sistemas com recirculacdo do ar contaminado demonstraram-se eficientes para o
abatimento de reduzidas quantidades de diéxido de carbono, embora as séries de dois
reatores ligados em série tenham maior eficiéncia e capacidade de eliminacao de diéxido
de carbono. O atual estagio de desenvolvimento deste trabalho evidenciou o potencial da
aplicacao deste tipo de reator em processos de sequiestro de carbono, devido as elevadas
taxas de eliminacdo obtidas. Entretanto, apenas a caracterizacdo parcial das rotas de
conversao fotossintética de CO, foi considerada.

Palavras chave: aquecimento global, seqlestro de dioxido de carbono, fotobiorreatores,
fotossintese, microalgas/cianobactérias.



ABSTRACT

The photosynthetic conversion of carbon dioxide in photobioreactors was investigated with
the objective of developing a biological carbon sequestering system. The process used
consisted of transferring gaseous carbon dioxide to the liquid phase of a reactor, in which
this compound was converted into photosynthetic metabolism products by the activity of
microalgae. Considering this, the objectives of the present work were: (1) evaluate the
photosynthetic culture of the microalgae Aphanothece microscopica Négeli under different
conditions of temperature, light intensity and carbon dioxide concentration; (2) evaluate the
absorption/desorption kinetics of carbon dioxide in photobioreactors; (3) define the
appropriate operational conditions for the biological removal of carbon; (4) evaluate the
effects of light cycles on the fixation of carbon dioxide and (5) study different configurations
and operational modes of photobioreactors for the removal of CO,. The carbon
sequestering capacity of the system was considered from an analysis of the free CO,
profiles in the liquid phase of the system, measurements of the gas phase concentration
and the stoichiometric conversion into biomass. The results obtained demonstrated the
importance of the operational parameters evaluated in the fixation of carbon in biomass,
as also in the overall removal of CO,. The use of response surface methodology was
adequate to optimise the process, and resulted in an increase greater than 58% in the
maximum cell density. The effect of the duration of the light cycle was determinant in
process performance, resulting in reductions in maximum efficiency of up to 99.69%. The
configurations of the reactors studied demonstrated the superior performance of airlift
systems, as compared to bubble-column reactors. With respect to operational mode, the
systems involving the recirculation of contaminated air were shown to be efficient in
decreasing reduced amounts of carbon dioxide, although two reactors connected in series
were more efficient and showed greater capacity in eliminating carbon dioxide. The current
stage of development of this work is evidence of the potential for the application of this
type of reactor in carbon sequestering processes, due to the elevated elimination rates.
However, only the partial characterisation of the photosynthetic CO, conversion routes

was considered.

Keywords: global warming, carbon dioxide sequestration, photobioreactor, photosynthesis,
microalgae/cyanobacteria.



Capitulo 1

Introducao geral



1 Introducéao

O desenvolvimento de tecnologias para o sequestro de didéxido de carbono de
grandes fontes emissoras é considerado um fator determinante para evitar os sérios
impactos das alteragdes antropogénicas introduzidas no clima das diversas regides do
planeta (Mathews, 2007).

Os inumeros desafios cientificos e econémicos que ainda existem, evidenciam a
necessidade do desenvolvimento e analise de projetos capazes de captar e armazenar as
substanciais quantidades de diéxido de carbono emitidas para a atmosfera (Russ &
Criqui, 2007).

As estratégias para reduzir as emissdes de CO, vém sendo abordadas em trés
diregbes principais: reduzir a quantidade de energia utilizada, através de mudancas
comportamentais; ampliar e desenvolver fontes de energia que ndo adicionem diéxido de
carbono a atmosfera e mitigar as emissdes deste composto em areas de grande geragéo
de ar contaminado, em processos conhecidos como sequestro de carbono (IPCC, 2007).

A analise destas estratégias evidencia que nenhuma das opg¢des citadas esta em
condicbes de aplicagdo em grande escala. O sistema energético do mundo €
demasiadamente amplo. O desenvolvimento urbano, agricola e industrial requer uma
crescente demanda de energia para impulsionar as atividades. Além disso, a dependéncia
por combustiveis fésseis como o petréleo e o carvao, resulta em emissées cada vez mais
crescentes de diéxido de carbono para a atmosfera. O uso massivo de biocombustiveis,
que resultam em nenhum ou reduzidos niveis de emissdes de gases de efeito estufa teria
que transformar a atual matriz energética do planeta até estar em condigbes de aplicagéo
na escala necessaria. O desenvolvimento das duas primeiras estratégias é essencial, mas
sem duvida nenhuma o trabalho adicional deve ser conduzido na diregdo do
desenvolvimento de sistemas para o sequestro de CO,, que resultaria em menores

alteragdes sociais, passiveis de aplicagcado em médio prazo (Schrag, 2007).

Desta forma, o dominio destas tecnologias em condigdes de uso na escala
requerida € o desafio a ser ultrapassado, no momento que as sociedades decidirem
solucionar estes efeitos. Em face disto, o trabalho teve por objetivo avaliar o sequiestro de
diéxido de carbono em fotobiorreatores por microalgas.



2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar o desempenho de fotobiorreatores no sequestro de dioxido de carbono
utilizando a cianobactéria Aphanothece microscopica Négeli.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar o cultivo fotossintético da cianobactéria Aphanothece microscopica N&geli

em diferentes condi¢des de temperatura, intensidade luminosa e concentragéo de COy;

Avaliar a cinética de absorcdo/dessorcdao de didxido de carbono em
fotobiorreatores;

Definir as condi¢coes operacionais apropriadas para a fixacao biol6gica de carbono;

Avaliar os efeitos dos ciclos de luminosidade na fixacao de diéxido de carbono em
fotobiorreatores;

Avaliar diferentes configuracbes e modos de operacdo de fotobiorreatores para
remocao de CO..



3 Revisao Bibliografica

3.1 O potencial biotecnolégico das microalgas

As caracteristicas metabdlicas das microalgas fazem com que estes
microrganismos apresentem uma importante fonte de recursos a serem explorados.
Associado ao metabolismo fotossintético, a respiracdo e a fixacdo de nitrogénio
constituem importantes rotas metabdlicas, passiveis de serem exploradas

biotecnologicamente para diversos propositos (Subramanian & Thajuddin, 2005).

Uma vez que a produtividade por unidade de area destes organismos é muito
elevada, quando comparada a processos convencionais de producdo de nutrientes, estes
microrganismos constituem uma importante reserva de proteinas e outras substancias
celulares que podem ser utilizadas, desde que bem exploradas tecnologicamente (Jacob-
Lopes et al., 2006).

Por outro lado, as microalgas apresentam um importante potencial de aplicacdo
em biotecnologia ambiental, como resultado de suas habilidades em assimilar nutrientes
como matéria organica, NOs, PO,*, NH,*, CO, e metais pesados (Zepka et al., 2007; Ono
& Cuello, 2007; Pefa-Castro et al., 2004).

Neste sentido, a possibilidade de associar o tratamento de residuos com a
producado de insumos, véem sendo explorada em trabalhos, que visam a estabilizacao
dos compostos poluentes, com producao paralela de biomoléculas de interesse comercial,
como por exemplo, pigmentos, acidos graxos, fertilizantes e biocombustiveis como H,
CH, e biodiesel (Jacob-Lopes et al., 2007; Chisti, 2007).

Entretanto, a falta de um conhecimento fundamental dos bioprocessos
relacionados a estes organismos tem limitado a sua utilizacdo com propdsitos de
biorremediacdo. Um conhecimento mais detalhado da utilizagdo de microalgas em
sistemas de tratamento de residuos tem sido relatado em tratamento de efluentes em
lagoas de alta taxa (Oswald, 1988), com algumas pesquisas relacionadas a utilizagdo no
tratamento de efluentes industriais e urbanos (Martinez et al., 2000; Tam & Wong, 2000).

Desta forma, existe a necessidade de uma maior exploragdo do potencial
biotecnolégico de microalgas, em processos de engenharia ambiental, visando a
estabilizacdo dos poluentes, com utilizacao paralela dos compostos formados.



3.2 Aplicagao de microalgas no tratamento de residuos

Tratamento de efluentes utilizando microalgas possuem menores custos e sao
mais eficientes que os processos convencionais de estabilizacdo biol6gica. Estes
sistemas permitem a remogao simultdnea de compostos carbonatados, nitrogenados e
fosforados que s@o removidos em diferentes etapas nos sistemas convencionais de

tratamento de efluentes (Queiroz et al., 2007).

A assimilacao das diferentes formas de carbono inorganico como, por exemplo,
CO,, HCO3 e CO4™ é favorecida em detrimento das formas organicas de carbono, uma
vez que a fotossintese € o metabolismo energético preferencial das microalgas. No
entanto, as células quando submetidas a regimes de auséncia de luminosidade passam
imediatamente a utilizar o metabolismo respiratorio, a partir da assimilacao de diferentes
formas de carbono orgéanico para a manutencao de suas estruturas (Fay, 1983).

O acoplamento da remocgao de nutrientes inorganicos em processos de uma
simples etapa caracteriza-se como uma vantagem adicional na utilizagdo destes
organismos. Desta forma, a remogao de nutrientes inorganicos por microalgas, envolve
diferentes mecanismos biolégicos e fisico-quimicos (Lei et al., 2007; Bich et al., 1999;
Talbot & De la Nolie, 1993). Estes organismos sao eficientes em utilizar nitrogénio para a
formacado de proteinas (que constituem entre 45 a 70% do peso seco) e fésforo, para a
sintese de &cidos nucléicos e fosfolipideos (Borowitzka, 1988). Em adicdo a assimilagao
metabdlica, mecanismos fisico-quimicos como volatilizagcdo de amoénia, precipitacdo de
fésforo e adsorgao celular, contribuem para as elevadas taxas de remog¢ao dos compostos

presentes nos meios de cultivo.

Além destes compostos, as microalgas véem sendo aplicadas satisfatoriamente na
remogcdo de metais pesados, ja que possuem uma elevada afinidade com cétions
polivalentes. Em processos fotossintéticos, em que ocorre a elevagdo do pH, a
precipitagcdo dos metais € favorecida, contribuindo substancialmente para a detoxificacao
dos efluentes (Chojnacka et al., 2005). Por outro lado, Oswald (1995) e Schumacher et
al., (2003) relatam que a elevagcdo do pH e da concentracdo de oxigénio dissolvido
durante a fotossintese contribui para a reducao de patégenos de aguas residuérias.

Além da mitigacdo de poluentes liquidos, nos ultimos anos, houve um crescente
interesse na aplicagdo de microalgas para o tratamento de ar poluido. Estes estudos,
estdo sendo focados na remocgao bioldgica de didéxido de carbono e outros gases como
NO, e SOy produzidos por processos de combustdo de energia fossil (Berberoglu et al.,
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2007; Ono & Cuello, 2006; Kajiwara et al., 1997; Brown, 1996). Estes processos, no
entanto, necessitam do acesso da energia luminosa, que deve ser provida a partir de
fontes naturais, para que os sistemas nao gerem poluentes secundarios, de forma que a
indisponibilidade da energia solar em periodos integrais de tempo é um fator limitante na
conversao biolégica de dioxido de carbono. Por outro lado, esta limitacdo pode ser
suprida através da utilizacdo de microalgas para o tratamento simultdneo de efluentes
liquidos e gasosos, no qual os metabolismos fotossintéticos e respiratério poderiam ser
utilizados em funcao da disponibilidade da energia luminosa (Yun et al., 1997).

3.3 Fotobiorreatores

Fotobiorreatores podem ser definidos como sistemas utilizados para o
desenvolvimento de reagbes fotossintéticas. Estes equipamentos podem ser
classificados de acordo com o0 modo de alimentacdo da mistura reagente (descontinuo ou
continuo), através do tipo de escoamento (mistura completa ou pistonado), pelo tipo de
cultivo empregado (células livres ou imobilizadas) e através da configuracao do biorreator
(reatores abertos ou fechados) (Mufioz, 2005).

Os processos que utilizam reatores continuos consistem na adigdo continua do
meio reacional a uma determinada taxa ao reator, sendo retirado paralelamente na
mesma propor¢dao os produtos da reacdo, juntamente com o meio tratado. Este € o
método de operacdo mais largamente difundido para o tratamento de grandes
quantidades de compostos poluentes. Por outro lado, as operacdes descontinuas sao
realizadas através de um processo de pelo menos quatro etapas, que consistem na
alimentacdo do reator, na reacao propriamente dita, na separacédo de parte da biomassa e
na descarga do reator, sendo parte da biomassa produzida, utilizado como in6culo no
préximo ciclo. Estes sistemas permitem um melhor controle operacional, estando limitado

a aplicacbes em pequena escala (Merchuk et al., 1994).

Durante o tratamento biolégico continuo de poluentes, a eficiéncia do processo, a
estabilidade e os custos séo significantemente influenciados pela hidrodindmica do meio
reacional. Os reatores de mistura completa sdo caracterizados pela intensa
homogeneizagdo da cultura. A concentracdo do composto poluente € a mesma em
qualquer parte do sistema, bem como na saida do reator. Por outro lado, nos reatores de
fluxo pistonado, o meio reacional move-se através do reator sem que ocorra a mistura
radial dos poluentes, de forma que a estabilizagdo ocorre através de gradientes de

concentracao na diregao longitudinal do sistema (Nielsen et al., 2003). Desta forma, os

8



reatores de mistura completa sdo utilizados preferencialmente quando os compostos
poluentes provocam a inibicdo celular, uma vez que permitem a diluicdo das
concentracées. Quando nao ha problemas de inibicdo, os reatores tubulares sao
preferidos, por permitirem o cultivo de microrganismos em elevadas concentragdes de
nutrientes, favorecendo a taxa de crescimento (Tchobanoglous et al., 2003). Os reatores
de fluxo pistonado, entretanto, ndo sdo comumente utilizados em sistemas com
microalgas, devido a necessidade de agitacao intensa associado a elevadas areas de
exposicao a energia luminosa, caracteristicas facilmente obtidas em sistemas de tanques
agitados (Grobblelaar, 1994). As configuragdes mais comuns utilizadas em
fotobiorreatores sao os reatores tubulares (coluna de bolhas e air-lift), reatores do tipo flat-
plate e sistemas tubulares arranjados em espiral (Merchuk & Wu, 2004; Molina Grima et
al., 1999).

Quanto a mobilidade celular, culturas de microalgas suspensas sdo amplamente
utilizadas na producao de proteinas unicelulares e em sistemas com propdsito de
tratamento de residuos. Estes sistemas oferecem um melhor controle do processo,
homogeneizagdo da mistura reacional e utilizagdo da energia luminosa. Entretanto,
processos com células imobilizadas em matrizes poliméricas como carragena, quitosana
e alginato tém sido frequentemente empregados visando facilitar os problemas
relacionados a separagao das células ao final do processo, bem como a manutengéao do
fluxo pistonado em reatores tubulares (Lin et al., 2003; Chevalier & De la N6ue, 1985).

Em termos de configuracdo, fotobiorreatores para o cultivo de organismos
fotossintéticos, sédo classificados em sistemas abertos, no qual os sistemas de cultivos
estao expostos em contato direto com a atmosfera e sistemas fechados em que o contato
com a atmosfera é significantemente reduzido ou inexistente. Os fotobiorreatores abertos
tém sido extensivamente utilizados para o cultivo em massa de microalgas e para o
tratamento de efluentes domésticos. As principais configuragdes destes sistemas referem-
se a tanques retangulares, tanques circulares e tanques do tipo raceway (Lee & Lee,
2003; Pulz, 2001). A limitacdo destes sistemas esta fundamentada nas elevadas taxas de
evaporagao de agua, requerimento de amplas areas para a construgéo, dificuldade de
controle operacional, baixa produtividade e elevados riscos de contaminacdo (Racault &
Boutin, 2005). Uma alternativa aos fotobiorreatores abertos, séo sistemas fechados, que
possibilitam uma grande variedade de configuracdes e incrementam significantemente o
desempenho dos cultivos. Segundo Borowitzka (1999) fotobiorreatores para o cultivo em
massa de microalgas e para a bioremediacdo de compostos poluentes devem ser

dimensionados a partir dos seguintes critérios: elevada eficiéncia de utilizacdo da energia
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luminosa, possuir eficiente sistema de mistura e controle das condi¢des da reacgdo, baixo
estresse hidrodindmico das células e facilidade de escalonamento.

Neste sentido, o potencial da aplicagdo de fotobiorreatores em processos de
engenharia ambiental tem sido tradicionalmente subestimado, devido a baixa
produtividade dos sistemas abertos de cultivo, associado a sistemas fechados
dimensionados inadequadamente. Entretanto, altas produtividades e taxas de remogéo de
compostos podem ser esperadas através da adequacao dos sistemas a espécie de
microalga e aos compostos poluentes a serem degradados.

3.4 Fatores operacionais do processo

Uma importante limitagdo inerente a todos os processos biolégicos € a
sensibilidade dos sistemas a fatores ambientais (pH, luminosidade, temperatura,
concentracao de O,), fatores bidticos (predacao e contaminac¢ao) ou fatores operacionais
(agitacao e mistura, tempo de residéncia hidraulica, recirculagdo de células, concentragao
dos poluentes). Desta forma, um profundo conhecimento da influéncia destes fatores nos
processos de bioconversao é requerido para o sucesso do processo (Mufioz & Guieysse,
2006).

O efeito do pH em reatores para o cultivo de microalgas é complexo, uma vez
que existe dificuldades em dissociar os efeitos diretos do crescimento microbiano, dos
efeitos colaterais expressos em termos de modificagbes no sistema CO,/HCO*/CO3?,
bem como no equilibrio NHs/NH,* (Berenguel et al., 2004). O consumo das diferentes
formas inorgénicas de carbono por microalgas causa a elevagao do pH, uma vez que o
aparato fotossintético destes organismos é capaz de transportar os ions hidréxido para o
exterior da célula, através da reacdo catalisada pela enzima anidrase carbdnica,
associado a captacdo de ions H* para o interior das membranas tilacéides (Cuaresma et
al., 2006). Além disso, a elevacdo do pH a valores que variam entre 8-11 auxilia na
desinfeccao de patégenos das aguas residuarias, ja que em valores de pH superiores a
10 é verificada uma completa inibicdo bacteriana em lagoas de estabilizacdo (Oswald,
1988). Por outro lado, o pH influencia ainda as eficiéncias de remogéao de nitrogénio e
fésforo através da volatilizacdo da aménia e precipitacdo de ortofosfato (Nurdogan &
Oswald, 1995). Embora haja diversas interacdes do pH neste tipo de sistema, a relativa
facilidade de controle é considerada um beneficio adicional em processos biolégicos de

tratamento.
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A temperatura é outro fator ambiental de importancia no desempenho de
fotobiorreatores. A eficiéncia de sistemas que utilizam microalgas normalmente decresce
em temperaturas excessivas e reduzidas. De acordo com Grossman et al., (1994), a
temperatura 6tima para o desenvolvimento de microalgas situa-se na faixa de 25 a 35°C.
Entretanto, Chevalier et al., (2002) reportam a possibilidade da pré-adaptacdo das
culturas a valores de temperaturas fora da faixa considerada ideal, visando a otimizacao
de biorreatores para aplicacdo em escala industrial. Por outro lado, o controle de
temperatura nos valores definidos como ideal para um determinado sistema pode ser
obtido através da instalacdo de sistemas para a troca térmica, que embora elevem a
eficiéncia de tratamento, possuem como principal desvantagem o elevado custo (Tredice,
1999).

A intensidade luminosa é um fator que determina a atividade microbiana em
fotobiorreatores. O aumento deste parametro ocasiona a melhoria da eficiéncia
fotossintética das células, até determinados niveis, em que o aparato fotossintético torna-
se saturado, com subsequente reducdo do metabolismo celular, em um fenémeno
conhecido por fotoinibicdo (Kajiwara et al., 1997). Esta relagdo é valida principalmente
em periodos em que os reatores possuem baixas densidades celulares no qual as células
recebem grandes quantidades de energia, como por exemplo, durante o start-up dos
processos (Gbksan et al., 2003). Além da intensidade luminosa, a duragao dos ciclos de
luz no sistema (fotoperiodos), € um fator a ser considerado no projeto de fotobiorreatores,
uma vez que alteragbes na duracdo das fases clara/escura ocasionam profundas
mudancas na eficiéncia fotossintética dos sistemas (Janssen et al., 2001).

A concentragao de oxigénio dissolvido é outro fator a ser considerado em cultivos
fotossintéticos. Similar ao que ocorre com o pH, existe uma dificuldade de analisar os
efeitos provocados pela solubilizagédo do oxigénio, proveniente da agitagao fornecida pela
corrente de ar, do oxigénio gerado fotossinteticamente, através das reacdes de Hill, no
qual ocorre liberacdo O, (Fay, 1983). Segundo Oswald (1988) niveis extremos de O,
dissolvido podem gerar danos foto-oxidativos nas células com reducdo paralela da
eficiéncia de tratamento. Entretanto, como o oxigénio € um produto do metabolismo
fotossintético, sua formacédo e solubilizacdo em fotobiorreatores € um indicativo de
elevadas taxas de consumo de carbono inorganico (Mufioz et al., 2004).

No que se refere aos fatores bidticos, expressos em termos de predacédo e
contaminacao em fotobiorreatores, existe a possibilidade de contaminagao dos sistemas
por fungos e bactérias, além da formacao de cadeias alimentares, que ocasionam em

uma ultima andlise a interrupgédo dos processos (Mundz, 2005). No entanto, de acordo
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com este autor as condi¢ces extremas de operagao de fotobiorreatores para o tratamento
de poluentes, reduz em grande parte o crescimentos de microrganismos indesejaveis,
devendo-se considerar em casos mais complexos as questdes referentes a configuracao
(reatores abertos) e modo de alimentagdo da mistura reagente (operacao continua), que

favorecem a contaminacao dos sistemas.

Quanto aos fatores operacionais de importancia em fotobiorreatores, os sistemas
de agitacdo e mistura desde que dimensionados adequadamente, previnem uma série de
problemas operacionais, como por exemplo: (1) sedimentacdo celular, que pode levar ao
acumulo e decomposicdo anaerdbica da biomassa dentro do reator; (2) gradientes de
temperatura e concentracdo de nutrientes; (3) melhoria na transferéncia de massa, em
casos de compostos de baixa solubilidade e (4) movimento das células através das zonas
de claro/escuro do reator (Grobbelaar, 2000). Além disso, devido a sensibilidade celular
da maioria das espécies de microalgas, um sistema de agitagdo e mistura inadequado
pode causar danos nas células (estresse hidrodindmico), com subseqliente redugéao do
desempenho microbiano na deplecédo dos compostos poluentes (Merchuk & Wu, 2004).

O tempo de retencéo hidraulica € por definigdo o periodo meédio de tempo em que
o liquido permanece dentro do reator, correspondente ao tempo utilizado no tratamento
biolégico. Este parametro determina o tamanho do reator a ser utilizado, a concentragéo
de biomassa no sistema, bem como a eficiéncia de remocdo de um determinado

composto (Mufoz et al., 2004).

Os aspectos relacionados com a densidade celular presente nos fotobiorreatores,
expressas em termos de concentragao celular inicial, recirculagao e separacao de células
determinam o desempenho dos sistemas de tratamento de poluentes. A quantidade de
células presentes inicialmente no reator esta relacionada com a disponibilidade de energia
luminosa, bem como com as taxas de remocédo dos compostos (Janseen et al., 2003).
Desta forma, ocorre o estabelecimento de valores de concentracao celular criticos, uma
vez que existe a necessidade das células captarem eficientemente a energia luminosa,
associado a problemas relativos a agregacéao e formacao de flocos celulares em sistemas
muito densos (Richardson & Jackson, 2007). O reciclo de células € considerado a
estratégia mais comum para a retencdo de biomassa nos reatores, visando obter
elevadas concentragdes de microalgas, podendo-se obter estas condicoes também por
imobilizagao celular (Chevalier & De La Néue, 1985). Finalmente, ao final dos processos
de tratamento, a separacdo da biomassa da fase liquida dos fotobiorreatores faz-se
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necessaria, com o objetivo de obter efluentes com baixas concentracbes de solidos
suspensos e recuperar a biomassa a fim de reutiliza-la (Molina Grima et al., 2003).

Outro fator a ser considerado na analise de fotobiorreatores é a concentracao dos
poluentes, uma vez que as diferentes formas de compostos carbonatados, nitrogenados e
fosforados influenciam no crescimento e assimilacdo destas substancias. Neste sentido,
Xing et al., (2000) e Queiroz et al., (2007) relatam a importancia das razées C/N e N/P no
crescimento e consumo de nutrientes em cultivos de microalgas. Estas consideracdes
tornam-se relevantes em fotobiorreatores para o sequiestro de CO,, no qual a
concentracao deste composto nao devera ser excessivamente baixa, de modo a limitar a
disponibilidade da fonte carbono as células, e também nao devera exceder limites que
ocasionem problemas de inibicdo do crescimento (Cheng et al., 2006). Desta forma,
espécies capazes de suportar concentracées de CO, entre 12-15% teriam melhor
desempenho nestes processos, uma vez que esta € a faixa de concentragéo de dioxido
de carbono obtido durante a queima de combustiveis fosseis (Lee et al., 2002).

3.5 Consideragoes Finais

O potencial da aplicagdo de fotobiorreatores utilizando microalgas para o
sequestro de didéxido de carbono foi avaliado durante o curso desta tese de doutorado.
Inicialmente, uma detalhada revisdo de literatura foi realizada, com o propésito de
investigar o atual estagio da tecnologia a ser desenvolvida (Capitulo 1). Este artigo esta
sendo submetido ao periddico Chemosphere.

Experimentalmente, avaliou-se em uma primeira etapa trés dos principais fatores
operacionais de fotobiorreatores, expressos em termos de temperatura, concentracao de
diéxido de carbono e luminosidade, com o objetivo de obter elevadas produtividades
celulares, com incorporacao paralela de carbono na biomassa (Capitulo 2). Este artigo
estd publicado no periddico Biochemical Engineering Journal (disponivel on-line,
novembro de 2007).

Uma vez que a conversao biolégica de CO, nao ocorre exclusivamente em
biomassa, as taxas de remocao de di6xido de carbono foram avaliadas na fase liquida do
sistema, visando determinar a cinética de eliminacdo de gas carbbnico em
fotobiorreatores tubulares de coluna de bolhas (Capitulo 3). Este artigo esta publicado no
peridédico Chemical Engineering and Processing (disponivel on-line, junho de 2007).
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Estrategicamente, optou-se por realizar a variagdo dos parametros operacionais
através da metodologia de planejamentos experimentais, visando otimizar o sistema
idealizado. O uso da metodologia de superficie de resposta proporcionou um significativo
aumento nas taxas de carbono incorporado a biomassa, indicando a adequacidade do
método usado para o desenvolvimento do processo (Capitulo 4). Este artigo esta sendo
submetido ao periddico Brazilian Journal of Chemical Engineering.

O emprego de reacdes fotossintéticas para sequestrar CO, depende um uma
primeira fase do acesso a energia luminosa, que deve ser provida a partir da energia
solar, a fim de desenvolver processos de tecnologia limpa. Desta forma, como a energia
luminosa natural ndo esta disponivel em periodos integrais de tempo, avaliou-se o efeito
da duracéo dos ciclos de luminosidade (claro:escuro) na incorporacdo celular de carbono
(Capitulo 5), demonstrando a reducao da eficiéncia do sistema a medida que se eleva dos
periodos de exposi¢cao das células ao escuro. Este artigo foi aceito para publicagdo em
fevereiro de 2008 no periddico Chemical Engineering and Processing.

Finalmente, avaliou-se o desenvolvimento de estratégias operacionais para a
remogao de didxido de carbono, no qual duas configuragbes de reatores (coluna de
bolhas e air-lift), operando em trés distintos modos (operagdo simples, com recirculagao
do ar e em série de dois reatores), foram comparadas com o propédsito de determinar o
sistema mais adequado a uma dada situacao (Capitulo 6). Nesta etapa, os perfis de
concentracao de didxido de carbono foram analisados na fase gasosa do reator, visando
confirmar as elevadas taxas de remogéao obtidas nas medidas da fase liquida do sistema.
Este artigo esta sendo submetido ao periddico Chemical Engineering Science.

A complexa e dindmica quimica do diéxido de carbono capaz de induzir a
substanciais variacbes na concentracdo de CO, nas fases liquidas e gasosas dos
fotobiorreatores, dificultou a elucidacdo das transformacdes deste composto nas
diferentes formas possiveis, situacdo que possibilitou a identificacao parcial das rotas de
conversao do diéxido de carbono, que visam em uma ultima analise o estabelecimento de

um balanco de massa do sistema.

Como perspectivas futuras desta tecnologia, faz-se necessario considerar além da
conversdo de CO, em biomassa, exopolimeros, precipitados de espécies quimicas e a
formacdo de compostos orgénicos volateis (VOCs), que sao substancias
caracteristicamente produzidas por microalgas em ambientes abertos, havendo poucas
informacdes relacionadas a formacao destes compostos em reatores. Além disso, a

viabilidade do uso da luz solar como fonte de energia, bem como um adequado
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escalonamento do sistema, primeiramente a uma escala piloto torna-se fundamental ao
sucesso desta tecnologia, ja que existe uma falta de experiéncia e dados de literatura
obtidos a partir de reatores de escala ampliada em condicdes reais para o tratamento de

residuos por microalgas.
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Capitulo 2

A alternativa fotossintética para a mitigacao

de dioxido de carbono: uma revisao
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RESUMO

O incremento das emissbes de didéxido de carbono na atmosfera devido ao
desenvolvimento industrial, agricola e urbano é considerado um dos principais problemas
ambientais da atualidade. Esta situacdo vem despertando o interesse cientifico no
desenvolvimento de tecnologias visando reduzir as emissdes deste gas. A fixagéo
biologica de gas carbdnico a partir de organismos fotossintéticos como as microalgas em
fotobiorreatores € considerada uma alternativa frente aos processos convencionais de
tratamento, devido a elevada capacidade de remocgédo de didéxido de carbono destes
sistemas. Neste sentido, o objetivo do presente trabalho € discutir o conceito da
conversao fotossintética de CO, utilizando fotobiorreatores.
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1 Introducgéao

As numerosas evidéncias que as alteragbes climaticas globais ocorrem como
resultado do aumento das concentragées atmosféricas de gases de efeito estufa tem
pressionado o desenvolvimento de estratégias com o propdsito de reduzir estas
mudangas (IPCC, 2001). O dioxido de carbono € considerado o principal gas de efeito
estufa tanto em termos de emissdo quanto em relagdo ao seu potencial de alteragao
climatica. No ano de 1997, os paises signatarios do Protocolo de Kyoto comprometeram-

se em reduzir as emissdées de CO,, em um acordo que estabeleceu a necessidade do
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desenvolvimento de processos para o sequestro de didxido carbono, de forma que as
diversas tecnologias disponiveis para a captacao e estocagem de carbono devem ser
avaliadas sob o ponto de vista da obtencao de créditos de carbono, visando a
estabilizacdo das emissbes deste poluente (UNFCCC, 1997). Além das tecnologias
disponiveis para uso imediato, outros métodos de captura de CO, estdo sendo
desenvolvidos com aplicagcdo em um futuro préximo. A escolha destas metodologias ira
depender de fatores como custo, capacidade de captura, impacto ambiental, velocidade
em que a tecnologia possa ser introduzida, além de fatores sociais como, por exemplo, a
aceitacao publica (IPCC, 2007). Neste sentido, o uso de processos biotecnoldgicos para a
biofixacdo de didxido de carbono tem sido considerado como uma possibilidade viavel
para abater as emissdes deste poluente. Estes processos sdo baseados em reatores
usados para o desenvolvimento de reagdes fotossintéticas, no qual microalgas sao
utilizadas como biocatalisadores de uma série de reagdes bioquimicas responsaveis pela
conversao de CO, em produtos do metabolismo fotossintético (Ono & Cuello, 2007). Em
face disto, o objetivo do presente trabalho é discutir um método em potencial para
sequestrar dioxido de carbono, bem como descrever o atual estagio da conversao
biologica de CO, em fotobiorreatores. Este trabalho foi escrito para facilitar o avango do
conhecimento nesta area de pesquisa.

2 Emissoes de dioxido de carbono

Alguns autores reportam que as emissdes de didéxido de carbono podem ser
responsaveis por aproximadamente 70% do efeito estufa, que é fenébmeno atmosférico
que possui direta relacdo com as altera¢des do clima terrestre (Stewart & Hessami, 2005).

Globalmente, estima-se que mais de 20 bilhdes de toneladas de CO, sdo emitidos
anualmente a partir da queima de combustiveis fosseis. A magnitude dos ciclos biolégicos
do carbono influenciado pelas atividades humanas sugere maiores niveis de
gerenciamento e mitigacao das emissdes deste composto para a atmosfera (IPCC, 2007).

Segundo Benetto et al.,, (2004) a elevagdo média de 0,6°C na temperatura
atmosférica associado a elevacdo do volume dos oceanos em 10 cm no ultimo século,
devido principalmente as elevadas emissdes de CO, para a atmosfera tem motivado o
interesse em pesquisas de maneira a minimizar estes efeitos. Neste sentido, a redugéo
das emissdes de CO. ira representar nos préximos anos uma relevante contribuicdo para
o desenvolvimento sustentavel das atividades humanas.

As fontes de emissdes de dioxido de carbono podem ser classificadas em
estacionarias, moéveis e naturais. Industrialmente, os processos de maior contribuicao

para a elevacao das concentracbes atmosféricas de CO,, consistem em plantas para a
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geracdo de energia elétrica, producdo de hidrogénio, amobnia, cimento, processos
fermentativos e processos de oxidacao quimica. Além do didéxido de carbono emitido
industrialmente, contribuem para as emissdées estacionarias o CO, gerado em
residéncias, edificios e complexos comerciais e a queimada de florestas e areas
agricolas. As fontes de emissdo moveis sdo constituidas principalmente pelo diéxido de
carbono gerado pelos sistemas de transporte de passageiros e cargas, 0s quais incluem
carros, caminhdes, Onibus, avides, trens e navios. O metabolismo humano e animal, a
degradacéao de plantas e animais e as atividades vulcanicas e oceanicas sao as principais
fontes naturais de didéxido de carbono. As emissdes antropogénicas incluem as fontes
estacionarias e moveis, excluindo as fontes naturais (Song, 2006).

Monitoramentos da concentragdo atmosférica global de CO, durante o ultimo
século indicam uma elevagéo da concentragdo de dioxido de carbono de 295 ppm no ano
de 1900 para 377 ppm no ano de 2004, o que representa uma elevagao na concentragéo
de CO, de 27,8% (Thitakamol et al., 2007).

Deve-se mencionar, entretanto, que o dioxido de carbono atmosférico possui
efeitos positivos nos sistemas ecoldgicos da terra, uma vez que a base da cadeia de
produgcdo de alimentos, fundamentada em processos fotossintéticos, depende deste
composto como fonte de carbono. No entanto, as analises das emissdes de CO, tém
demonstrado que as taxas atuais de emissdes sdo conclusivamente nocivas aos sistemas

ambientais da terra (Pfanz et al., 2007).

3 Protocolo de Kyoto

A intensa atividade humana, responsavel pelo aumento das quantidades
atmosféricas de compostos poluentes, faz com que gases como o diéxido de carbono,
metano, 6xido nitroso, hidrofluorcarbonos, perfluorcarbonos e hexafluoreto de enxofre
sejam considerados como 0s principais responsaveis pelo chamado efeito estufa, um
fendmeno natural que ocasiona severas alteragdes no clima do planeta (Petit, 2003). De
acordo com Wuebbles & Jain, (2001) as previsdes para o aquecimento global até o ano
de 2100 sao de 1 a 5°C, o que podera ocasionar profundas alteragées ambientais.

A preocupagéao internacional em relagdo ao aumento das emissdes dos gases de
efeito estufa levou a criacdo, em 1992, da Convencao das Nagdes Unidas sobre Mudanca
do Clima (United Nations Framework Convention on Climate Change). O objetivo desta
convencao era fazer com que as emissbes dos gases estufa fossem estabilizadas em
determinados niveis, de forma a ndo gerar interferéncias nos sistemas climaticos da terra.

Esta agéo, entretanto, ndo foi considerada suficientemente eficaz para o controle das
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alteracdes climaticas, sendo langado as bases para um acordo mais efetivo e detalhado
para os paises industrializados, o chamado Protocolo de Kyoto (Begg, 2002).

Em dezembro de 1997 foi assinado no Japao o Protocolo de Kyoto, onde os varios
grupos de paises signatarios do protocolo se comprometeram em diminuir as emissoes de
gases estufa. De maneira geral o compromisso firmado prevé uma diminuicdo em 5% das
emissdes dos paises acordados (em relagdo aos dados de 1990), no periodo
compreendido entre 2008 a 2012 (UNFCCC, 1997).

Segundo Dagoumas et al., (2006), o acordo estabelece trés mecanismos de
mercado para que 0s paises alcancem seus compromissos de reducao nas emissoes: o
primeiro referente ao comércio internacional de emissbes, que permite o cambio de
emissdes entre os paises, onde um pais com emissdes abaixo do seu compromisso
firmado pode vender a parte restante (artigo 17), o segundo, referente a implementagéo
em comum, que permite que alguns paises possam receber créditos de emissdes ao
investirem em projetos localizados em outros paises que também tenham compromissos
de emissdes (artigo 6), e ainda o chamado mecanismo de desenvolvimento limpo, que
permite que algumas nag¢des recebam créditos por redugdo de emissdes ao investir em
projetos localizados em paises em desenvolvimento sob condigées especificas (artigo
12).

Os paises signatarios, de uma maneira geral, tém criado politicas para cumprir as
exigéncias estabelecidas pelo acordo. O Protocolo de Kyoto, no entanto, proporciona a
liberdade para que cada nacdo conduza a sua prépria politica de mudanca climatica
levando em conta as particularidades de cada pais. Para atingir os compromissos
adquiridos os paises tém desenvolvido politicas de mudangas climéticas e criado métodos
para a medida da eficiéncia. Os objetivos mais comuns dessas politicas sdo 0 uso
eficiente da energia, a diversificacdo das fontes energéticas, a diminuicado das emissodes,
o aumento da eficiéncia dos processos industriais e agricolas, o gerenciamento dos
congestionamentos de veiculos, a protecdo das florestas, a conservacdo da
biodiversidade, a redugao do lixo, a reciclagem e o uso racional da energia doméstica. Os
instrumentos utilizados para atingir estes objetivos sdo normalmente fiscais e econdmicos
(Miguez et al., 2006; Simeonova & Diaz-Bone, 2005).

Desta forma, diversos tipos de andlise estdo sendo propostas para a previsdo das
possiveis consequliéncias das situagcdes que envolvem as condi¢gdes sobre as quais o
protocolo foi firmado. Estas analises sugerem, entretanto que as medidas politicas e
ambientais considerem ndo somente as emissdes de dioxido de carbono, mas todos os
gases de efeito estufa, de forma a tornar as agdes mais efetivas e econdmicas no futuro
(Sarofim et al., 2005).
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4 Microalgas

Os atuais conceitos e padrdes de taxonomia classificam os organismos procariotos
em cianofitas e bactérias. Fazem parte do grupo das microalgas, as diatomaceas, as
cloroficeas e as cianobactérias (Anand, 1998).

As microalgas apresentam como principal modelo metabdlico a fotossintese,
processo que durante a evolugao da biosfera atual, teve o papel central na elevagéo do
nivel de oxigénio da atmosfera terrestre (Jeon et al., 2005; Schmetterer, 1994). Alguns
destes microrganismos possuem, no entanto, uma versatilidade no que se refere a
manutengao de suas estruturas, usufruindo diferentes metabolismos energéticos, como a
respiracao e fixacao de nitrogénio (Grossman et al., 1994; Demeyer et al., 1982).

Alguns géneros de microalgas apresentam alta concentragcdo de pigmentos,
entre eles cita-se a clorofila a que é considerado essencial para a fotossintese. Outras
duas classes de pigmentos envolvidas na captacdo de energia luminosa sdo os
carotendides e as ficolibinas. Os carotendides sao pigmentos lipossoluveis de cor
vermelha, alaranjada ou amarela, encontrados em associagao com a clorofila a. A terceira
classe de pigmentos acessérios sédo as ficolibinas, a ficocianina, pigmento azul presente
nas microalgas e a ficoeritrina de cor vermelha, as vezes ausente (Fay, 1983). Além
desses pigmentos esses microrganismos possuem um sistema intracitoplasmatico
altamente desenvolvido, indicando a fotossintese como rota metabdlica preferencial.

As microalgas sao capazes de utilizar como fonte de carbono inorgénico na
fotossintese o CO, livre e ions bicarbonato os quais sdo transportados através da fina
membrana plasmatica, sendo entdo acumulados na célula, como um reservatério de
carbono inorganico para a fotossintese. O bicarbonato é convertido a CO;, pela agao da
enzima anidrase carbénica (Badger & Price, 2003; Zak et al., 2001).

A principal caracteristica da fotossintese, originalmente elucidada para algas
verdes e plantas superiores, pode também se aplicar para as microalgas. Entretanto ha
aspectos que sao particulares para algumas microalgas. A caracteristica espectral da
absorcao da luz nas microalgas é diferente dos outros organismos fotossintéticos, ja que
altas taxas de atividade fotossintética sdo medidas ndo somente na regido espectral entre
665-680nm de comprimento de onda, onde a luz é melhor absorvida pela clorofila, mas
também em torno de 620nm a 560nm, onde a ficocianina e ficoeritrina, respectivamente
absorvem luz efetivamente. Isto mostra que a luz absorvida pelas ficobiliproteinas é usada
por estas microalgas tdo eficientemente quanto a luz absorvida pela clorofila, o que
sugere a elevada capacidade fotossintética destes microrganismos (Campbell et al.,
1998).
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4.1 Metabolismo fotossintético

A fotossintese caracteriza-se por um mecanismo de duas etapas: uma reagao
fotoquimica e uma reagéo de fixagado de carbono. Desta forma, ocorre a incorporagéo do
diéxido de carbono na ribulose 1,5 bisfosfato (rubisco) requerendo energia durante a
reagao catalitica da enzima primaria rubisco carboxilase. O produto da reagéo € quebrado
em duas moléculas de trés carbonos, acido fosfoglicérico (PGA), e a redugao do PGA,
provocado pelo transportador de elétrons NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato) que conduz a uma série de acgucares fosforados intermediarios e finalmente a
glicose. Esta seqtiéncia de transformagdes metabdlicas € conhecida como ciclo de Calvin-
Benson (Calvin & Benson, 1948).

A fixacdo de CO, ndo é diretamente dependente da luz e o processo é por isso
chamado de reacao do escuro da fotossintese. As exigéncias de energia na forma de ATP
e NADPH, traduzem as transformacdées do ciclo de Calvin-Benson, inteiramente
dependente da reagdo fotoquimica, as quais ocorrem na membrana tilacol6ide ou
intracitoplasmatica (Campbell et al., 1998). Nesta etapa a energia luminosa é absorvida
pelas estruturas altamente organizadas dos pigmentos fotossintéticos e transportadores
de elétrons, chamados fotossistema | e Il, excitando a molécula de clorofila a. Isto conduz
a explosao de elétrons excitados e seu fluxo determinard um potencial redox gradiente, o
qual resulta na formagédo dos transportadores fortemente eletronegativos de elétrons,
como a ferrodoxina e o NADPH. Parte da energia liberada é incorporada durante este
transporte de elétrons em ATP no processo de fosforilagdo (Fromme et al., 2006; Fay,
1983). A ultima fonte de elétrons para a fotossintese é a H,O, o qual cede no processo de
fotdlise, ou reagdo de Hill, atomos de hidrogénio, elétrons e libera O,, produto da
fotossintese das microalgas e das plantas verdes (Fay, 1983).

Embora a carboxilagdo da rubisco seja a principal rota de incorporagédo do CO, em
microalgas sob condi¢des fotossintetizantes 6timas, ela ndo € a Unica rota para fixagéo do
diéxido de carbono. A carboxilacdo do fosfenol piruvato, catalizada pela enzima fosfenol
piruvato carboxilase, representa outra rota para fixacdo de CO,. O oxalacetato é
facilmente convertido a C,—acidos dicarboxilicos, por exemplo, para malato ou citrato, e
subsequentemente a aminoacidos, como aspartato ou glutamato. Esta rota,
remanescente do C,—acido dicarboxilico em plantas superiores, complementa a rota
redutora da pentose fosfato em microalgas. A presenca de dois sistemas de carboxilacao,
operando paralelamente, pode representar uma importante adaptacdo das microalgas
para mudancas ambientais bruscas. Sob condigées de luz limitadas a assimilagdo do
carbono é canalizada preferencialmente em direcao da sintese de aminoacidos e outros

constituintes celulares essenciais, mas sob condi¢des saturadas de luz, agucares e amido
26



séo formados via rota redutora da pentose fosfato. Isto indica que a altas luminosidades, a
taxa de fixacdo de CO, pode exceder a taxa de assimilacdo do nitrogénio e, desta forma,
o excesso de carbono e energia derivada da fotossintese é estocada na forma de
glicogénio (Zak et al., 2001; Campbell et al., 1998).

O metabolismo endbgeno escuro serve principalmente como agente dos
mecanismos fotossintéticos e biossintético para o subseqiente periodo luminoso ativo. O
glicogénio é o principal produto de reserva, o qual suporta um limitado metabolismo
escuro e prove manutencado de energia requerida para os processos celulares essenciais
no escuro. Inicia-se convertendo-se em glicose-6-fosfato e metabolizado via rotas
respiratorias (Fay, 1983). Embora enzimas da rota glicolitica sejam identificadas em varias
microalgas, suas atividades sdo extremamente baixas. O metabolismo energético no
metabolismo escuro das microalgas € distintamente dependente de O, e sua principal rota

€ o ciclo oxidativo da pentose-6-fosfato (Schmetterer, 1994).

5 Mecanismos de concentragido de carbono em microalgas

A forma com que as diferentes espécies de microalgas se adaptam a uma ampla
faixa de concentragcdo de dioxido de carbono esta relacionada com um mecanismo
biofisico essencial denominado de mecanismo de concentracado de carbono (CCM), que
concentra o didxido de carbono nos sitios de carboxilagdo fotossintéticos. Estes
mecanismos correspondem a vias metabdlicas complexas, uma vez que diferentes formas
de carbono inorganico estdo envolvidas nestes processos biol6gicos (Jaiswal & Kashyap,
2002).

A funcdo dos mecanismos de concentragdo de carbono € elevar os niveis de
carbono inorganico intracelular, compensando a limitagdo do suprimento de diéxido de
carbono, que pode reduzir as taxas fotossintéticas. Estes mecanismos sdo responsaveis
por bombear CO, até os sitios de carboxilagéo (Falkowski, 1997).

As células das microalgas sao capazes de utilizar trés diferentes vias de
assimilagao de carbono inorganico: (1) assimilacdo direta do diéxido de carbono através
da membrana plasmatica; (2) utilizacdo de bicarbonato através da indugdo da enzima
anidrase carbodnica, que converte os ions HCO3; em CO,; (3) transporte de bicarbonato
diretamente através da membrana plasmatica. As enzimas anidrase carbénica e ribulose
1,5 bisfosfato carboxilase/desidrogenase sdo as responsaveis pela biocatdlise destas
reacoes, no qual a enzima anidrase carbdnica supre a rubisco através da conversao de
bicarbonato em di6xido de carbono, que usa este composto como substrato gerando
fosfoglicerato. A velocidade desta reacao pode ser lenta devido a limitacao de didxido de

carbono. Desta forma, a elevada eficiéncia da enzima anidrase carbdnica, capaz de
27



elevar os niveis intracelulares de didéxido de carbono em concentragdes superiores a 1000
vezes a concentracdo do fluido externo, faz com que a reacédo de fixacdo de carbono
ocorra eficientemente nestes organismos. Estes mecanismos sdo consistentes com
diversos resultados da literatura para microalgas, com altos requerimentos de diéxido de
carbono, capazes de acumular elevados niveis de carbono inorganico interno (Cuaresma
et al., 2006; Badger & Price, 2003; Marcus, 1997; Tchernov et al., 1997; Fridlyand et al.,
1996).

6 Fotobiorreatores

Os processos biotecnologicos véem sendo conduzidos a partir da avaliagdo dos
fendmenos de transferéncia de massa e energia, no dimensionamento e na construgao
dos equipamentos onde se processam as biotransformagdes e na operagao de sistemas
de controle e aplicagcao de instrumentagdo, que permita o acompanhamento da cinética
das transformacgées (Merchuk & Wu, 2004).

Fotobiorreatores utilizando microalgas para o tratamento de compostos poluentes
e producdo de biomassa sdo baseados em 5 critérios basicos: elevada eficiéncia de
utilizagdo da energia luminosa, adequado sistema de mistura, facilidade de controle das
condicdes da reacao, reduzido estresse hidrodinamico das células e facilidade no
aumento de escala (Munoz & Guieysse, 2006).

Segundo Merchuk & Whu, (2001) fotobiorreatores utilizando algas, microalgas e
bactérias fotossintéticas tém recebido consideravel atencdo nos processos de engenharia
bioquimica. Este fato est4d associado ao desenvolvimento de novos produtos e
determinados componentes naturais de interesse industrial como corantes, 4cidos graxos
e polissacarideos.

Sistemas que utilizam fotobiorreatores sdo baseados em processos naturais em
que o metabolismo fotossintético dos microrganismos converte energia luminosa, calor e
CO, em produtos como oxigénio, hidrogénio, carboidratos e proteinas (Contreras et al.,
1999). A utilizagdo de fotobiorreatores para o cultivo de microalgas requer a presenca de
luz, diéxido de carbono e nutrientes dissolvidos para o crescimento do microrganismo.
Consequentemente, estes processos necessitam de sistemas de iluminagao, trocadores
de gases (adicao de CO, e remocado de O,), adicdo de nutrientes e controle de
temperatura (Rorrer & Cheney, 2004).

Microrganismos fotossintéticos podem ser cultivados em fotobiorreatores abertos
ou fechados. Os sistemas fechados sao caracterizados por elevadas eficiéncias
fotossintéticas associados a um preciso controle das variaveis operacionais, com

destaque para um menor risco de contaminagdo e minimizacao das perdas de agua por
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evaporagdo, que sdao muito significantes em sistemas abertos. Por outro lado, a
construcao dos sistemas fechados possui custo mais elevado, uma vez que necessitam
de materiais transparentes, sdo mais complexos operacionalmente e sdo de dificil
escalonamento. A razdo entre o volume por unidade de area é outro critério a ser
considerado na escolha dos sistemas, uma vez que a implementacdo de sistemas abertos
requer grandes areas disponiveis para elevados volumes reacionais (Borowitzka, 1999;
Molina Grima et al., 1999).

Além dos critérios relatados anteriormente, Garcia-Gonzalez et al., (2005) citam
que a otimizacao dos sistemas deve ser feira em funcdo da espécie em particular do
microrganismo, uma vez que as caracteristicas fisiologicas e de crescimento irdo
determinar o desempenho dos sistemas.

Neste sentido, variadas configuragdes de fotobiorreatores véem sendo propostas,
0 que inclui geometria retangular, tubular, cénica e esférica (Stewart & Hessami, 2005).
Estes autores relatam ainda que a etapa inicial para o desenvolvimento destes processos
em larga escala € definida como o levantamento cinético em fotobiorreatores em escala
de bancada. Os requerimentos energéticos do reator irdo depender primariamente da
geometria, ja que uma configuragdo adequada é considerada fundamental na disperséao
de luminosidade na superficie do equipamento.

6.1 Transferéncia de dioxido de carbono em fotobiorreatores

O diéxido de carbono é usualmente a principal fonte de carbono para o cultivo
fotossintético de microalgas. O gas carbbnico pode ser transferido continuamente ou
intermitentemente da fase gasosa para a fase liquida do meio de cultura (Molina Grima et
al., 1999).

A reatividade do gas carbbnico em solugbes aquosas estabelece varios equilibrios
em seu contato com a agua. O primeiro equilibrio refere-se a dissolu¢cao do gas na agua
formando acido carboénico. O acido carbbénico sofre dissociagdo quase instantdnea em
ions bicarbonato e carbonato, sendo a concentragdo de carbono inorganico total dada
pelo somatério das espécies CO; 2, HCO3 e CO, (Rorrer & Mullikin, 1999).

Em termos de solubilidade, o diéxido de carbono é aproximadamente 10 vezes
mais solivel em &gua que o gas oxigénio. Entretanto, devido a baixa solubilidade de
ambos o0s gases em solugdes aquosas, ocorre a necessidade de se fornecer estes
elementos ao longo de todo o processo (Klasson et al., 1991).

Neste sentido, um eficiente sistema de transferéncia de diéxido de carbono é
necessario em fotobiorreatores. A eficiéncia na transferéncia de diéxido de carbono é

necessaria para elevar os coeficientes volumétricos de transferéncia de massa K.a (CO.)
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permitindo um melhor desempenho na transferéncia do gas para a fase liquida
(Baquerisse et al., 1999). De acordo com estes autores, os coeficientes volumétricos de
transferéncia de massa dependem principalmente das propriedades fisicas do fluido, do
escoamento do fluido e ainda do sistema e geometria do injetor de gases.

Desta forma, a transferéncia de didéxido de carbono em biorreatores torna-se um
fator limitante dos processos, uma vez que a concentracdo de diéxido de carbono
dissolvido diminui com o0 aumento da temperatura, assim como diminui com o aumento da
concentracao de sais dissolvidos. Estes fatores tornam-se relevantes para processos de
transferéncia e remocao de CO, por microalgas, considerando a necessidade de se ter
valores da concentracdo na saturagdo mais elevados (Rorrer & Cheney, 2004).

6.2 Condi¢c6es operacionais

As microalgas sdo um grupo extremamente diverso de microrganismos, as quais
sdo encontradas em praticamente todos os nichos terrestres, inclusive em localidades que
apresentem grande variacdo de parametros fisico-quimicos de desenvolvimento. A
diversidade cultural destes organismos representa uma importante caracteristica
tecnolégica, possibilitando o cultivo de diferentes géneros e espécies em uma ampla faixa
de condi¢cbes operacionais (Subramanian & Thajuddin, 2005).

As condigbes limitantes para o cultivo em metabolismo fotossintético, em
fotobiorreatores, estdo relacionadas principalmente as caracteristicas de fornecimento da
energia luminosa as células, em quantidade, qualidade e duracdo dos ciclos, a
disponibilidade de gases como oxigénio e diéxido de carbono, aos fatores relacionados a
agitacédo e mistura, controle de pH, temperatura e composigdo do meio de cultivo (Kitaya
et al., 2005; Bereguel et al., 2004; Molina Grima et al., 1999).

A disponibilidade e intensidade da luz, bem como a duragéo dos ciclos sdo um dos
principais fatores que controlam a produtividade de cultivos fotossintéticos (Sicko-Goad &
Andresen, 1991; Lee & Low, 1992). Pulz & Scheinbenbogen (1998) reportam que a
atividade fotossintética se eleva com o aumento da irradiagéo até determinados valores
em que comega a ocorrer inibicdo do crescimento celular, através de um fenémeno
conhecido por fotoinibicdo. Segundo estes autores, este fato esta relacionado a saturagéo
do aparato fotossintético dos microrganismos. A fotoinibicdo tem sido observada nas
horas centrais dos periodos luminosos em cultivos abertos, e ainda em cultivos fechados
e com controle da luminosidade, em situagcbes em que as concentracdes celulares séo
baixas, como é o caso de start-up dos processos (Gdksan et al., 2003; Rebolloso-Fuentes
et al.,, 1999). Além destas caracteristicas, o fotoperiodo, ou seja, a relacao entre a

duragao dos ciclos de luz e escuro causa severas alteracées nas taxas fotossintéticas.
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Este fato torna-se relevante a medida que o uso destas rotas metabdlicas em processos
de engenharia ambiental requer a utilizacdo da energia solar, a fim de desenvolver
processos de tecnologia limpa. Desta forma, as células utilizariam a energia luminosa
através de reacdes exergOnicas, as quais seriam utilizadas na sintese de compostos a
partir da fixacdo de didxido de carbono através de reacdes endergdnicas. Um dos
problemas operacionais deste tipo de tecnologia refere-se a indisponibilidade da energia
luminosa em periodos integrais de tempo. Por outro lado, algumas linhagens quando
submetidas a condicdes de auséncia de luminosidade, podem imediatamente utilizar o
metabolismo heterotréfico para a manutencao de suas estruturas, no qual ha a liberagao
de diéxido de carbono em detrimento a assimilacdo, o que é altamente desfavoravel do
ponto de vista do sequestro de carbono (Acién-Fernandez et al., 2005).

A disponibilidade de CO, & um fator determinante para o desempenho de
fotobiorreatores, ja que o didxido de carbono é usualmente a principal fonte de carbono
em cultivos fotossintéticos. De acordo com Cheng et al., (2006), a concentragdao de
diéxido de carbono na corrente de ar do fotobiorreator € um parametro determinante, ja
que a concentragdo deste composto ndo devera ser excessivamente baixa, de modo a
limitar a disponibilidade de carbono as células, e também ndo devera exceder um limite
superior, evitando perdas de CO, que ndo sao utilizadas pelo microrganismo e sao
liberadas para a atmosfera, resultando em uma poluicdo ambiental desnecessaria. Além
disso, Kitaya et al., (2005), demonstram o efeito adverso causado por elevadas
concentracao de didxido de carbono no desenvolvimento celular.

Os fenbémenos de transferéncia de quantidade de movimento em fotobiorreatores
vém sendo amplamente considerados em diversos trabalhos (Vunjak-Novakovic, 2005;
Molina Grima et al., 1999; Contreras et al., 1999; Merchuk & Wu, 2001). A avaliacao de
diferentes tipos de agitacdo pneumatica e mecanica sdo considerados em funcao dos
danos causados as células, os quais determinam o desempenho fotossintético do
microrganismo.

Em adicéo a temperatura, o pH é certamente o fator que mais afeta a distribuigcéo
de microalgas. Muitas espécies crescem em ambiente que variam de neutro a alcalino
(Holm-Hansen, 1968). A faixa de pH considerada 6tima para a fotossintese situa-se entre
7,5 e 10, estando os limites minimos entre 6,5 e 7,0 (Valiente & Leganes, 1989). A
dissolugdo do dioxido de carbono na fase aquosa de fotobiorreatores contribui para o
controle do pH das culturas (Berenguel et al.,, 2004). Em cultivos fotossintéticos, o
crescimento celular associado a assimilagdo de didxido de carbono do meio coincide com
o aumento dos valores de pH. O incremento do pH em cultivos fotossintéticos ocorre
devido a atividade biologica das células que produz uma redug¢ao no conteudo de carbono
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inorgéanico dissolvido através do consumo necessario ao crescimento celular, forgando um
deslocamento do equilibrio carbonato-bicarbonato no sistema tampao. Além disso, o pH
do meio de cultivo ira determinar as formas de carbono inorganico (CO,, CO3? ou HCO3)
dissolvida na fase liquida (Cuaresma et al., 2006). Segundo Lee, Apel & Walton (2006), a
elevacdo do pH em cultivos fotossintéticos é um indicador do consumo de carbono
inorganico devido ao crescimento celular. Estes autores relatam a potencialidade da
utilizacdo de microalgas como biocatalisadores de reacdes de precipitacdes de CaCOs,
através da obtencao de condicbes favoraveis de pH.

A temperatura étima para o crescimento de microalgas e cianobactérias, situa-se
geralmente entre 25°C a 35°C (Grossmam et al., 1994). Entretanto, o isolamento de
espécies tolerantes a elevadas temperaturas (40-60°C) vém sendo considerado um
importante critério na selecdo do microrganismo, uma vez que possibilitaria a injecao
direta de diéxido de carbono oriundo de processos térmicos (Ono & Cuello, 2007;
Weissmam et al., 1998). Além do efeito nas caracteristicas fisiologicas de cada espécie, a
temperatura possui relagcao inversamente proporcional com a dissolugédo do didéxido de
carbono, representando uma limitagdo aos processos de transferéncia de massa nestes
sistemas.

Meios de cultura sintéticos sdo os mais amplamente utilizados no cultivo de
microalgas. Alguns estudos propdéem, no entanto, o cultivo em efluentes liquidos de
industrias geradoras de CO,, de forma a associar o tratamento dos poluentes liquidos e
gasosos (Munoz & Guieysse, 2006; Yun et al., 1997).

7 Remocao de dioxido de carbonico a partir do cultivo de microalgas

As microalgas sdo microrganismos que vem sendo aplicados na redugdo das
emissdes de dioxido de carbono da atmosfera, onde este composto € fixado na presenca
de energia luminosa. As evidéncias de um desenvolvido sistema fotossintético sugerem o
uso de microalgas no tratamento de efluentes gasosos com elevadas concentra¢des de
CO, gerados por descargas industriais (Hsueh et al., 2007).

Numerosas pesquisas foram desenvolvidas especialmente no Japao, na década
de 90, a partir de processos de biofixagdo de didxido de carbono utilizando microalgas.
Estes estudos estdo sendo intensificados, visando projetar sistemas que operem de
maneira eficiente e econdmica, com o objetivo de desenvolver tecnologias para a reducao
de poluentes gasosos (Ono & Cuello, 2007; Cheng et al., 2006; Watanabe & Hall, 1996;
Watanabe & Saiki, 1997).

O uso de microalgas em processos de fixagdo de didxido de carbono é

considerado uma alternativa promissora, uma vez que o elemento carbono pode ser
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fixado por diferentes mecanismos. Em uma primeira etapa, o diéxido de carbono quando
dissolvido na fase aquosa do sistema, pode ser sequestrado por precipitacdo quimica
através da reacao dos ions bicarbonato e carbonato com elementos presentes no meio de
cultivo, como célcio e magnésio. Estas reacdes sdo catalisadas pelo crescimento e
fisiologia das microalgas (Lee, Apel & Walton, 2004; Marcus, 1997). Uma outra rota de
fixagdo de carbono esta relacionada com o ciclo de Calvin-Benson, onde enzimas
especializadas presentes nestes organismos catalisam reacées que incorporam atomos
de carbono, oriundos do CO, envolvido na fotossintese (Falkowski, 1997). A conversao
bioldgica do diéxido de carbono resulta em produtos do metabolismo fotossintético como
células, oxigénio e biopolimeros soluveis no meio de cultivo (Acién-Fernandez et al.,
2005; Rebolloso-Fuentes, 1999).

Neste sentido, diversas espécies de microalgas estdo sendo avaliadas quanto a
seu potencial na aplicagdo em processos de fixagdo de carbono. Estes estudos estao
sendo focados na determinagdo de condigbes operacionais dos fotobiorreatores, bem
como na avaliagcdo da cinética de consumo de didéxido de carbono, formacao de células e
produtos do metabolismo fotossintético (Mufioz & Guieysse, 2006; Stewart & Hessami,
2005).

Na Tabela 1 estdo expressos alguns trabalhos realizados com microalgas em
fotobiorreatores, visando a fixagao bioldgica de COs,.

Tabela 1: Utilizagdo de microalgas em processos de sequestro de CO..

Espécie Comentérios Referéncia

Chlorella sp. Isolamento e caracterizagdo morfolégica e fisiolégica de Sakai et al., (1995)
espécies tolerantes a elevadas temperaturas e
concentragoes de COs,.

Synechococcus Estudo da capacidade de assimilacido de CO, e Miyairi (1995)
elongatus caracterizacao bioquimica da biomassa formada.

Monoruphidium Estudo da potencialidade de uso de microalgas para Zeiler et al., (1995)
minutum NREL assimilagdo de diéxido de carbono em usinas

Monor02 termelétricas.

Chlorella sp. T1 Testes conduzidos com dioxido de carbono oriundo da Maeda et al.,

queima de carvao mineral, demonstrando a tolerancia (1995)
do microrganismo ao CO,, NO, e SO,.

Chroococcidiopsis Estudo do efeito de diferentes concentragées de CO, na Hayashi et al.,

sp. TS-821 atividade da enzima rubisco e no crescimento celular. (1995)
Scenedesmus Avaliagdo do enriquecimento com diéxido de carbono Kaya et al., (1996)
bicellularis de efluentes urbanos visando a aceleracao da remogéao

de compostos dissolvidos nas aguas residuarias.

Chlorella sp. UK0O1 Cultivos em atmosferas contendo entre 3 a 40% de Hirata et al., (1996)
CO.,, obtendo taxas de fixagado de 0,00133gco2/L.h.
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Tabela 1: Continuagéo

Nannochloris
NOA-113

Monoraphidium

sp.

minutun MONORO2

Spirulina
SP-G

Synechococcus
PCC 7942

Synechococcus

leopoliensis,

Anacystis
R2

Synechococcus
WH7803

platensis

sp.

nidulans

sp.

Nannochloropsis sp.

Choococcidiopsis sp.

TS-821

Chlorella vulgaris

Chlorella sp. HA-1

Synechococcus PCC

7942

Synechocystis
aquatilis S1-2

Botryococcus sp SI-30

Chlorella vulgaris

Chlorococcum
littorale

Dunaliella
ATCC30929

tertiolecta

Avaliacdo da eliminagdo biolégica de &xido nitrico e
diéxido de carbono em fotobiorreatores tubulares. As
maéaximas taxas de eliminagdo de CO, obtidas foram na
ordem de 0,036gco2/L.h.

Avaliacdo da tolerAncia de microalgas a gases
enriquecidos com CO,, SO, e NO,.

Avaliagdo da conversdao de diéxido de carbono em
biomassa em fotobiorreatores de geometria cbnica.

Bioconversio de di6éxido de carbono em etileno através
de espécies recombinantes. Os resultados demonstram
eficiéncias de conversao de 5,84%.

Estudo da bioconversdao de di6xido de carbono em
biocombustiveis. Resultados indicam taxas de
incorporagdo de didxido de carbono na biomassa na
ordem de 0,03549c0o./L.h.

Avaliagdo da conversao biolégica de diéxido de carbono
em reatores air-lift. Os resultados demonstraram taxas
maximas de incorporagao de carbono na biomassa de
0,0168gco2/L.h.

Avaliagéo do efeito dos mecanismos de concentragdo
de carbono nos fluxos de CO, e HCOj intracelular.

Avaliagdo do ajuste da concentragdo de dioxido de
carbono enriquecido ao logo dos cultivos. Os resultados
obtidos indicaram a possibilidade da formagao de
carboidratos exocelulares, excretados para o meio de
cultivo associados ao aumento da massa celular.

Cultivos realizados a partir dos efluentes liquidos de
industria de producdo de acgo visando o tratamento
simultaneo de NH; e CO,, obtendo-se taxas de fixagédo
de 0,0Qchog/Lh

Avaliagdo do desempenho de fotobiorreatores de
geometria conica indicou eficiéncias de consumo de
CO, de 21,9%.

A eficiéncia de remocao de CO, foi avaliada em
reatores air-lift, obtendo taxas de remocado de
0,025gc02/L.h em concentragdes celulares de 0,286¢/L.
O scale-up do processo a partir de um biorreator de
4000 m® indicou uma taxa de média de remocao de 1
tonelada de CO,/h.

Selecdo de microalgas com elevada capacidade de
incorporagdo de CO,, obtendo maximas taxas de
fixacdo de 0,0625gco2/L.h, para a espécie S. aquatilis.

Avaliagdo da fixacdo biolégica de CO, em nove
configuragdes diferentes de fotobiorreatores. Taxas de
fixacdo na ordem de 0,0054g¢o./L.h foram obtidas.
Otimizagdo do  desempenho de diferentes
fotobiorreatores supridos com CO; e NO,.

Yoshihara et al.,
(1996)

Brown (1996)
Watanabe & Hall
(1997)

Ogawa et al.,

(1997)

Ohtaguchi et al.,
(1997)

Yamada et al.,
(1997)

Tchernov et al.,
(1997)

Ishida et al., (1997)

Yun et al., (1997)

Watanabe & Saiki,
(1997)

Kajiwara et al.,
(1997)

Murakami &
Ikenouchi, (1997)

Usui & Ikenouchi,
(1997)

Nagase et al.,
(1998)
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Tabela 1: Continuagéo

Synechococcus PCC

7942

Fischerella (113, 4L)

Porphyridium
cruentum UTEX 161

Porphyridium
tricornutum

Chlorella KR-1

Porphyridium
purpureum 1380-1A

Porphyridium
cruentum

Phaeodactylum
tricornutum
640

Porphyridium sp.

Chlorella sp.

Nannocholoropsis sp.

Synechocystis
aquatilis Sl-2

Anabaena sp. ARM

629
Nostoc calcicola

Anabaena
ATCC 29413

Chlorella vulgaris

Dunaliella
CCAP 19/6B

Culturas mistas

UTEX

variabilis

tertiolecta

Isolamento e caracterizagdo de espécies mutantes
tolerantes a elevadas concentracbes de carbono
inorgénico.

Cultivo de espécies termofilicas com foco em processos
de mitigagdo de CO, em usinas termelétricas.

Modelagem da dispersdo axial dos perfis de
concentracao de CO, em fotobiorreatores tubulares.

Modelagem e simulacdo dos perfis de distribuicdo de
luz em fotobiorreatores.

Isolamento de espécies altamente tolerantes ao didxido
de carbono.

Determinacdo dos coeficientes volumétricos de
transferéncia de CO, em fotobiorreatores continuos em
escala piloto para a produgéo de microalgas.

Avaliagdo do efeito das variagbes diarias em
fotobiorreatores abertos nas taxas de consumo de
diéxido de carbono.

Avaliagdo da capacidade de consumo de didxido de
carbono em reatores airlift. Eficiéncias maximas de
consumo de 63% foram registradas.

Avaliagdo dos requerimentos de diéxido de carbono em
diferentes configuragcdes de fotobiorreatores.

Estudo do desempenho de tanques abertos na fixagéo
bioldgica de CO, proveniente de estagdes de liquefacao
de gas natural. Os resultados obtidos estimam a
possibilidade de taxas de fixagdo na ordem de
50 gcoo/m?/dia.

Avaliacdo de diferentes sistemas de transferéncia de
dioxido de carbono em fotobiorreatores.

Uso de fotobiorreatores abertos do tipo flat-plate para a
biofixagdo de didxido de carbono. Taxas médias de
fixacdo na ordem de 5Ogoog/m2.dia foram obtidas.

Isolamento e caracterizacdo de espécies mutantes de
cianobactérias tolerantes a elevadas concentragdes de
carbono inorgénico.

Aplicacdo de fotobiorreatores em processos de
seqlestro de carbono e produgdo de hidrogénio. As
méaximas taxas especificas de CO, obtidas foram
superiores a 0,13gco2/Obiomassa-N-

Estudo dos perfis de concentracdo de CO, em
fotobiorreatores medidos nas fases liquida e gasosa do
sistema. Taxas de 63,9 gcog/ms.h foram obtidas.

Avaliacdo de métodos de cultivo dinamico na producao
de microalgas em fotobiorreatores.

Determinagdo dos perfis de concentragdo das
diferentes espécies de carbono inorganico em
fotobiorreatores.

Bonfil et al., (1998)

Weissmam et al.,
(1998)

Camacho Rubio et
al., (1998)

Csodgor et al.,
(1999)

Sung et al., (1999)

Baquerisse et al.,
(1999)

Rebolloso-Fuentes
et al., (1999)

Sobczuk et al.,
(1999)

Merchuk et al.,
(2000)

Otsuki (2001)

Carvalho & Malcata
(2001)

Zhang et al., (2001)

Jaiswal & Kashyap,
(2002)

Yoon (2002)

Keffer & Kleinheinz
(2002)

Barbosa et al.,
(2003)

Lin et al., (2003)
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Tabela 1: Continuagéo

Phaeodactylum
tricornutum
640

Synechococcus
(PCC8806, PCC7339,
ATCC 29152, ATCC
27266)

Synechocystis  (PCC
7338, PCC 8807, PCC
7336, ATCC 27265)

Chlorococum littorale

UTEX

Chaetoceros
calcitrans

Nannochlopsis oculta

Scenedesmus
obliquus

Spirulina sp.
Scenedesmus
obliquus
Chlorella kessleri

Anabaena variabilis

Aphanothece
microscopica Négeli
(RSMan92)

Modelagem e otimizagéo da transferéncia de dioxido de
carbono em fotobiorreatores visando a reducdo das
perdas de CO, nos gases de exaustao.

Selecao de espécies com elevado potencial de catalise
na formacao de precipitados de CaCOs.

Dimensionamento e andlise de novas configuracdes de
fotobiorreatores.

Avaliacdo dos balangos de carbono na biofixacdo de
CO, em fotobiorreatores.

Biofixacdo de CO, em reatores em série de trés
estagios. Os resultados demonstram taxas de fixagdo
média de 37,9% em cultivos conduzidos com pulsos de
15min/hora a 6% de CO, na vazéo de 0,3VVM.

Selecdo e isolamento de espécies para remocgao
biologica de CO, oriundas de estagdes de geragao de
energia termelétrica.

Estudo da transferéncia de luz em fotobiorreatores para
a produgéao de H, com remocao simultanea de CO..

Modelagem cinética da remocgao de diéxido de carbono
em fotobiorreatores tubulares e otimizagao do processo.
Os dados cinéticos indicam taxas maximas de remogao
de 108,56mgcoy/L.min.

Berenguel et al.,
(2004)

Lee, Apel & Walton
(2004)

Sato et al., (2006)

Hsueh et al., (2007)

Morais & Costa
(2007)

Morais & Costa
(2007)

Berberoglu et al.,
(2007)

Jacob-Lopes et al.,
(2007)

A analise da tabela demostra um significativo nimero de trabalhos realizados até o

momento, visando o0 sequlestro de dioxido de carbono a partir de processos
biotecnoldgicos. Neste sentido, torna-se evidente a capacidade da assimilacao de diéxido
de carbono por microalgas. Entretanto, pesquisas relacionadas com reatores que operam
econdmica e eficientemente, estudo de processos em grande escala e operagcao de
fotobiorreatores em condi¢des reais ainda ndo estdo adequadamente bem elucidados,
indicando a necessidade da continuidade do desenvolvimento de processos com
microalgas visando a remocao de CO, associado a obtencdo de componentes celulares

de interesse industrial.

8 Usos potenciais da biomassa

As principais vantagens para de produg¢do biomassa de organismos fotossintéticos
estao relacionadas a rapida reproducédo e a utilizacdo de fontes baratas de energia e de
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nutrientes para a sua multiplicagdo. Evidentemente que isto se faz as custas do meio em
que os microrganismos se desenvolvem, podendo ser constituido de substratos dos mais
variados, alguns de baixo custo, incluindo residuos industriais, os quais resolveriam
problemas de ordem ambiental, servindo ainda para a producéo de insumos (Anupama &
Ravindra, 2000).

A composicao bioquimica das células de microalgas possui caracteristicas de
interesse comercial, uma vez que possuem significativas proporcdes de proteinas,
lipideos, carboidratos, pigmentos e acidos nucléicos, podendo desta forma, serem
utilizadas como ingrediente de alimentos destinados ao consumo humano, alimentacéo
animal, extracdo de biomoléculas e producao de biocombustiveis (Dufossé et al., 2005;
Yen & Brune, 2007). Desta forma, a utilizacao destes microrganismos em processos de
sequestro de carbono associa o tratamento dos compostos poluentes, com a geragao de
insumos que podem ser reciclados de diferentes formas.

A Tabela 2 apresenta alguns dos usos potenciais da biomassa formada a partir da
conversao biolégica de didxido de carbono em fotobiorreatores.

Tabela 2: Usos potenciais da biomassa

Aplicacédo Exemplos Referéncia
Alimentacao Fonte de proteina unicelular e uso na suplementagéo de Guill-Guerreiro et
humana produtos como massas, sopas € bebidas. al., (2004)
Alimentacdo animal  Algumas espécies sdo frequentemente empregadas na Olvera-Novoa et al.,

alimentagao de peixes e crustaceos. (1999)
Biomoléculas Fonte de clorofila a, ficocianina, B-caroteno, acido y- Jacob-Lopes et al.,
linolénico e acido eicosapentandico. (2007); Spolaore et
al., (2006)
Fertilizante Uso da biomassa como fonte de nitrogénio e fésforo em Chae et al., (2006)

terras agriculturaveis.

Producgédo de biogds Produgédo de CH, em fermentadores a partir da digestdo Yen & Brune, (2007)

da biomassa.
Biocombustiveis Produgao de biodiesel através da fragéo lipidica das Miao & Wu, (2006);
células. Xu et al., (2006)

Neste sentido, a analise da Tabela 2 demonstra a ampla variedade de usos
possiveis para a biomassa de microalgas. Segundo Spolaore et al., (2006), atualmente a
industria de biomassa de microalgas produz mais de 5000 ton de massa seca/ano,
gerando uma renda superior a US$ 1,25x10%ano, ndo incluindo os produtos processados,
0 que demonstra o potencial de exploragéo deste tipo de processo biotecnolégico.
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9 Aplicabilidade do processo

A aplicabilidade do processo é um fator de suma importancia no desenvolvimento
de tecnologias de controle ambiental. A avaliacdo € realizada normalmente com base em
experiéncias passadas, resultados obtidos através de plantas industriais, resultados
publicados na literatura e estudos em escala piloto (Tchobanoglous et al., 2003).

A analise de patentes é utilizada amplamente na verificagdo do potencial de
mercado e tendéncias de uma determinada tecnologia (Wu & Lee, 2007). Segundo
Pilkington et al., (2002) a andlise de patentes € fundamental na avaliacao da evolugéao de
uma tecnologia, bem como na definicdo das tecnologias emergentes. Neste sentido, a
Tabela 3 apresenta algumas das patentes envolvendo fotobiorreatores que utilizam
microalgas para o sequestro de diéxido de carbono. Um significativo nUumero de patentes
foi depositado ao longo de aproximadamente 15 anos de desenvolvimento da tecnologia,
com destaque ao massivo numero de processos desenvolvidos no Japao.

Comercialmente, apenas trés sistemas comerciais que utilizam fotobiorreatores
fechados com propositos de tratamento de residuos foram reportados: os reatores
tubulares da BioFence (Applied Photosynthetic Limited, Inglaterra), os reatores helicoidais
da Biocoil (Biotechna-Graesser A.P. Ltda, Australia), e os sistemas da Greenfuel
(Greenfuel Technologies Corporation, USA). Estes sistemas, entretanto, possuem pouca
experiéncia operacional e dados de dimensionamento.

Desta forma, o uso de microalgas em sistemas para o controle de gases
poluentes encontra-se ainda em fase embrionaria, com experiéncias baseadas em alguns
anos de pesquisas em escala laboratorial e piloto (Hsueh et al., 2007; Chae et al., 2006;
Kitaya et al., 2005; Yamada et al., 1997; Yoshihara et al., 1996; Maeda et al., 1995).

Tabela 3: Patentes relacionadas a processos de sequestro de carbono em
fotobiorreatores por microalgas.

Numero Titulo Referéncia
JP 04370087 Carbon dioxide fixation by microalgae. Fujita et al.,
(1992)
JP 05023541 Treatment of flue gases containing carbon dioxide with Tatezawa et al.,
microalgae in global warming prevention. (1993)

JP 07051051 Novel micro-algae and method for fixing high Kurano (1995)
concentration carbon dioxide.

JP 07204463 Waste gas for culture of microalgae. Hirata et al,
(1995)

JP 07313141 Microalgae for fixation of carbon dioxide. Sakamoto et al.,
(1995)

JP 08009963 Galdieria for carbon dioxide fixation. Hasegawa &

Kurano (1996)
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Tabela 3: Continuagéo

JP 08038158

DE 4444191

JP 09057058

JP 09276648

JP 10248553

JP 11332552

JP 11318431

JP 11089555

JP 2001161347

KR 2002074029

KR 2002074030

WO 2003094598

US 2005239182

US 2005064577

KR 2005081766

AU 2006100045
WO 2006100667

WO 20070111343

Apparatus for carbon dioxide fixation with microalgae in a
closed system.

Removal of carbon dioxide from flue gases.

Transparent carbon dioxide fixing apparatus for waste gas
treatment.

Recovery and recycling of carbon dioxide in waste gases
by photosynthetic fixation by microalgae and utilization of
microalgae as fuels.

Carbon dioxide fixation with microalgae.
Tetraselmis for carbon dioxide fixation.

Carbon dioxide fixation microalgae and application of the
microalgae.

Apparatus for decreasing carbon dioxide in polluted air by
photosynthetic microalgae.

Microalgae Chlorella for carbon dioxide fixation.

Biological fixation of carbon dioxide by Chlorella sp. HA-1
using semi  continuous cultivation method in
photobioreactor.

Internally illuminated photobioreactor for biological carbon
dioxide fixation.

Photobioreactor and process for biomass production and
mitigation of pollutants in flue gas.

Synthetic and biologically-derived products produced
using biomass produced by photobioreactors.

Hydrogen production with photosynthetic organisms and
from biomass derived therefrom.

Continuous photo bioreactor for carbon dioxide removal to
inhibit global warming and mass-production of microalgae.

Photobioreactor for mitigation of greenhouse gases.

A method for the enhanced production of algal biomass by
sequestration of gaseous carbon dioxide.

Photobioreactor for biomass production and mitigation of
pollutants in flue gases.

Tsutsumi &
Kawachi (1996)
Melkonian-
Ezekian &
Prause (1996)
Tsutsumi &

Kaneko (1997)

Matsumoto et
al., (1997)

Kawata et al.,
(1998)

Hirayama &
Ueda (1999)

Choi et al,
(1999)

Sumi (1999)

Morita &
Watabe (2001)

Kang et al,
(2002a)

Kang et al,
(2002b)
Berzin (2003)
Berzin (2005a)

Berzin (2005b)

Shin & Chae
(2005)

Davey (2006)
Eyal & Raz
(2006)

Berzin & Wu
(2007)

10 Perspectivas Futuras

A viabilidade técnica do desenvolvimento de fotobiorreatores utilizando microalgas

para o sequestro de diéxido de carbono e producao de biomassa esta sendo amplamente

avaliada em funcao de 6 linhas de pesquisa principais: (1) selecao de espécies tolerantes

ao didéxido de carbono e outros gases téxicos, bem como microrganismos capazes de
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suportar elevadas temperaturas, 0os quais seriam aplicados em sistemas com injecao
direta de CO, industrial, (2) dimensionamento e construgcdo de fotobiorreatores de
configuracdes variadas, visando a melhoria do desempenho celular quanto a producao de
biomassa e fixacao de didxido de carbono, (3) avaliacdo das condi¢cdes operacionais dos
biorreatores, representadas principalmente pela energia luminosa incidente, concentracao
de O, e CO, nos gases de entrada, agitacao, controle de pH, temperatura, formulacédo do
meio de cultivo e duracdo dos ciclos de luz, (4) modelagem cinética de crescimento
celular e consumo de carbono inorganico, (5) escalonamento de processos e (6) estudo
das perspectivas econémicas.

Analiticamente, o didéxido de carbono sequestrado é avaliado por estequiometria
elementar, no qual € realizada uma estimativa do carbono fixado na biomassa produzida e
do carbono fixado na fase liquida do sistema. Associado a este método, sdo determinadas
as taxas de remocgdo de didxido de carbono da fase liquida do sistema através de
sensores polarograficos e por métodos de titulagdo classica, bem como através de
técnicas de cromatografia gasosa e medidas de CO, por infravermelho, no qual as
medidas sdo realizadas na fase gasosa do sistema. Normalmente, estas metodologias
sdo avaliadas isoladamente, o que dificulta a predi¢cdo dos valores globais da quantidade
de carbono sequestrado.

Estudos relacionados com cinética de remocao de di6xido de carbono sao ainda
muito escassos, estando a grande maioria das pesquisas relacionadas com as variaveis
cinéticas de crescimento celular, no qual as taxas de consumo de carbono sdo estimadas
indiretamente, sugerindo a necessidade de pesquisas com foco na determinacdo das
taxas reais de sequestro de carbono.

Projetos destes sistemas em escalas piloto e semi-industrial j& estdo sendo
considerados, 0 que representa um importante passo na consolidacdo da tecnologia da
fixagao biologica de diéxido de carbono por organismos fotossintéticos.

As projecdes econdmicas e financeiras destes sistemas estdo relacionadas a
obtencdo de créditos de carbono, com producdo paralela de matéria prima rica em
proteinas, carboidratos, pigmentos e gorduras, representando um importante potencial
para a extracao de dleos e processamento de biosiesel, uso como suplemento alimentar e
fracionamento de biomoléculas. Além disso, uma tendéncia em sistemas de tratamento de
residuos é a utilizacdo de compostos poluentes como carbono em pelo menos duas
etapas, de forma a prolongar os ciclos biogeoquimicos destes compostos. Neste sentido,
o carbono presente nos efluentes gasosos, apos passar pelos processos biolégicos de
remogdo, no qual uma fragdo é convertida em produtos do metabolismo fotossintético,
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serd novamente utilizado na producao de energia e nutrientes, de forma a melhorar a
sustentabilidade ambiental das atividades industriais.

Esperancosamente, em poucos anos, a ciéncia possa desenvolver estratégias
eficazes para auxiliar na resolugcao dos problemas cada vez mais urgentes dos efeitos

nocivos do CO, no clima da terra.
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Capitulo 3

Producao de biomassa e fixacao de didxido
de carbono em fotobiorreatores tubulares
por Aphanothece microscopica Nageli
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RESUMO

O modelo metabdlico preferencial das cianobactérias é a fotossintese, processo no qual
estes organismos crescem as expensas de carbono inorganico. Atualmente, é sugerido o
uso de cianobactérias no sequestro de diéxido de carbono oriundo de residuos industriais,
de forma a associar a remocao de carbono com a producdo de biomoléculas. Em face
disto, o trabalho teve por objetivos avaliar a cinética de crescimento da Aphanothece
microscopica Ndageli em diferentes condi¢cdes de temperatura, intensidade luminosa e
concentracao de CO.,. As condi¢des experimentais foram temperaturas de 21,5, 25, 30, 35
e 38,5°C, luminosidades de 960, 3000, 6000, 9000 e 11000lux e concentracbes de ar
enriquecido com diéxido de carbono nas proporcées de 3, 15, 25, 50 e 62%. Os
resultados demonstram a potencialidade da aplicacdo da cianobactéria Aphanothece
microscopica Négeli em processos de sequestro de carbono.

Palavras Chave: Cianobactéria, diéxido de carbono, fotobiorreator.

1 Introducgéao

A fotossintese é o principal processo biolégico da natureza para a fixagdo de
diéxido de carbono. Além das plantas superiores e algas, as cianobactérias séo
organismos capazes de utilizar estas rotas metabdlicas, para a obtencao de energia. A
capacidade de realizar fotossintese associada a faculdade de fixar nitrogénio atmosférico,
confere a estes microrganismos as necessidades nutricionais mais simples de todos os
seres conhecidos, ja que podem proliferar em ambientes que proporcionem além de
nitrogénio molecular, diéxido de carbono, &dgua, luz e sais minerais (Jeon et al., 2005; Lin
et al., 2003; Ardelean & Zarnea, 1998).

As caracteristicas da fotossintese, originalmente elucidadas para as algas verdes
e plantas superiores sao aplicaveis também para as cianobactérias. Estes
microrganismos, no entanto, possuem aspectos particulares no que se refere ao
metabolismo, ja que elevadas atividades fotossintéticas sdo medidas ndo somente na
regiao espectral entre 665-680nm, onde a luz € melhor absorvida pela clorofila, mas
também na faixa de comprimento de onda entre 560 a 620nm, onde a ficoeritrina e a
ficocianina absorvem luz efetivamente. Este maior espectro de absorcdo sugere a
eficiéncia fotossintética destes microorganismos quando comparado aos demais
organismos fotossintetizantes (Campbell et al., 1998).

Fotobiorreatores para o cultivo de microalgas e cianobactérias sédo sistemas
baseados em processos naturais em que o metabolismo fotossintético dos

microrganismos converte energia luminosa, calor, nutrientes dissolvidos e CO, em
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produtos como o oxigénio e biomassa (Contreras et al., 1999). Estes organismos podem
utilizar substratos de baixo custo como fonte de energia e nutrientes, como por exemplo, a
energia solar e o dioxido de carbono. Nos ultimos anos, estes processos tém recebido
consideravel atencdo, motivados pela associacdao do tratamento de residuos com o
desenvolvimento de novos produtos e determinados componentes naturais de interesse
industrial como corantes, acidos graxos, polissacarideos e proteinas (Merchuk & Wu,
2001; Munoz & Guieysse, 2006). Em face disto, o trabalho teve por objetivos avaliar a
cinética de crescimento da Aphanothece microscopica N&geli em diferentes condi¢coes de
temperatura, intensidade luminosa e concentracao de CO..

2 Consideracoes Cinéticas

A velocidade especifica de crescimento, y, € a medida de quao rapido uma
populacdo microbiana cresce. Altos valores de p s&o indicativos de elevadas taxas de
crescimento microbiano. As taxas especificas de crescimento para diferentes tempos de
residéncia sao determinadas numericamente através do ajuste da concentracdo celular
(X) a uma fungao polinomial, de acordo com Equacéao 1 (Bailey & Ollis, 1985):

1 dX
“TX ™

A determinacao da fase exponencial de crescimento é realizada através do gréfico
(In X) vs (t), para diferentes limites iniciais e finais de tempo, determinado-se atraves do
melhor coeficiente de correlacdo, o inicio e a duragdo da fase exponencial de
crescimento. O coeficiente angular da melhor correlacao fornecera o valor de pmax, OU
seja, a velocidade especifica maxima de crescimento.

Ao lado das velocidades especificas de crescimento, a fase exponencial é
frequentemente caracterizada pelo tempo de geracao, tg, que é o intervalo de tempo
necessario para dobrar o valor da concentracdo celular, considerando-se que a
velocidade especifica de crescimento € constante e maxima. Aplicando-se esta definicdo
a Equacao 1, separando as variaveis e realizando a integracao, obtém-se:

In2
:umax (2)

Estes modelos sao frequentemente utilizados para avaliar os parametros cinéticos

tg =

de diversos cultivos microbianos (Kitaya et al., 2005; Ahmad & Holland, 1995; Gaden,
1955).
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3 Material e Métodos
3.1 Microrganismo e meio de cultura

As culturas de Aphanothece microscopica Nadgeli (RSMan92) foram propagadas
e mantidas em meio sintético BGN (Rippka et al., 1979), com a seguinte composicao:
K,HPO,.3H,0 (0,040g.L", MgSO,.7H,O (0,075g.L""), EDTA (0,001g.L""), H3BO;
(2,860g.L"), MnCl,.4H,O (1,810g.L"), ZnSO,.7H,O (0,222g.L"), Na,M00,.2H,0O
(0,390g.L"), CuSO,.5H,0 (0,079g.L"), CaCl,.6H,O (0,040g.L"), NaNO; (150g.L™")
CeHsO7.H,O (0,006g.L"), citrato de aménio e ferro (0,006g.L™"), pH 8,0. As condicdes
utilizadas foram 25°C, 1klux de luminosidade e fotoperiodo de 12h.

3.2 Fotobiorreator

Os experimentos foram realizados em um fotobiorreator de coluna de bolhas. O
sistema foi construido em vidro de 4mm de espessura, com um didmetro interno de 7,5cm
e uma altura de 75cm, perfazendo um volume nominal de trabalho de 3,0L. O sistema de
dispers@o de ar consiste em um difusor de 1,5cm de didmetro, localizado no centro da
coluna. O reator foi continuamente iluminado com 16 lampadas fluorescentes de 20W,
conectadas em paralelo, localizadas em uma camara de fotoperiodo. Diferentes nimeros
de lampadas foram combinados em cada lado da camara para a obtencao da intensidade
luminosa desejada. A alimentacao dos gases foi provida através de ar comprimido € um
cilindro de CO, industrial. A mistura ar/CO, foi controlada por 3 rotdmetros que medem a
vazao de diéxido de carbono, ar e a mistura entre os gases respectivamente. A Figura 1
apresenta o diagrama experimental.

A0
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Figura 1: Diagrama experimental. 1:Camara de fotoperiodo; 2: Analisador de pH,
temperatura e CO,; 3: Sensores de pH, temperatura e CO,; 4: Fotobiorreator; 5: Sistema
para controle da vazao e mistura de gases; 6: Difusor de gases. Dimensées em mm.

3.3 Obtencao e analise dos dados cinéticos em reator de bancada
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Os experimentos foram realizados em biorreatores, operando em regime
intermitente, alimentados com 3,0L de meio sintético BGN. As condigcbes dos
experimentos foram: concentracdo celular inicial de 100 mg.L", reator isotérmico,
operando em diferentes temperaturas, intensidades luminosas e aeragao continua de 1
VVM com injegéo de ar enriquecido com dioxido de carbono. A concentragdo celular foi
monitorada a cada 12 horas durante as fases de crescimento de microrganismo.

A metodologia de superficie de resposta foi utilizada para determinar as condi¢coes
6timas de incorporacdo de carbono, em funcdo de trés fatores experimentais
(temperatura, luminosidade e concentracao de ar enriquecido com diéxido de carbono).
Um planejamento composto central com 5 niveis foi utilizado para avaliar a relagdo entre
as condi¢des de cultivo (variaveis independentes) com a taxa de carbono incorporado a
biomassa (variavel dependente). O planejamento experimental e as andlises estatisticas
foram realizados utilizando o software Statistica 7.0 (Statsoft, USA). Os niveis das

variaveis experimentais utilizadas sao expressos na Tabela 1:

Tabela 1: Valores das variaveis independentes para os diferentes niveis do planejamento.

Variavel Independente Simbolo Nivel
-1,68 -1 0 1 +1,68
Temperatura (°C) X4 21,5 25 30 35 38,5
Luminosidade (klux) Xo 0,96 3 6 9 11
Concentracao CO, (%) X3 3 15 25 50 62

Para um sistema de 3 fatores, o0 modelo estatistico € definido pela Equagéo 3:
Y = Bo+ B1Xi+B2Xz + BaXs + [311)(12 + [322)(22 + [333)(32 + B12X1 Xz + B13X1 X3 + P23XoXs3 (3)

A taxa de carbono incorporada a biomassa (CB) foi calculada através da anadlise
elementar da biomassa, conforme a Equagéo 4 (Kajiwara et al., 1997):

dX \( Mco,
CB:CC'[EJ[ M. J @

3.4 Métodos Analiticos

A concentracao celular foi avaliada gravimetricamente, através da filtragdo de um
volume conhecido de meio de cultura em filtro de diametro 0,45um, seco a 60°C por 24
horas (APHA, 1998). A intensidade luminosa foi determinada a partir de um luximetro
digital (Minipa MLM 1010, preciséao de * 4%). A temperatura foi controlada por
termostatos, e medida através de um sensor polarografico (Metler Toledo InPro5000

Series). A vazao de diéxido de carbono, ar e ar enriquecido com CO, foram determinadas
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a partir de rotametros (AFSG 100 Key Instruments, precisdo de = 5%). A composicao
elementar das células da Aphanothece microscopica Néageli foi determinada através de
um analisador elementar CHNS/O (2400-Perkin Elmer). Amostras de 2mg de biomassa
foram oxidadas a 1000°C, e os gases resultantes foram determinados a partir de um
sensor de condutividade térmica para carbono. O padrao utilizado foi a acetanilida, com
composicao de 71,09% de carbono, 11,84% de oxigénio, 6,71% de hidrogénio e 10,36%
de nitrogénio.

4 Resultados e Discussao

As curvas de crescimento representativas da cianobactéria Aphanothece
microscopica Né&geli a partir das diferentes condicdes de cultivo fotossintético estao
expressas na Figura 2. Comparando-se as curvas de crescimento entre si, observa-se a
auséncia de fase de adaptacdo do microrganismo, atingindo-se a fase logaritmica de
crescimento a partir das 12h cultivo, seguida por uma fase estacionaria e em algumas
condic¢des por uma fase de declinio. De acordo com Guerrero et al., (1999) a auséncia da
fase de adaptagdo em curvas de crescimento de microalgas é caracteristica de meios de
cultura com elevadas disponibilidades de carbono e nutrientes inorgénicos. Para todos os
cultivos, apdés um tempo de residéncia maximo de 5 dias as curvas de crescimento ja
indicavam as caracteristicas da fase estacionaria, obtendo-se as maximas densidades
celulares neste periodo. Resultados similares foram obtidos por Yue & Chen (2005) e
Hsueh et al., (2007) no cultivo fotossintético das microalgas Chlorella ZY-1 e
Nannochlopsis oculta, obtendo taxas positivas de crescimento em tempos de residéncia

inferiores a 120h.
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Figura 2: Curvas de crescimento representativas em fungéo da temperatura, luminosidade e
concentracdo de CO,. (A) Efeito da temperatura (6000lux e 25% de CO.). (B) Efeito da
luminosidade (30°C e 25% de CQO,). (C) Efeito da concentragao de CO, (30°C e 6000lux).
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A Tabela 2 apresenta a caracterizagdo da cinética de crescimento da Aphanothece
microscopica Nageli, em termos das velocidades maximas especificas de crescimento
(Lmax), cOeficiente de determinacdo (R?), tempo de geracdo (tg), tempo de duracdo da
fase logaritmica de crescimento (tg) € concentracdes celulares maximas (Xmax). A partir
da analise destes resultados, observa-se que as maximas velocidades especificas de
crescimento sdo obtidas em cultivos conduzidos a 35°C, 9klux e 15% CO,, nao diferindo
significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05) dos cultivos realizados a 30°C, 11klux e
25% CO,. Os maximos valores de Umax S&0 Similares as obtidas por outros autores para
espécies Euglena gracilis e Anabaena variabilis cultivadas em metabolismo fotossintético
(Kitaya et al., 2005; Yoon, 2002). Estes cultivos, no entanto, foram conduzidos com
enriquecimento de diéxido de carbono em concentragbes maximas de 13% (v/v),
sugerindo a tolerancia da Aphanothece microscopica N&dgeli a gases enriquecidos com
elevadas concentragdes de CO,, uma vez que elevadas taxas de crescimento foram
obtidas com até 62% de diéxido de carbono. Em relagdo aos tempos de geracao,
observou-se variagdo entre 23,1 a 231,1h, em fungéo das diferentes condi¢des de cultivo,
indicando a dependéncia do crescimento celular em fungdo das condicbes de
temperatura, luminosidade e concentracdo de ar enriquecido com diéxido de carbono na
operacdo do fotorreator. As fases logaritmicas de crescimento, determinadas por
regressdo linear dos dados, indicaram crescimentos exponenciais entre 36-108h. A
maxima densidade celular obtida foi de 3,0 g.L”" em cultivos com ar enriquecido com 15%
de diéxido de carbono, 35°C e 9klux. Estes resultados sugerem esta condicdo
experimental como a mais adequada para a producdo de biomassa pela cianobactéria
Aphanothece microscopica Négeli nas condicdes avaliadas.
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Tabela 2: Parametros cinéticos para a Aphanothece microscopica Nagel.

Condicao Parametro cinético

X1 X2 XS Mmax R2 tg tIog Xmax
(°C) (klux) (%) (h”) (h) (h) (mg/L)
35,0 3 15 0,027 0,99 25,67 60 1672
35,0 9 15 0,034 0,94 20,38 72 3000
35,0 3 50 0,022 0,99 31,50 72 500
35,0 9 50 0,025 0,97 27,72 72 600
25,0 3 15 0,010 0,97 69,31 36 270
25,0 9 15 0,013 0,90 53,31 108 455
25,0 3 50 0,023 0,98 30,13 108 600
25,0 9 50 0,023 0,98 30,13 96 905
30,0 6 25 0,028 0,99 24,75 108 1760
30,0 6 3 0,021 0,97 33,01 48 1600
21,5 6 25 0,024 0,99 28,88 84 730
30,0 11 25 0,030 0,98 23,10 72 2300
38,5 6 25 0,003 0,98 231,1 36 230
30,0 0,96 25 0,008 0,94 86,64 72 360
30,0 6 62 0,023 0,98 30,13 72 1135

O crescimento celular associado a assimilagcdo de diéxido de carbono do meio
coincidiu com o aumento dos valores de pH. A Figura 3 apresenta as curvas
representativas da variacao do pH no meio de cultivo em fungcdo do tempo de residéncia.
A faixa de pH observada variou entre 6,0 a 9,9, indicando que a espécie HCOj foi a forma
de carbono predominante.

A elevacédo gradativa do pH no meio de cultura, independente da condicéo
considerada, indica que os cultivos ocorreram na faixa de pH alcalino. Redugdes no valor
inicial do pH do meio de cultivo sdo observadas apenas em cultivos com concentracdes
de dioxido de carbono iguais ou superiores a 50%. Por outro lado, os valores mais
elevados de pH sé&o verificados em cultivos com altas densidades celulares, sugerindo a
predominancia do metabolismo fotossintético do microrganismo, nas condigoes
experimentais. Este comportamento é evidenciado por Yue & Chen, (2005), que reportam
que maximas taxas de crescimento sdo obtidas em valores mais elevados de pH do meio
de cultivo. De acordo com Berenguel et al., (2004), o incremento do pH em cultivos
fotossintéticos ocorre devido a atividade bioldgica das células que produz uma redugédo no
conteudo de carbono inorganico dissolvido através do consumo necessario ao
crescimento celular, forcando um deslocamento do equilibrio carbonato-bicarbonato no

sistema tampao.
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Figura 3: Curvas representativas da variagdo do pH em funcédo da temperatura, luminosidade e
concentracdo de CO,. (A) Efeito da temperatura (6000lux e 25% de CO.). (B) Efeito da
luminosidade (30°C e 25% de CQ,). (C) Efeito da concentragao de CO, (30°C e 6000lux).
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O crescimento microbiano inclui uma sequéncia de reagbes bioquimicas que
levam a sintese de biomassa, obedecendo ao principio da conservacao da matéria. Neste
sentido, os nutrientes do meio de cultura se conservam na forma de biomassa (Leveau &
Bouix, 1985). Considerando-se o metabolismo fotossintético das cianobactérias, no qual a
energia luminosa e o didxido de carbono sdo convertidos em oxigénio, biomassa e outros
produtos, uma fragdo do CO, adicionado no fotobiorreator é transformada em biomassa,
em um processo denominado de fixagao biolégica de carbono (Stewart & Hessami, 2005).
Desta forma, a Tabela 3 apresenta os valores da taxa de carbono incorporado a biomassa
para as diferentes condigdes experimentais.

Tabela 3: Matriz codificada do efeito da temperatura, luminosidade e concentracdo de
CO, na taxa de carbono incorporado a biomassa.

Experimento Temperatura Luminosidade CO, CB
(X1) (X2) (X3) (mg/L.h)

1 +1 -1 -1 24,80
2 +1 +1 -1 45,78
3 +1 +1 +1 11,84
4 +1 -1 +1 11,36
5 -1 -1 -1 3,45
6 -1 +1 -1 6,30
7 -1 -1 +1 8,88
8 -1 +1 +1 16,30
9 -1,68 0 0 12,78
10 +1,68 0 0 4,61
11 0 +1,68 0 39,07
12 0 -1,68 0 6,15
13 0 0 -1,68 30,44
14 0 0 +1,68 21,01
15 0 0 0 26,20
16 0 0 0 25,96
17 0 0 0 26,04

O resultado dos efeitos e interacdes entre os fatores temperatura, luminosidade e
concentracdo de dioxido de carbono, bem como os coeficientes do modelo estdo
expressos na Tabela 4. A partir da analise dos dados, observa-se que na faixa avaliada, a
taxa de carbono incorporada a biomassa é controlada pelos fatores luminosidade(L),
temperatura(Q), interacdo entre a temperatura(L) com a concentracdo de didxido de
carbono(L) e pela concentragdo de diéxido de carbono(L), nesta ordem de importancia.
Os demais fatores e interagdes possuem significancia estatistica em menor proporgao.
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Tabela 4: Coeficientes do modelo estimados por regressao linear.

Fator Efeitos Erro t(2) p Coeficientes  Estimativas por intervalo
Padrédo -95% +95%
Média 26,22 0,07 372,47  0,00000 26,22 25,92 26,53
Xy (L) 6,60 0,06 99,88  0,00010 3,30 3,16 3,44
X:1(Q) -13,39 0,07 -183,95 0,00003 -6,69 -6,85 -6,53
Xz (L) 12,75 0,06 192,85 0,00002 6,37 6,23 6,51
X2(Q) -3,55 0,07 -48,78  0,00042 -1,77 -1,93 -1,61
X3 (L) -7,00 0,06 -105,86  0,00008 -3,50 -3,64 -3,35
X3(Q) -1,34 0,07 -18,52  0,00290 -0,67 -0,83 -0,51
Xi(L) x Xo(L) 2,79 0,08 32,37  0,00095 1,39 1,21 1,58
Xi(L) x Xs(L)  -15,70 0,08 -181,72  0,00003 -7,85 -8,03 -7,66
Xa(L) x Xg(L)  -3,98 0,08 -46,08  0,00047 -1,99 2,17 -1,80

Desta forma, o modelo estatistico para a variavel resposta taxa de carbono
incorporada a biomassa € apresentado pela Equacao 5:

Y = 26,2 + 3,3X; — 6,7X:2 + 6,4X5 -1,77X5% — 3,56X5 -0,67X5% + 1,4X: X5 -7,85X1X5 -2,0X-X5  (6)

Os diagramas de contorno (Figura 4) apresentam a variacao da taxa de carbono
incorporado a biomassa em fungé@o dos fatores de estudo. Neste sentido, 0 aumento da
incorporacdo de carbono na biomassa € obtido ndo apenas fixando o fator luminosidade
em seu nivel superior, isto é, conduzir os cultivos em elevadas intensidades luminosas,
mas também fixar a temperatura na regido central e a concentragdo de didxido de
carbono no nivel inferior (reduzidas propor¢cdées de enriquecimento de CO, no ar de
entrada).

As taxas de carbono incorporadas a biomassa variaram entre 3,45 a 45,78 mg/L.h

para as diferentes condi¢des de cultivo. Estes resultados sdo superiores aos obtidos por
Kajiwara et al.,, (1997), no cultivo da cianobactéria Synechoccus PCC7942, em
fotobiorreatores, nas condigdes de 30°C, 8klux e ar enriquecido com didxido de carbono
em 5%, que verificaram taxas maximas de incorporagdo na ordem de 25mg/L.h, o que
reflete a adaptagdo do microrganismo em estudo as condigdes experimentais, sugerindo a
importancia da otimizacdo das condi¢des de operagao do fotorreator, para a obtengéo de
elevadas taxas de fixa¢ao biologica de carbono.
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Figura 4: Diagramas de contorno para a variavel taxa de carbono incorporado a biomassa.

Diferentes autores relatam a importancia das condicées ambientais no crescimento
de cianobactérias. Parametros como temperatura, intensidade Iluminosa, pH e
concentracao de didxido de carbono tém sido indicados como de fundamental importancia
para o desenvolvimento destes microrganismos (Subramanian & Thajuddin, 2005). Desta
forma, verificou-se que os cultivos conduzidos na faixa de 30-35°C, 9-11klux e 15-25% de
CO,, favorecem o crescimento celular, associado a incorporacado de carbono as células.
Estes resultados estdo de acordo com Munoz & Guieysse, (2006), que reportam que a
eficiéncia de sistemas utilizando microalgas, normalmente decresce em temperaturas
reduzidas e temperaturas excessivas, o que justificaria o baixo desempenho celular dos
cultivos conduzidos a 21,5 e 38,5°C quando comparados ao cultivo realizado a 30°C nas
mesmas condi¢des de intensidade luminosa e concentracdo de CO,. De acordo com

66



Grossman et al., (1994), a temperatura 6tima para o desenvolvimento de cianobactérias
situa-se na faixa de 25 a 35°C.

Em relagdo as intensidades luminosas avaliadas, verificou-se que a maxima
irradiancia utilizada foi insuficiente para promover o fendmeno de fotoinibicao celular, ja
que em condi¢cbes de 11000 lux, registraram-se elevadas taxas de crescimento. Por outro
lado, observou-se que quando os cultivos foram conduzidos a 960 lux, houve reducao
pronunciada do crescimento celular, sugerindo que nestas condicbes ha limitacao da
energia necessaria para a sequéncia da reacdo fotossintética, que ird ocasionar na
fixacao de carbono. Diversos trabalhos (Kitaya et al., 2005; Molina Grima et al., 1999; Pulz
& Scheinbenbogen, 1998; Lee & Low, 1992) demonstram o efeito inibidor de
luminosidades inadequadas. De acordo com estes autores, a atividade fotossintética se
eleva com o aumento da irradiacdo até determinados valores em que comega a ocorrer
inibicdo do crescimento celular.

O efeito de diferentes concentragdes de didxido de carbono nos gases de entrada
do fotobiorreator € analisado por Yue & Chen (2005), que indicam atividades
fotossintéticas em concentragdes de até 70% (v/v) de ar enriquecido com CO,, que €&
usualmente a principal fonte de carbono em cultivos fotossintéticos de cianobactérias. De
acordo com Cuaresma et al., (2006), a forma com que as cianobactérias se adaptam para
utilizar CO, como fonte de carbono esta relacionado com o0s mecanismos de
concentracdao de carbono (CCM). O desenvolvido mecanismo fotossintético destes
organismos permite o transporte do CO, livre e dos ions bicarbonato através de uma fina
membrana plasmatica, sendo acumulados na célula como um reservatério de carbono,
possibilitando a assimilagdo de carbono inorgénico na forma de bicarbonato e diéxido de
carbono livre (Badger & Price, 2003; Zak et al., 2001). Os melhores resultados em relagao
ao crescimento celular e incorporacdo de carbono na biomassa foram obtidos em
concentracdes de ar enriquecido com CO, na proporcao de 15%, sendo observado uma
reducdo na eficiéncia do fotobiorreator em vazdes inferiores ou superiores a 0,45Lcoo/min.
De acordo Cheng et al., (2006), a concentracao de didéxido de carbono na corrente de ar
do fotobioreator é um paréametro determinante no cultivo fotossintético de microalgas, ja
que a concentragdo deste composto ndo devera ser excessivamente baixa, de modo a
limitar a disponibilidade de carbono as células, e também ndo devera exceder um limite
superior, evitando perdas de CO, que nao séo utilizadas pelo microrganismo e séo
liberadas para a atmosfera.

A validacdo do modelo estatistico, definido pela Eg. 6 é confirmada através da
Tabela 5, que apresenta a andlise de variancia para ajuste dos dados ao modelo
quadratico.
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Tabela 5: Andlise de variancia para o ajuste do modelo

Fonte Variagéao Soma Graus Média
Quadratica Liberdade quadratica
Regressao 1938,8 9 215,42
Residuos 532,66 7 76,09
Falta Ajuste 532,63 5 106,52
Erro Puro 0,03 2 0,015
Total 2741,44 16

Significancia estatistica (p<0,1)

A validacdo do modelo é verificada a partir da distribuicdo F, que sugere a

existéncia de uma relagéo quadratica entre as variaveis, indicando que o modelo proposto

se ajusta aos dados experimentais. O modelo estatistico obtido apresenta um percentual

maximo de variagao explicada de 99,99%.

5 Conclusiao

Os parametros cinéticos de crescimento da Aphanothece microscopica Négeli

demostraram a tolerancia do microrganismo a elevadas concentracdes de didxido de

carbono, sugerindo a sua potencialidade na aplicagcdo em processos de remogao

biolégica de CO,. Os valores dos parametros cinéticos obtidos situaram-se entre 0,003-

0,034h™ e 3,45-45,78 mg.L".h"" para as velocidades maximas especificas de crescimento

e taxa de carbono incorporado a biomassa respectivamente.

Nomenclatura
u: velocidade especifica de crescimento (h™)
X: concentracao celular (mg.L™)
t: tempo de residéncia (h)
Hmax: Velocidade méaxima especifica de crescimento (h™")
Y: variavel resposta
tg: tempo de geracéo (h)
R?: coeficiente de determinacéo
Xmax: concentracéo celular maxima (mg.L™)
tig: tempo de duracdo da fase logaritmica de crescimento (h)
CB: taxa de carbono incorporado a biomassa (mg.L".h™)
C.: Percentual de carbono da biomassa (%)
Mco2: peso molecular do CO,
Mc: peso molecular do carbono
Y: Variavel resposta
Xy, Xo, X3: variaveis independentes do modelo estatistico
B: parametros do modelo estatistico
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Capitulo 4

Taxas de remocao de dioxido de carbono
em fotobiorreatores tubulares por
Aphanothece microscopica Nageli
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RESUMO

O método integral de andlise de dados cinéticos foi utilizado para descrever a remocao de
diéxido de carbono dissolvido na fase aquosa de um fotobiorreator tubular pela
cianobactéria Aphanothece microscopica Nageli. O efeito da concentracao de diéxido de
carbono (3, 15, 25, 50 e 62%), intensidade luminosa (960, 3000, 6000, 9000 e 11000lux) e
temperatura (21,5, 25, 30, 35 e 38,5°C) foi considerado a partir de um planejamento
composto central, visando determinar as condicoes de maior eficiéncia do sistema. A
metodologia de superficie de resposta demonstrou a importancia dos parametros de
operagao do fotobiorreator na cinética de remogéao de diéxido de carbono, ocorrendo um
bom ajuste do modelo cinético de primeira ordem aos dados experimentais.

Palavras chave: didéxido de carbono, fotobiorreator, cianobactéria.

1 Introducéao

Numerosas pesquisas vém sugerindo que cianobactérias marinhas poderiam ser
consideradas como uma solugdo para a reducao dos niveis de didéxido de carbono
atmosférico (Buesseler et al., 2007; Bryant & Frigaard, 2006). A fotossintese que ocorre
nos oceanos € responsavel por aproximadamente 40% do carbono global fixado
anualmente no planeta. Este processo é realizado por microrganismos unicelulares que
constituem o fitoplancton, onde as espécies dominantes sdo compostas por
cianobactérias que auxiliam na reducdo da concentracdo de carbono inorganico nos
oceanos, num processo ciclico no qual o carbono organico é reoxidado através da
respiracdo heterotréfica, enriquecendo os oceanos com carbono inorganico. Estas
bombas biolégicas auxiliam na manutencédo da concentragdo atmosférica de diéxido de
carbono (Falkowski, 1997).

Baseado nestes sistemas biolégicos, diversos processos de engenharia
bioguimica estdo sendo conduzidos, no qual o metabolismo de microrganismos
fotossintéticos converte a energia luminosa e diéxido de carbono em moléculas naturais
(Molina Grima et al., 2006). Estes sistemas visam a redug¢édo das emissoes de didxido de
carbono oriundo da manufatura de diversos segmentos industriais, através da
incorporacao deste poluente a uma biomassa (Cheng et al., 2006).

O desenvolvimento da tecnologia de fotobiorreatores esta sendo revista
detalhadamente, com foco em fotobiorreatores tubulares, que sdo considerados os
sistemas mais promissores para a produgdo em larga escala de bioprodutos obtidos
através do cultivo de microalgas, com remogao simultanea de CO, (Ono & Cuello, 2006;
Molina Grima et al., 1999).
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A eficiéncia destes processos, entretanto, tem sido demonstrada apenas
teoricamente, no qual avaliacbes mais detalhadas sao necessarias para a utilizagao
destes sistemas visando a obtencdo de créditos de carbono. Em relacdo as taxas de
remocao de didxido de carbono, expressas em termos de modelos cinéticos, poucas sao
as referéncias na literatura que relatam o desempenho de cianobactérias e/ou microalgas
no consumo fotossintético de carbono inorganico (Lin et al., 2003), o que sugere a
necessidade de pesquisas visando avaliar a influéncia de pardmetros do processo nas
taxas de remocao biolégica de CO,. Desta forma, este estudo apresenta uma
quantificacao inicial, visando descrever a cinética de remocao de diéxido de carbono por
cianobactérias, tendo como objetivos avaliar as taxas de remocdo de CO, em
fotobiorreatores.

2 Modelagem Cinética

O método integral de andlise de dados cinéticos € usualmente utilizado para
interpretar os dados de consumo de substrato e para encontrar as equacdes da taxa
(Eroglu et al., 1999, Beltran-Heredia et al., 2000). Neste método, assume-se uma
determinada ordem de reacado e integra-se a equacao diferencial usada para modelar o
sistema em batelada. Neste procedimento de tentativa-erro, se as consideracdes
estiverem corretas, o grafico da concentracao vs. tempo devera ser linear.

Para a reacado simplificada (CO, — Produtos), conduzida em reator batelada a

volume constante, o balango molar é descrito pela Equagéo 1:
—d[CO,] _

dt feo W
Assumindo que a velocidade de reagdo € fungdo apenas da concentracdo de

dioxido de carbono, podemos escrever a lei de velocidade na seguinte forma:

—r,, =klCO,I" )
Considerando-se reagao de primeira ordem (n=1) e combinado a lei de velocidade
com o balango molar, obtemos a Equacao 3:

—d[CO
% = k[CO,] 3)
Integrando-se a equacao diferencial, com [CO,]=[CO,], em t=0, a Equacao 3 torna-
se:
10O, _ .
[CO, ]
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Desta forma, um grafico de In([CO,]o/[CO,]) em fungédo do tempo devera ser linear,
com inclinag&o correspondente a constante de velocidade de reagéo (k).

Entretanto, deve-se considerar que a variacao do dioxido de carbono em fungéo
do tempo nado é devida apenas a remocao microbiana e fisico-quimica, parte do CO, é
perdida nos gases de exaustdo (dessorcao). A taxa real de remocao de di6xido de
carbono no sistema é obtida, mediante a determinacdo da constante de velocidade
resultante (kg), que corresponde a diferenca entre as constante da velocidade de reagéo
para os processos de absorcao (ki) e dessorcao (ko). Desta forma, com os valores de kg
e com a concentracdo de CO, no sistema, considerando uma reacao de primeira ordem, é

possivel obter a taxa de remoc¢ao de didxido de carbono.

3 Material e Métodos

3.1 Microrganismo e meio de cultura

As culturas de Aphanothece microscopica Nadgeli (RSMan92) foram propagadas
e mantidas em meio sintético BGN (Ripka et al., 1979), com a seguinte composigao:
KHPO,.3H,O (0,040g.L"), MgSO,.7H,O (0,075g.L""), EDTA (0,001g.L™"), H3BOs;
(2,860g.L"), MnCl,.4H,0 (1,810g.L"), 2ZnS0,.7H,0 (0,222g.L"), Na,MoO,.2H,O
(0,390g.L"), CuSO,.5H,0 (0,079g.L"), CaCl,.6H,O (0,040g.L"), NaNO; (150g.L™)
CeHsO7.H,O (0,006g.L™), citrato de aménio e ferro (0,006g.L"), pH 8,0. As condicbes
utilizadas foram 25°C, 1 klux de luminosidade e fotoperiodo de 12h.

3.2 Fotobiorreator

Os experimentos foram realizados em fotobiorreator de coluna de bolhas. O
sistema foi construido em vidro de 4mm de espessura, com um didmetro interno de 7,5cm
e uma altura de 75cm, perfazendo um volume nominal de trabalho de 3,0L. O sistema de
dispersé@o de ar consiste em um difusor de 1,5cm de diametro, localizado no centro da
coluna. O reator foi continuamente iluminado com 16 lampadas fluorescentes de 20W,
conectadas em paralelo, localizadas em uma camara de fotoperiodo. Diferentes niumeros
de lampadas foram combinados em cada lado da camara para a obtencéo da intensidade
luminosa desejada. A alimentacdo dos gases foi provida através de ar comprimido e um
cilindro de CO, industrial. A mistura ar/CO, foi controlada por 3 rotdmetros que medem a

vazao de didxido de carbono, ar e a mistura entre 0s gases respectivamente.
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3.3 Obtencao e analise dos dados cinéticos em reator de bancada

Os experimentos foram realizados em biorreatores, operando em regime
intermitente, alimentados com 3,0L de meio sintético BGN. As condigdes dos experimentos
foram: concentracéo celular inicial de 100 mg.L™, reator isotérmico, operando em diferentes
temperaturas, intensidades luminosas e aeragdo continua de 1VVM com injecdo de ar
enriquecido com dioxido de carbono em diferentes concentragcées. A metodologia de
superficie de resposta foi utilizada para determinar as condigbes 6timas de remogao de
diéxido de carbono, em fungao de trés fatores experimentais (temperatura, luminosidade e
concentracdo de ar enriquecido com diéxido de carbono). A partir de um planejamento
composto central com 5 niveis foi avaliado a relagdo entre as condicées de cultivo
(variaveis independentes) com a taxa de remocdo de CO, (variavel dependente). O
planejamento experimental e as andlises estatisticas foram realizados utilizando o software
Statistica 7.0 (Statsoft, USA). Os niveis das variaveis experimentais utilizadas sao
expressos na Tabela 1:

Tabela 1: Valores das variaveis independentes para os diferentes niveis do planejamento.

Variavel Independente Simbolo Nivel
-1,68 -1 0 1 +1,68
Temperatura (°C) X4 21,5 25 30 35 38,5
Luminosidade (klux) X 0,96 3 6 9 11
Concentracao CO, (%) X3 3 15 25 50 62

Para um sistema de 3 fatores, 0 modelo estatistico é definido pela Equacéao 5
(Box, Hunter & Hunter, 1978):
Y = Bo+ BiXi+B2Xz + BaXs + B11X12 + ngXgZ + f>33X32 + B12X1 Xz + B13X1 X3 + P23XoXs  (5)

3.4 Determinacao da concentracao de CO, dissolvido e obtencao dos perfis de
concentragao

A concentragcdo de didéxido de carbono dissolvido na fase liquida foi avaliada
através do método dindmico, no qual a transferéncia de CO; foi interrompida a cada 12h
de cultivo, e a concentracado de dioxido de carbono livre medida como uma fung¢do do
tempo por um periodo de 5 min, com tomadas de dados a cada 0,5 min. As estimativas da
dessorgao de diéxido de carbono foram realizadas através de experimentos controle, na
auséncia do microrganismo, para cada condi¢cdao experimental em fungao de concentragao
de CO,, temperatura e agitacao envolvidas no sistema. Os dados de concentracao de
diéxido de carbono dessorvido da fase liquida foram registrados em regime transiente, a
cada 0,5min, por um periodo de 5 min. Uma vez obtida a variacao das concentracdes de
dioxido de carbono absorvido e dessorvido para todo o cultivo, a fase exponencial de
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crescimento foi determinada numericamente através do ajuste da concentracao celular a
uma funcao polinomial, e para este periodo, calculados as médias da variacdo da
concentracao de dioxido de carbono absorvido em fun¢do do tempo. As duas séries de
dados experimentais (absorcdo média e dessorcao) obtidas foram ajustadas a um modelo
cinético de primeira ordem para estimativa das variaveis cinéticas de remocao e perda de
diéxido de carbono no sistema.

3.5 Métodos Analiticos

A concentragdo de dioxido de carbono dissolvido e a temperatura foram
determinadas através de um sensor polarografico (Metler Toledo InPro5000 Series,
precisdo de + 10%). As medidas de intensidade luminosa incidente no reator foram
realizadas na superficie externa da coluna, a partir de um luximetro digital (Minipa MLM
1010, precisao de * 4%). A vazao de dioxido de carbono, ar e ar enriquecido com CO,
foram determinadas através de rotdmetros (AFSG 100 Key Instruments, precisdo de *
5%). A concentragéo celular foi avaliada gravimetricamente, através da filtragdo de um
volume conhecido de meio de cultura em filtro de diametro 0,45um, seco a 60°C por 24
horas (APHA, 1998).

4 Resultados e Discussao

A partir do planejamento experimental proposto, 17 experimentos avaliando
diferentes combinac¢des de temperatura, intensidade luminosa e concentracao de dioxido
de carbono foram realizados. O método integral de analise proposto foi utilizado para
interpretar os resultados de remocao de substrato e para encontrar as equagdes da taxa
de remocao de dioxido de carbono. Durante estas andlises, o volume do fotobiorreator foi
considerado constante. Variagdes significativas na temperatura e na concentracao nao
foram consideradas, uma vez que o sistema de aeracdo fornecia uma disperséao
adequada da mistura reagente. A Figura 1 apresenta o ajuste dos dados experimentais
com o modelo de remocao de diéxido de carbono proposto, nas diferentes condi¢coes
avaliadas. Considerou-se que a variacao total da concentracdo de dioxido de carbono
livre em funcdo do tempo é representada pela variagdo ocasionada pela presenca do
microrganismo no biorreator somada as perdas de CO, nos gases de exaustdo, sendo
ambas as medidas realizadas na fase liquida do sistema. Os dados cinéticos
correspondem ao valor médio de remocao de di6xido de carbono na fase exponencial de

crescimento.
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Verifica-se a partir da analise da Figura 1, independente da condi¢cao considerada
um ajuste satisfatério do modelo proposto, considerando as dificuldades experimentais e a
dispersdo das condigbes avaliadas. Estes resultados sdo melhor elucidados na Tabela 2,

gue apresenta os parametros cinéticos para o ajuste do modelo.

Tabela 2: Parametros cinéticos para a taxa de remoc¢ao de didxido de carbono.

Condicao Parametro Cinético

X Xz X3 Ki R Ko R® Kr ki/ka Cco2 Mmax
(°C) (klux) (%) (min™) (min™) (min™) (mglL)  (dia™)
35,0 3 15 0,587 0,985 0,444 0,984 0,143 1,32 130 0,648
35,0 9 15 0,560 0,988 0,444 0,984 0,116 1,26 131 0,816
35,0 3 50 0,534 0,991 0,490 0,986 0,044 1,09 594 0,528
35,0 9 50 0,570 0,994 0,490 0,986 0,080 1,16 590 0,601
25,0 3 15 0,506 0,990 0,210 0,996 0,300 2,41 24 0,240
25,0 9 15 0,559 0,990 0,210 0,996 0,350 2,66 25 0,312
25,0 3 50 0,518 0,997 0416 0,989 0,102 1,24 593 0,552
25,0 9 50 0,600 0,993 0416 0,989 0,184 1,44 596 0,552
30,0 6 25 0,561 0,993 0,482 0,991 0,080 1,16 280 0,672
30,0 6 3 0,290 0,985 0,264 0,987 0,030 1,09 50 0,504
21,5 6 25 0,470 0,993 0,410 0,983 0,060 1,14 455 0,576
30,0 11 25 0,575 0,987 0,475 0,988 0,100 1,21 340 0,720
38,5 6 25 0,610 0,986 0,500 0,990 0,110 1,22 260 0,072
30,0 0,96 25 0,562 0,990 0,504 0,990 0,060 1,11 330 0,192
30,0 6 62 0,530 0,990 0,420 0,981 0,110 1,26 790 0,552

Os elevados coeficientes de determinacdo obtidos indicam a adequacidade do
modelo proposto aos dados experimentais. Valores equivalentes da constante de
velocidade de reagao sao obtidos na presencga (ki) e auséncia (k;) do microrganismo, o
que sugere que proporgdes significativas de diéxido de carbono séo perdidas nos gases
de exaustdo. Esta constatacao indica que o didxido de carbono esta sendo adicionado em
excesso no meio de cultivo, onde apenas uma fragao do CO, adicionado é convertida em
biomassa e outros produtos do metabolismo fotossintético. Resultados similares sao
evidenciados por Berenguel et al., (2004) e Chae et al.,, (2006), que citam que
concentragcdes elevadas de CO, nos gases de entrada do biorreator proporcionam
consideraveis perdas para a atmosfera. Segundo estes autores, 0 suprimento em excesso
de gas carbbnico poderia favorecer a disponibilidade da fonte de carbono as células, de
forma a nao limitar a atividade metabdlica. Entretanto, a adicao excessiva deste composto
provoca perdas que nao sao aproveitadas pelas culturas, resultando em poluicdo
ambiental desnecessaria. Embora o sistema ocosione perdas significativas de CO, para a
atmosfera, verficou-se que independente da condi¢cdo considerada, taxas positivas (ki>k>)
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de remogéao de didxido de carbono foram obtidas no fotobiorreator, sugerindo que parte
do diéxido de carbono transferido ao meio de cultura é removido pela acdo do
metabolismo fotossintético da Aphanothece microscopica N&geli.

E verificado ainda que as maiores razdes entre a constante de velocidade de
diéxido de carbono absorvido em funcdo da constante de velocidade de diéxido de
carbono dessorvido (ki/kz) ocorrem nas condigdes de 25°C, 15% de diéxido de carbono
(2,66), independente da intensidade luminosa, 0 que sugere que O processo ocorre de
forma mais eficiente nestas condicbes, com uma compensacao superior entre adicdo e
perda de diéxido de carbono. O cultivo conduzido a 50% de didéxido de carbono, 9klux e
25°C apresenta valores intermediarios de razéo entre CO, removido e CO, perdido. Estes
resultados quando corroborados com as taxas de remocao de diéxido de carbono (Tabela
3), indicam esta condigdo de cultivo como um ponto de equilibrio entre as taxas de
remocado e a eficiéncia do processo. Esta aparente discrepancia entre os dados, é
justificada a medida que as perdas de diéxido de carbono nos gases de exaustdo se
elevam com acréscimo da concentracao de CO, na mistura com o ar, ocasionando a
elevacdo da concentracdo de diéxido de carbono livre dissolvido no estado estacionario.
Desta forma, como a taxa de remocao de didéxido de carbono € proporcional a
concentracao do géas dissolvido, as elevadas constantes da taxa obtidas nas condigbes de
15% de ar enriquecido com CO; ndo sao suficientes para compensar os valores elevados
de diéxido de carbono livre obtidos em condigcdes de ar enriquecido com elevadas
propor¢des de didxido de carbono. Segundo os resultados de Fridlyand et al., (1996) as
razbes entre as taxas de CO, absorvido e dessorvido podem variar entre 0,66 a 4,0 em
funcdo da atividade enzimatica envolvida no metabolismo fotossintético, ocorrendo perdas
de eficiéncia do processo a medida que a concentragdo de carbono inorganico se eleva
no ambiente externo.

A velocidade especifica de crescimento, y, € uma medida de quao rapido uma
populagdo microbiana esta crescendo. Elevados valores de p s&o indicativos de altas
taxas de crescimento. Observa-se a partir dos dados cinéticos de crescimento celular, que
as velocidades maximas especificas de crescimento obtidas variaram entre 0,072-0,816
dia’. Entretanto, verifica-se que as condicbes que apresentaram maiores taxas de
remogdo de dioxido de carbono, ndo correspondem as maiores velocidades de
crescimento, 0 que sugere a possibilidade de um deslocamento da reagéo fotossintética
através da conversdo de CO, em biopolimeros extracelulares, ndo quantificados na
biomassa. A producdo destes compostos por microalgas € evidenciada por diversos
autores (De Philippis & Vincenzini, 1998; Otero & Vincenzini, 2003; Parikh & Madamwar,
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2006), que reportam que a sintese de compostos exocelulares estd associada
diretamente com as condi¢gdes ambientais em que o microrganismo € submetido. Estes
estudos citam possibilidade de estimular a producao de polissacarideos extracelulares
através da manipulacdo de determinadas varidveis ambientais como a intensidade
luminosa, temperatura e disponibilidade de fontes de nitrogénio e carbono. De Philippis &
Vincenzini, (1998) relatam que condigbes de stress metabdlico favorecem a produgéo
destes compostos, 0 que justificaria os experimentos com lenta formacao de células terem
substanciais taxas de assimilacdo de didéxido de carbono. Além disso, estes autores
reportam que a acumulacdo de reservas de carbono intracelular ocasiona um incremento
na producdo de carboidratos extracelulares, sugerindo que o incremento da concentracao
de CO, nos gases de entrada favorece a incorporagdo de carbono em compostos
excretados ao meio de cultivo. Por outro lado, Lee, Apel & Walton (2006) reportam que
neste tipo de sistema para o sequiestro de CO,, uma fragdo muito pequena de carbono é
convertida em biomassa, quando comparado a precipitacdo de espécies quimicas na
forma de bicarbonatos e carbonatos.

A metodologia de superficie de resposta foi utilizada para determinar as condi¢coes
operacionais do fotobiorreator visando otimizar a taxa de didéxido de carbono removido da
fase aquosa do sistema. A Tabela 3 apresenta a matriz codificada do planejamento
composto central.

Tabela 3: Matriz codificada do efeito da temperatura, luminosidade e concentragdo de
CO, na taxa de remocéao de diéxido de carbono.

Experimento  Temperatura Luminosidade Concentracao -fco2
CO, (mg/L.min)
1 +1 -1 -1 18,59
2 +1 +1 -1 15,08
3 +1 +1 +1 47,70
4 +1 -1 +1 25,96
5 -1 -1 -1 7,20
6 -1 +1 -1 8,40
7 -1 -1 +1 60,18
8 -1 +1 +1 108,56
9 -1,68 0 0 27,30
10 +1,68 0 0 28,60
11 0 -1,68 0 19,80
12 0 +1,68 0 34,01
13 0 0 -1,68 1,50
14 0 0 +1,68 86,90
15 0 0 0 22,40
16 0 0 0 22,10
17 0 0 0 22,60
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Tabela 4: Coeficientes do modelo estimados por regresséao linear.

Fator Efeitos Erro t(2) p Coeficientes Estimativas por intervalo
Padrao -95% +95%
Média 21,64 0,05 375,63 0,00000 21,64 21,39 21,89
Xy (L) -11,03 0,05  -203,82 0,00002 -5,51 -5,63 -5,39
X1 (Q) 9,12 0,05 153,21 0,00004 4,56 4,43 4,69
Xz (L) 11,50 0,05 212,63 0,00002 5,75 5,63 5,87
X2(Q) 11,03 0,05 185,26 0,00002 5,51 5,38 5,64
X; (L) 34,88 0,05 644,58 0,00000 17,44 17,32 17,55
X3(Q) 0,004 0,05 0,07 0,94415 0,002 -0,12 0,13
1(L) x X5(L)  -7,96 0,07 -112,60 0,00007 -3,98 -4,13 -3,82
(L) x Xs(L) -28,41 0,07  -401,81 0,00000 -14,20 -14,35 -14,05
o(L) x Xg(L) 17,98 0,07 254,31 0,00001 8,99 8,83 9,14

O resultado dos efeitos e interagdes entre os fatores temperatura, luminosidade e
concentracdo de dioxido de carbono, bem como os coeficientes do modelo estdo
expressos na Tabela 4. A partir da analise dos dados, observa-se que na faixa avaliada, a
taxa de didéxido de carbono removido da fase aquosa € controlada principalmente pelos
fatores concentracdo de didéxido de carbono(L) e pela interagdo entre a temperatura e a
concentracao de COy(L). Os demais efeitos e interagoes, com excegao do fator X3(Q)
possuem significancia estatistica em menor proporgéao.

Desta forma, o modelo estatistico para a varidvel resposta taxa de remogéo de
CO, é apresentado pela Equagéo 6:

Y = 21,64 - 551X, + 4,56X,° + 5,75X, + 5,51X,° + 17,44X5 — 3,98X;X, -14,20X;X; + 8,99X,X5  (6)

Os diagramas de contorno (Figura 2) apresentam a variacao da taxa de remocao
de CO, em funcao dos fatores de estudo. Neste sentido, 0 aumento da remocéao de
diéxido de carbono da fase liquida do sistema é obtido fixando os fatores luminosidade e
concentracao de diéxido de carbono no nivel superior, isto é, operando o fotobiorreator
em elevadas intensidades luminosas e concentracées de CO,, como também fixando a
temperatura nos niveis inferiores.

As taxas de remocdo de didéxido de carbono dissolvido da fase aquosa do
fotorreator variaram entre 1,50 a 108,56 mg.L".min" para as diferentes condicdes de
cultivo. Estas taxas de remogédo nao representam, no entanto, valores correspondentes
somente a assimilagao biolégica do didxido de carbono.

Diversos processos fisico-quimicos e biolégicos estdo envolvidos na remogao de
diéxido de carbono da fase liquida do sistema. Devido a elevada reatividade do gas
carbbnico em solugdes aquosas varios equilibrios sao estabelecidos. O primeiro equilibrio
refere-se a dissolugdo do gas na agua formando acido carbdnico, que sofre dissociagao
quase instantanea em ions bicarbonato e carbonato em funcdo do pH do meio de cultivo,
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sendo a concentragdo de carbono inorganico total dada pelo somatério das espécies
CO5”, HCOg3 e CO, (Rorrer & Mullikin, 1999). Desta forma, devido ao equilibrio do sistema
tampdo carbonato-bicarbonato, uma fracdo do didxido de carbono transferido é
transformada nestes compostos durante estas reacdes quimicas. Segundo Marcus
(1996), a presenca de célcio no meio de cultivo, ocasiona o sequestro do carbonato, e a
consequente reducdo na proporcdo de carbonato livre. Lee, Apel & Walton (2006)
indicam que quantidades substanciais de di6xido de carbono podem ser seqlestrados de
meios de cultura contendo cianobactérias através da precipitacdo de CaCO;. Estes
autores relatam que a precipitacdo destes compostos catalisada pelo crescimento e
fisiologia de cianobactérias representa um mecanismo potencial de fixagcao de didxido de
carbono através do desenvolvimento de um ambiente alcalino no meio de cultura.

Além disso, a reacao de carboxilagao fotossintética catalisada pela ribulose 1,5-
bisfosfato carboxilase/oxigenase (rubisco) usa especificamente o dioxido de carbono
como substrato gerando fosfoglicerato. A taxa fotossintética destes organismos pode ser
reduzida e limitada pelo suprimento de CO,, j& que a auséncia de mecanismos para
bombear CO, até os sitios de carboxilagdo pode ser responsavel pela reducado da
atividade. No entanto, evidéncias demonstram que estes organismos podem manter
elevados niveis de carbono inorgéanico intracelular através de um mecanismo biofisico de
concentracao de carbono (CCM), no qual ocorre o transporte ativo dos ions bicarbonato
através da membrana plasmatica para dentro das células. O bicarbonato é convertido a
CO, pela anidrase carb6nica, suprindo a rubisco com este substrato (Falkowski, 1997). A
anidrase carbbnica € uma das mais eficientes enzimas conhecidas, sua atividade
ocasiona elevagdes nos niveis de CO; intracelular em concentragbes de até 1000 vezes
superiores a concentracédo do fluido externo. Neste sentido, devido a permeabilidade das
membranas plasmaticas ao CO,, proporcdes significativas podem difundir para do meio
interno e para o meio externo. Tchernov et al., (1997) demonstraram experimentalmente
este efeito, no qual as células quando ativadas fotossinteticamente podem ser fontes de
CO, para o fluido ao seu redor. Estes fluxos estdo relacionados a atividade fotossintética
e estdo acoplados as condigbes em que o microrganismo estd sendo cultivado
(Falkowski, 1997). Segundo Fridlyand et al., (1996) modelos quantitativos tém sidos
propostos para predizer as perdas e o acumulo e de CO, retido através do CCM
intracelularmente. O modelo proposto por estes autores consiste em considerar a célula
da cianobactéria proxima a uma esfera, dividida em 6 compartimentos, no qual as
espécies de carbono inorganico presentes podem reagir quimicamente e difundir-se
através das membranas por gradientes de concentragdo de carbono inorganico. Este

modelo cinético considera os mecanismos enzimaticos propostos por Michaelis e Menten
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associado aos mecanismos de transporte ativo, equagdes de difusdao, mecanismos de
equilibrio quimico e as caracteristicas geométricas do sistema, no qual é gerado um
conjunto de equacdes diferenciais para representar as taxas de alteracdo na
concentracao das espécies de carbono inorganico nos varios compartimentos celulares.
Desta forma, este complexo mecanismo utilizado por estes microrganismos para reter as
distintas formas de carbono inorganico pode estar associado as elevadas taxas de
remogao de diéxido de carbono da fase liquida do sistema. Estas taxas, entretanto, néo
correspondem numericamente a proporcao de carbono fixado biologicamente, uma vez
que grandes quantidades sdo apenas acumuladas intracelularmente para posterior
assimilagao, resultando em taxas de fixacdo superestimadas, devido a limitacdo da
técnica utilizada.

Além disso, Wendel & Juttner (1996) e Munoz et al., (2004) relatam a possibilidade
da producdo de compostos orgéanicos volateis (VOCs), em cultivos fotossintéticos de
microalgas e cianobactérias, cuja formacdo depende das condi¢gdes de cultivo e da
atividade fotossintética. Segundo estes autores, estes microrganismos sdo capazes de
formar e desprender quantidades substanciais de hidrocarbonetos e aldeidos, com
cadeias que podem conter até 10 atomos de carbono.

Por outro lado, outros mecanismos além das transformagdes quimicas e biolégicas
do diéxido de carbono estdo envolvidos neste tipo de sistema. Segundo Talbot & De La
Noue, (1993), Bich et al., (1999) e Queiroz et al., (2007) as elevadas eficiéncias obtidas
na remog¢ao de nutrientes inorganicos em sistemas de aeragdo intensiva utilizando
cianobactérias ndao podem ser atribuidas apenas a conversao biolégica destes
compostos. Outros mecanismos como adsorcdo, sedimentacdo e volatilizacdo estao
envolvidos na remocdo dos compostos. Lei et al., (2007) demonstram que a adsorcdo de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos nas células de diferentes espécies de microalgas
possui relevancia nas taxas de remocao destes compostos. Tang et al., (1998) sugerem
que a razao entre a area superficial e volume das células possui influéncia na adsorcéao
de nutrientes do meio de cultura. Segundo estes autores elevadas razfes area/volume
elevam a capacidade de adsorgao de compostos.
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Figura 2: Diagramas de contorno para a variavel taxa de remogao de diéxido de carbono.

A validacao do modelo estatistico, definido pela Eq. 6 é confirmada através da
Tabela 5, que apresenta a andlise de variancia para ajuste dos dados ao modelo
quadratico.
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Tabela 5: Analise de variancia para o ajuste do modelo

Fonte Variagcéao Soma Graus Média F catculado
Quadratica Liberdade quadratica
Regressao 7928,82 9 880,98 3,42
Residuos 1824,08 7 260,58
Falta Ajuste 1824,06 5 364,81
Erro Puro 0,020 2 0,010
Total 9752,81 16

#Significancia estatistica (p<0,05)

A validacdo do modelo € verificada a partir da distribuicdo F, que sugere a
existéncia de uma relagdo quadratica entre as variaveis, indicando que o modelo proposto
se ajusta aos dados experimentais. O modelo estatistico obtido apresenta um percentual
maximo de variagao explicada de 99,99%.

Estes resultados refletem a necessidade do fracionamento das diferentes rotas de
conversao do diéxido de carbono no sistema, visando quantificar separadamente as taxas
de conversao fisico-quimicas e bioldgicas de sequestro de carbono. No entanto, as
diferentes condicdes operacionais testadas, permitiram uma avaliacao dos parametros de
cultivo nos processos de transferéncia, remocao e assimilacao de diéxido de carbono por

cianobactérias.

5 Conclusao

A remocéo de dioxido de carbono a partir de misturas de gases por lavagem com
solucdes alcalinas é um dos mais amplos processos de absorcado de gases praticados na
industria quimica. Estes processos consistem em capturar o CO, em solugdes alcalinas,
através das reacdes quimicas do sistema CO,-H,O-OH'. Neste sentido, o seqliestro de
CO, através da formacao de carbonatos e bicarbonatos é limitado pela concentracao de
ions OH presente na fase aquosa dos reatores, através do estabelecimento do equilibrio
quimico. Em reatores fotossintéticos que utilizam microalgas, o ambiente alcalino é
proporcionado pela acao do metabolismo microbiano, responsavel pelo transporte de ions
hidréxido para o exterior da célula, através da reacdo catalisada pela enzima anidrase
carbobnica, associado a captacdo de ions H' para o interior das membranas tilacéides,
tendo por resultados a obtencdo de ambientes altamente alcalinos, que resultam em
eficiente capacidade de fixagcdo de CO,. A vantagem dos processos biolégicos esta
relacionada com as questdes de poOs tratamento, necessaria e mais complexa em
sistemas puramente quimicos, associada a transformagéao de parte do diéxido de carbono
em biomassa e polimeros soluveis no meio de cultivo, que podem ser reciclados de

diferentes formas.
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A partir dos resultados obtidos, foi possivel descrever a remogéo de didxido de
carbono em fotobiorreatores, a partir de um modelo cinético de primeira ordem. A
metodologia de superficie de resposta foi adequada para determinar o efeito dos
parametros de operacdo do fotobioreator, expressos em termos de temperatura,
intensidade luminosa e concentracdo de diéxido de carbono nas taxas de remogao de
CO..

Nomenclatura
[CO,]: concentracdo de didxido de carbono
t: tempo de residéncia (min)
rcoz: taxa de remocéo de dioxido de carbono (mg.L™".h™)
k: constante da velocidade de reacéo (min™)
ki: constante da velocidade de absorcéo de diéxido de carbono (min™)
ko: constante da velocidade de dessorcéo de diéxido de carbono (min™)
kr:constante da velocidade resultante de remocéo de diéxido de carbono (min™)
ki/ko: razao entre a constante da velocidade de absorcéo e dessorgao de CO,
n: ordem da reacao
Y: variavel resposta
Xy, Xz, X3: variaveis independentes do modelo estatistico
B: parametros do modelo estatistico
R?: coeficiente de determinacéo
Hmax: Velocidade maxima especifica de crescimento (dia™)

6 Referéncias Bibliograficas

APHA. Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. 202 ed. American
Public Health Association, D.C,1998.

BADGER, M.R.; PRICE, G.D. CO, concentration mechanisms in Cyanobacteria: molecular
components, their  diversity  and evolution. Journal of experimental
Botany.v.54.n.383.p.609-622, 2003.

BELTRAN-HEREDIA, J.; TORREGROSA, J.; DOMINGUEZ, R.; GARCIA, J. Treatment of
black-olive wastewaters by ozonation and aerobic biological degradation. Water
Research.v.34.n.14.p.3515-3522, 2000.

BERENGUEL, M.; RODRIGUEZ, F.; ACIEN, F.G.; GARCIA, J.L. Model predictive control
of pH in tubular photobioreactors. Journal of Process Control.n.14.p.377-387, 2004.

BICH, N.N.; YAZIZ, M.l.; KAKTI, N. Combination of Chlorella vulgaris and Andeichhornia
crassipes for wastewater nitrogen removal. Water. Research.v.33.n.10.p.2357-2362, 1999.

87



BOX, G.E.P; HUNTER, W.G, HUNTER, J.S. Statistics for experiments. New York: John
Wiley and Sons, 1978.

BRYANT, D.A.; FRIGAARD, N.U. Prokaryotic photosynthesis and phototrophy illuminated.
Trends in Microbiology.n.14.p.488-496, 2006.

BUESSELER, K.O.; LAMBORG, C.H.; BOYD, P.W.; LAM, P.J.; TRULL, T.W.; BIDIGARE,
R.R.; BISHOP, J.K.B.; DEHAIRS, C.F.; ELSKENS, M.; HONDA, M.; KARL, D.A.; SIEGEL,
D.A.; SILVER, M.W.; STEINBERG, D.K.; VALDES, J.; MOQY, V.M.; WILSON, S.
Revisiting carbon flux through the ocean’s twilight zone. Science.v.316.p.567-570, 2007.

CHAE, S.R; HWANG, E. J, SHIN, H.S. Single cell protein production of Euglena gracilis
and carbon dioxide fixation in an innovative photo-bioreactor. Bioresource Technology.
n.97.p.322-329, 2006.

CHENG, L.; ZHANG, L.; CHEN, H.; GAO, C. Carbon dioxide removal from air by
microalgae cultured in a membrane-photobioreactor. Separation and Purification
Technology.n.50.p.324-329, 2006.

DE PHILIPPIS, R.; VINCENZINI, M. Exocellular polysaccharides from cyanobacteria and
their possible applications. FEMS Microbiology Reviews n.22.p.151-175, 1998.

EROGLU, I.; ASLAN, K.; GUNDUZ, U.; YUCEL, M.; TURKER, L. Substrate consumption
rates for hydrogen production by Rhodobacter sphaeroides in a column photobioreactor.
Journal of Biotechnology.n.70.p.103-113, 1999.

FALKOWSKI, P.G. Photosynthesis: The paradox of carbon dioxide efflux. Current
Biology.n.7.p.637-639, 1997.

FRIDLYAND, L.; KAPLAN, A.; REINHOLD, L. Quantitative evaluation of the role of a
putative COj-scavenging entity in the cyanobacterial CO,-concentrating mechanism.
BioSystems.n.37.p.229-238, 1996.

JAISWAL, P.; KASHYAP, A. Isolation and characterization of mutants of two diazotrophic
cyanobacteria tolerant to high concentrations of inorganic carbon. Microbiological
Research.n.157.p.83-91, 2002.

LEE, B.D.; APEL, W.A.; WALTON, M.R. Calcium carbonate formation by Synechococcus
sp. strain PCC 8806 and Synechococcus sp. strain PCC 8807. Bioresource
Technology.n.97.p.2427-2434, 2006.

LEI, A.P.; HU, Z.L.; WONG, Y.S.; TAM, N.F.Y. Removal of fluoranthene and pyrene by
different microalgal species. Bioresource Technology.n.98.p.273-280, 2007.

LIN, H.Y.; LEU, J.Y.; LAN, C.R.; LIN,P.; CHANG, F. Kinetics of inorganic carbon utilization
by microalgal biofilm in a flat plate photoreactor. Chemosphere.n.53.p.779-787, 2003.

88



MARCUS, Y. Distribution of inorganic carbon among its component species in
cyanobacteria: do cyanobacteria in fact actively accumulate inorganic carbon? Journal of
Theoretical Biology.n.185.p.31-45, 1997.

MOLINA GRIMA, E.; FERNANDEZ, F.G.A.; CAMACHO, F.G.; CHISTI, Y.
Photobioreactors: light regime, mass transfer, and scale up. Journal of
Biotechnology.n.70.p.231-247, 1999.

MUNOZ, J.; MUDGE, S.M.; SANDOVAL, A. Effects of ionic strength on the production of
short chain  volatile  hydrocarbons by  Dunaliella  salina  (Teodoresco).
Chemosphere.n.54.p.1267-1271, 2004.

ONO, E.; CUELLO, J.L. Carbon dioxide mitigation using thermophilic cyanobacteria.
Biosystems Engineering.n.96.p.129-134, 2007.

PARIKH, A.; MADAMWAR, D. Partial characterization of extracellular polysaccharides
from cyanobacteria. Bioresource Technology.n.97.p.1822—-1827, 2006.

QUEIROZ, M.l.; JACOB-LOPES, E.; ZEPKA, L.Q, BASTOS, R.; GOLDBECK, R. The
kinetics of the removal of nitrogen and organic matter from parboiled rice effluent by
cyanobacteria in a stirred batch reactor. Bioresource Technology.n.98.p.2163-2169, 2007.
RIPPKA, R.; DERUELLES, J.; WATERBURY, J.B.; HERDMAN, M.; STANIER, R.Y.
Generic assignments strain histories and properties of pure cultures of cyanobacteria.
Journal of General Microbiology.n.111.p.1-61, 1979.

RORRER, G.L.; MULLIKIN, R.K. Modeling and simulation of a tubular recycle
photobioreactor for macroalgal cell suspension cultures. Chemical Engineering
Science.n.54.p.3153-3162, 1999.

TALBOT, P.; DE LA NOUE, J. Tertiary treatment of wastewater with Phormidium bonheri
(Schmidle) under various light and temperature conditions. Water Research.n.27.p.153-
159, 1993.

TANG, J.X.; HOAGLAND, D.D.; SIEGERIED, B.D. Uptake and bioconcentration of
atrazine by selected freshwater algae. Environmental Toxicology and
Chemistry.n.17.p.1085-1090, 1998.

TCHERNOV, D.; HASSIDIM, M.; LUZ, B.; SUKENIK, A.; REINHOLD, L.; KAPLAN, A.
Suistaned net CO, evolution during photosynthesis by marine microorganisms. Current
Biology.n.7.p.723-728, 1997.

WENDEL, T.; JUTTNER, F. Lipoxygenase-mediated formation of hydrocarbons and
unsaturated aldehydes in freshwater diatoms. Phytochemistry.v.41.n.6.p.1445-1449, 1996.

89



Capitulo 5

Fixacao biolégica de diéxido de carbono
em reatores de coluna de bolhas
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RESUMO

O trabalho teve por objetivos avaliar as taxas de fixacdo de dioxido de carbono pela
cianobactéria Aphanothece microscopica Né&geli em reatores de coluna de bolhas. O
modelo cinético utilizado considerou apenas a conversao de CO, em biomassa, no qual se
obteve maximas taxas de incorporagdo de carbono na ordem de 109,2 mg.L".h". Os
resultados obtidos demonstram a potencialidade da aplicacdo da cianobactéria
Aphanothece microscopica Négeli em processos de seqlestro de carbono.

Palavras-Chave: cianobactéria; fotobiorreator; fixagdo de carbono.

1 Introducéao

O desenvolvimento de tecnologias para o controle dos gases de efeito estufa vem
sendo considerado fundamental para a manutencdo da integridade da biosfera e das
condi¢des climéticas do planeta (Ono & Cuello, 2006).

Numerosas pesquisas foram desenvolvidas especialmente no Japao, na década
de 90, a partir de processos de biofixagéo de didxido de carbono utilizando cianobactérias
(Miyari, 1995; Hirata et al., 1996; Kajiwara et al., 1997; Murakami & lkenouchi, 1997).
Estes estudos estdo sendo intensificados, visando projetar sistemas que operem de
maneira eficiente e econémica, com o objetivo de desenvolver tecnologias limpas para a
reducdo de poluentes gasosos (Cheng et al., 2006; Chae et al., 2006; Cuaresma et al.,
2006; Hsueh et al., 2007).

O uso de cianobactérias e microalgas em processos de fixacdo de dioxido de
carbono é considerado uma alternativa promissora, uma vez que o elemento carbono
pode ser fixado por diferentes mecanismos. Em uma primeira etapa, o diéxido de carbono
quando dissolvido na fase aquosa do sistema, pode ser seqliestrado por precipitacao
quimica através da reagao dos ions bicarbonato e carbonato com elementos presentes no
meio de cultivo, como célcio e magnésio. Estas reacdes sao catalisadas pelo crescimento
e fisiologia de microalgas (Marcus, 1996; Lee, Apel & Walton, 2006). Uma outra rota de
fixagdo de carbono esta relacionada com o Ciclo de Calvin, onde enzimas especializadas
presentes nestes organismos catalisam reacdes que incorporam atomos de carbono,
oriundos do CO, envolvido na fotossintese (Falkowski, 1997). A conversao biolégica do
diéxido de carbono resulta em produtos do metabolismo fotossintético como células,
oxigénio e biopolimeros solluveis no meio de cultivo (Rebolloso Fuentes et al., 1999; Acién
Fernandez et al., 2005).

Neste sentido, diversos géneros de cianobactérias e microalgas estdo sendo

avaliados quanto a seu potencial na aplicagdo em processos de fixagao de carbono. Estes
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estudos estdo sendo focados na determinagdo de condigbes operacionais dos
fotobiorreatores, bem como na avaliagdo da cinética de consumo de diéxido de carbono e
formacao de células e produtos do metabolismo fotossintético (Stewart & Hessami et al.,
2005; Munoz & Guieysse, 2006). Em face disto, o trabalho teve por objetivos, avaliar a
taxas de fixacdo de didéxido de carbono em biomassa pela cianobactéria Aphanothece
microscopica Négeli.

2 Material e Métodos
2.1 Microrganismo e meio de cultura

As culturas de Aphanothece microscopica Nageli (RSMan92) foram propagadas
e mantidas em meio padrao BGN (Ripka et al., 1979), com a seguinte composigao:
K.HPO,.3H,0 (0,040g.L", MgSO,.7H,O (0,075g.L""), EDTA (0,001g.L""), H3BOs;
(2,860g.L"), MnCl,.4H,O (1,810g.L"), ZnSO,.7H,O (0,222g.L"), Na,M00,.2H,0O
(0,390g.L"), CuSO,.5H,0 (0,079g.L"), CaCl,.6H,O (0,040g.L"), NaNO; (150g.L™")
CeHsO7.H,O (0,006g.L™), citrato de aménio e ferro (0,006g.L"), pH 8,0. As condicdes
utilizadas foram 25°C, 1 klux de luminosidade e fotoperiodo de 12h.

2.2 Fotobiorreator

Os experimentos foram realizados em um fotobiorreator de coluna de bolhas. O
sistema foi construido em vidro de 4mm de espessura, com um didmetro interno de 7,5cm
e uma altura de 75cm, perfazendo um volume nominal de trabalho de 3,0L. O sistema de
dispersao de ar consiste em um difusor de 1,5cm de didmetro, localizado no centro da
coluna. O reator foi continuamente iluminado com 16 lampadas fluorescentes de 20W,
conectadas em paralelo, localizadas em uma camara de fotoperiodo. A alimentagdo dos
gases foi provida através de ar comprimido e um cilindro de CO, industrial. A mistura
ar/CO, foi controlada por 3 rotAmetros que medem a vazao de diéxido de carbono, ar e a

mistura entre 0s gases respectivamente.

2.3 Obtencao dos dados cinéticos

Os experimentos foram realizados em biorreatores, operando em regime
intermitente, alimentados com 3,0L de meio sintético BGN. As condicbes dos
experimentos foram: concentracdo celular inicial de 100 mg.L", reator isotérmico,
operando em temperaturas de 35°C, intensidades luminosas de 11klux e aeracao continua

de 1 VVM com injecao de ar enriquecido com 15% dioxido de carbono. A concentracao
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celular e as taxas de fixacdo de didéxido de carbono foram monitoradas a cada 12 e 24

horas, respectivamente, durante as fases de crescimento de microrganismo.

2.4 Analise dos dados cinéticos

O método diferencial de analise de dados cinéticos (Crynes & Fogler, 1981) foi
utilizado para interpretar os dados de producao de biomassa e para encontrar a equagao
da taxa de fixacdo de CO.,. Para a reagao simplificada (CO, — Biomassa), conduzida em

um reator batelada a volume constante, o balango molar € descrito pela Equagéo 1:

dX

dt x (1)

Assumindo que a velocidade de reagao € uma fungéo apenas da concentragédo de
células, podemos escrever a lei de velocidade na seguinte forma:

ry = kX" (2)

Combinando o balango molar com a lei de velocidade, e aplicando a definigdo de
logaritmo, obtemos a Equacao 3:

dx ]
log — |=logk +nlog X (3)
dt |
Desta forma, um grafico de log (dX/dt) em funcao de log (X) devera ser linear, com

inclinagao correspondente a ordem da reagao (n). A velocidade especifica de formagéao de
células (k) é obtida por manipulacédo algébrica da Equagéo 3, conforme a Equagéo 4:

o=
=

Os dados cinéticos de concentragdo celular em funcdo do tempo foram

(4)

diferenciados numericamente pelo método das diferengas finitas, conforme proposto por
Carnahan et al., (1969).

A taxa de diéxido de carbono fixado na biomassa (CB) foi determinada através da
relacdo entre o conteudo de carbono presente nas células e a taxa de crescimento do
microrganismo, conforme indica a Equagéo 5 (Kajiwara et al., 1997):

M
CB=C .[dX] o

A\ dt M ©)

c
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2.5 Métodos Analiticos

A concentracao celular foi avaliada gravimetricamente, através da filtracdo de um
volume conhecido de meio de cultura em filtro de diametro 0,45um, seco a 60°C por 24
horas (APHA, 1998). A intensidade luminosa foi determinada a partir de um luximetro
digital (Minipa MLM 1010, precisdo de * 4%). A temperatura foi controlada por
termostatos, e medida através de um sensor polarografico (Metler Toledo InPro5000
Series). A vazao de diéxido de carbono, ar e ar enriquecido com CO, foram determinadas
a partir de rotametros (AFSG 100 Key Instruments, precisdo de + 5%). A composicao
elementar das células da Aphanothece microscopica Négeli foi determinada através de
um analisador elementar CHNS/O (2400-Perkin Elmer). Amostras de 2mg de biomassa
foram oxidadas a 1000°C, e os gases resultantes foram determinados a partir de um
sensor de condutividade térmica para carbono, nitrogénio e hidrogénio. O padrao utilizado
foi a acetanilida, com composi¢ao de 71,09% de carbono, 11,84% de oxigénio, 6,71% de
hidrogénio e 10,36% de nitrogénio.

3 Resultados e Discussao

A curva de crescimento e a variagao das velocidades volumétricas de formacgao de
células da cianobactéria Aphanothece microscopica Né&geli a partir da condigdo
considerada estao expressas na Figura 1.
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Figura 1: Variagao da concentracao celular (A) e velocidades volumétricas de formagao
de células (B).

Observa-se a partir da andlise da curva de crescimento, um comportamento tipico
de cultivos fotossintéticos de cianobactérias. A auséncia da fase de adaptacao do
microrganismo € verificada, ocorrendo o crescimento exponencial a partir de 12h de
tempo de residéncia celular. A fase estacionaria foi observada a partir do sexto dia de
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cultivo. Reduzidas velocidades de crescimento sdo observadas nas primeiras 36h de
cultivo, o que pode ser atribuido a fotoinibigdo celular, uma vez que inicialmente as
densidades celulares sdo baixas para a elevada intensidade luminosa incidente no
fotobiorreator. Por outro lado, as elevadas luminosidades utilizadas nesta condi¢do de
cultivo sao responsaveis pelo aporte energético necessario as células nos tempos de
residéncia mais avancados, onde as densidades celulares sédo elevadas. Ishida et al.,
(1997) visando contornar problemas de inibicdo causados por elevadas concentracdes de
diéxido de carbono nos gases de entrada, propds a realizagdo de cultivos inicialmente
com concentracfes de diéxido de carbono reduzidas, e, a partir de determinadas
densidades celulares, elevar a concentragdo deste composto. Os resultados obtidos por
estes autores indicam que o ajuste das condigdes operacionais durante o processo é uma
alternativa viavel para melhorar o desempenho de fotobiorreatores, sugerindo a
possibilidade do ajuste das intensidades luminosas em funcdo do tempo de residéncia
celular.

A variagao do pH em fungao do tempo de residéncia e em fungao da concentragao
de células estdo expressos na Figura 2.

10,04
9,2
r
E I I 9,0 /'/
I I I l -
9,0 8,8 —
8.6 '/
T 857 :g_ ' I/
Q
8,4 /
8,0
/I
8.2 o
7,54 /
-,
8,04 [ |
710 T T T v T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 0 1000 2000 3000 4000 5000
Tempo (h) Concentragédo Celular (mg/L)

Figura 2: Variacdo do pH em fungao do tempo de residéncia (A) e variagdo do pH em
funcao da concentracao celular (B).

A elevacdo gradual do pH em funcdo do tempo de residéncia é verificada,
acompanhado do aumento da massa celular no fotobiorreator. De acordo com Lee, Apel
& Walton (2006), a elevagao do pH em cultivos fotossintéticos € um indicador do consumo
de carbono inorganico devido ao crescimento celular. Estes autores reportam que o
incremento do pH no meio de cultivo € atribuido a dois mecanismos principais; primeiro,
ocorre 0 transporte de ions hidroxido para o exterior da célula, através da reacao

catalisada pela enzima anidrase carbdnica durante a conversdo dos ions bicarbonato
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dentro da célula para fornecer CO, a reacao fotossintética, elevando o pH do meio de
cultivo. Um segundo mecanismo potencial € o aumento do pH devido a atividade da
enzima ribulose 1,5 bisfosfato carboxilase cuja atividade depende sensivelmente do pH,
aumentando a medida que o pH eleva-se. Esta enzima estd presente no aparato
fotossintético das cianobactérias, onde os ions H* sdo seqlestrados para o interior das
membranas tilacdides com transferéncia simultanea de ions Mg*® para o ambiente. Estes
fluxos, induzidos pela energia luminosa ocasionam a elevagao do pH e da concentracéao
de Mg* ativando a enzima rubisco, resultando em uma eficiente fixacdo de diéxido de
carbono.

Diversos modelos foram propostos para quantificar as taxas de didéxido de
carbono fixado fotossinteticamente. Estes modelos estéo relacionados diretamente com a
formacdo de células a partir da fixacdo de atomos de carbono, de forma que a
modelagem do sistema é um fator fundamental nas estimativas das taxas de carbono
fixado. Neste sentido, a Figura 3 apresenta o ajuste dos dados cinéticos de crescimento
sob cinética de ordem n de modo a determinar a equagdo da taxa de formagao de
biomassa.

2,0

log dX/dt

18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38
log X

Figura 3: Analise de dados cinéticos pelo método diferencial.

A analise de regressao linear para cultivos de Aphanothece, microscopica N&geli a
35°C, 11klux e 15% de CO, apresenta uma ordem de reacédo n = 0,61, com coeficiente de
correlagao R? =0,99, o que demonstra a adequacidade do modelo utilizado para descrever
a cinética de formacgéo de células em cultivos fotossintéticos. A velocidade especifica de
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formacdo de células (k) obtida foi de 0,04 h™'. A equagdo da taxa é representada pela
Equacéo 6:

ry =0,0407 X mg.L! (6)

Uma vez que a ordem da reagao refere-se a expressdo da equagao da taxa
encontrada empiricamente, ela pode ser um valor fracionario. No caso da Equagéo 6, o
crescimento da Aphanothece nas condicdo de cultivo avaliada se da em cinética de
ordem 0,61.

A andlise elementar da biomassa foi determinada com o objetivo de avaliar
capacidade de incorporacao de carbono do microrganismo ao longo do cultivo. A andlise
elementar das células da Aphanothece microscopica N&dgeli em funcdo do tempo de
residéncia celular (Figura 4) mostra que 1g de biomassa pode conter entre 0,40£0,41 a
0,510,039 de carbono, em funcao da fase de crescimento do microrganismo.
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Figura 4: Variagdo da composicao quimica da biomassa.

Resultados similares foram obtidos por diversos autores, que demonstram
variagbes na composicdo bioquimica de microalgas ao longo dos cultivos (Rebolloso
Fuentes et al., 1999; Acién Fernandez et al., 2003, 2005). Estes estudos demonstram o
direcionamento do metabolismo através da manipulacdo das condi¢cdes operacionais dos
biorreatores, no qual a sintese de carboidratos é favorecida pelos periodos de luz, com

aumento da concentracdo de carbono e hidrogénio na biomassa. Paralelamente, o
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conteudo de nitrogénio é reduzido. Estas variagbes na composicao celular ao longo do
cultivo sugerem a possibilidade da coleta da biomassa em cultivos descontinuos, ou, a
operacao de processos continuos nos periodos de composicao quimica mais adequada,
de forma a favorecer a eficiéncia dos sistemas.

Desta forma, as taxas de carbono incorporado a biomassa ao longo do cultivo sdo
expressas na Figura 5. A partir da analise dos resultados, observa-se taxas maximas de
fixagdo de carbono na biomassa na ordem de 109,2 mg/L.h, obtidas em 120h de cultivo.
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Figura 5: Taxas de carbono incorporado a biomassa.

Se considerarmos a manutencdo das culturas em regime estacionario em um
quimiostato, no qual a densidade da biomassa é fixada em 3,5g/L, com taxa de formacéao
de células 58,4 mg/L.h. A partir do processamento de 4000 m*® de meio de cultura é
possivel estimar uma taxa de fixacao de carbono de 10,48 ton/dia, com producédo de 5,6
ton/dia de biomassa. Estes valores sdo dez vezes superiores aos estimados por Kajiwara
et al.,, (1997) em aumento de escala na mesma proporgéo, utilizando a cianobactéria
Synechococcus PCC7942. Por outro lado, Yun et al., (1997) estimaram a possibilidade
de sequestro de 6,3 ton/dia de carbono, usando a mesma metodologia, em biorreatores
capazes de processar 11233 m®/dia de meio de cultura. Estes resultados demonstram a
potencialidade do uso da cianobactéria Aphanothece microscopica Ndgeli em sistemas
para o sequestro de carbono.

E necessario considerar, que estas estimativas consideraram apenas a fixagcao de
carbono na biomassa. No entanto, outros produtos do metabolismo fotossintético estdo
envolvidos no sequestro do didéxido de carbono dissolvido na fase aquosa do sistema,
como por exemplo, a formagéo de carboidratos exocelulares (Otero & Vincenzini, 2003;
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Parikh & Madamwar, 2006) e a formacao de espécies quimicas nas rea¢oes dos ions
carbonato e bicarbonato na presenca de calcio e magnésio (Marcus, 1997; Lee, Apel &
Walton, 2006).

As limitagdes operacionais do aumento de escala destes processos, em termos de
transferéncia de massa, calor e quantidade de movimento nao foram consideradas, sendo

as estimativas baseadas apenas nas relagdes massicas de conversao dos sistemas.

4 Conclusao

A conversao de dioxido de carbono a partir do cultivo fotossintético da
cianobactéria Aphanothece microscopica Né&geli demonstrou ser uma alternativa em
potencial para processos de sequestro de carbono. A partir das variaveis cinéticos
obtidas, verificou-se a adequacidade do método diferencial de analise para descrever a
taxa de formacao de células no fotobiorreator, obtendo maximas taxas de fixacdo de
carbono na biomassa na ordem de 109,2 mg/L.h.

Nomenclatura
X: concentragao celular (mg.L™)
t: tempo de residéncia (h)
rx: taxa de formagéo de células (mg.L™".h™)
k: constante da velocidade de reacéo (min™)
n: ordem da reacao
R?: coeficiente de determinacao
CB: taxa de carbono incorporado a biomassa (mg.L".h™)
C.: Percentual de carbono da biomassa (%)
Mco2: peso molecular do CO,
Mc: peso molecular do carbono
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Capitulo 6

Efeito dos ciclos de luminosidade
(escuro/claro) na fixacao de CO, por
microalgas em fotobiorreatores
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RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito do fotoperiodo nas taxas de incorporagao de
carbono em biomassa através do cultivo fotossintético da cianobactéria Aphanothece
microscopica Né&geli em fotobiorreatores tubulares. Os cultivos foram conduzidos em
temperaturas de 35°C, concentragdes de ar enriquecido com diéxido de carbono na
proporcdo de 15% e intensidades luminosas de 11klux. Os ciclos de luminosidade
avaliados foram de 24:0, 22:2, 20:4, 18:6, 16:8, 14:10, 12:12, 10:14, 8:16, 6:18, 4:20, 2:22
e 0:24 (claro: escuro) respectivamente. Os resultados obtidos indicam que a duragéao dos
periodos de luminosidade é um fator determinante no desempenho de fotobiorreatores,
ocasionando reducdes de até 99,69% nas taxas de carbono incorporado a biomassa

quando comparado a cultivos com iluminagao continua.

Palavras-Chave: microalgas, fotobiorreator, fotoperiodo, fixacdo de CO..

1 Introducgéao

Diversas pesquisas vém sendo desenvolvidas na aplicacao de cianobactérias na
biofixacdo de diéxido de carbono, visando projetar fotobiorreatores viaveis para a
tecnologia de sequestro de CO, (Yue & Chen, 2005; Lee et al., 2006; Ono & Cuello,
2007).

A fotossintese € um processo composto de duas etapas, que compreendem
reagbes luminosas, que ocorrem apenas quando as células sdo iluminadas, e reagdes de
fixacdo de carbono, também chamadas de reagdes no escuro, que ocorrem tanto na
presenca de luz como no escuro. Na primeira etapa as células transformam a energia
luminosa em energia quimica, que é armazenada em compostos de alto valor energético,
para posterior utilizagdo nas reacdes de fixacao de carbono (lverson, 2006).

O uso destas rotas metabdlicas em processos de engenharia ambiental requer a
utilizacdo da energia solar, a fim de desenvolver processos de tecnologia limpa (Essam et
al., 2007). Desta forma, as células utilizariam a energia luminosa através de reagdes
exergbnicas, as quais seriam utilizadas na sintese de compostos a partir da fixacao de
diéxido de carbono através de reacdes endergbnicas (Horton et al., 1994). Entretanto, um
dos problemas operacionais deste tipo de tecnologia, refere-se a indisponibilidade da
energia luminosa em periodos integrais de tempo.

Os regimes de Iluminosidade os quais as culturas sdao submetidas séo
considerados um fator determinante na produtividade e rendimento das reagdes
fotossintéticas (Toro, 1989; Sicko-Goad & Andresen, 1991). Diversos estudos foram

conduzidos com foco no efeito provocado por diferentes intensidades luminosas
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incidentes em fotobioreatores, havendo poucos relatos a respeito da influéncia da duragao
dos ciclos de luz e escuro (Pulz & Scheinbenbogen, 1998; Molina Grima et al., 1999;
Kitaya et al., 2006). Assim, uma comparacao entre diferentes fotoperiodos faz-se
necessario visando determinar os regimes de luminosidade mais eficientes para
propésitos industriais. Em face disto, o trabalho teve por objetivos avaliar o efeito do
fotoperiodo nas taxas de incorporagdo de carbono na biomassa através do cultivo
fotossintético da cianobactéria Aphanothece microscopica Négeli em fotobiorreatores

tubulares.

2 Material e Métodos
2.1 Microrganismo e meio de cultura

As culturas de Aphanothece microscopica Nédgeli (RSMan92) foram propagadas
e mantidas em meio sintético BGN (Ripka et al., 1979), com a seguinte composigao:
K.HPO,.3H,O (0,040g.L"), MgSO,.7H,O (0,075g.L'"), EDTA (0,001g.L™"), H3BOs;
(2,860g.L"), MnCl,.4H,0 (1,810g.L"), ZnS0,.7H,0 (0,222g.L"), Na,MoO,.2H,0
(0,390g.L"), CuS0,.5H,0 (0,079g.L™"), CaCl,.6H,O (0,040g.L"), NaNO; (150g.L™)
CeHsO7.H,O (0,006g.L"), citrato de aménio e ferro (0,006g.L™"), pH 8,0. As condicdes
utilizadas foram 25°C, 1 klux de luminosidade e fotoperiodo de 12h (escuro/claro).

2.2 Fotobiorreator

Os experimentos foram realizados em um fotobiorreator de coluna de bolhas. O
sistema foi construido em vidro de 4mm de espessura, com um didmetro interno de 7,5cm
e uma altura de 75cm, perfazendo um volume nominal de trabalho de 3,0L. O sistema de
dispersdo de ar consiste em um difusor de 1,5cm de diametro, localizado no centro da
coluna. O reator foi continuamente iluminado com 16 lampadas fluorescentes de 20W,
conectadas em paralelo, localizadas em uma camara de fotoperiodo. A alimentagao dos
gases foi provida através de ar comprimido e um cilindro de CO, industrial. A mistura
ar/CO, foi controlada por 3 rotdmetros que medem a vazao de diéxido de carbono, ar e a

mistura entre os gases respectivamente.

2.3 Obtencao dos dados cinéticos

Os experimentos foram realizados em biorreatores, operando em regime
intermitente, alimentados com 3,0L de meio sintético BGN. As condicbes dos
experimentos foram: concentracéo celular inicial de 0,1g.L™", reator isotérmico, operando
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em temperaturas de 35°C, intensidades luminosas de 11klux e aeragéo continua de 1
VVM com injecao de ar enriquecido com 15% diéxido de carbono. Os ciclos de
luminosidade avaliados foram de 24:0, 22:2, 20:4, 18:6, 16:8, 14:10, 12:12, 10:14, 8:16,
6:18, 4:20, 2:22 e 0:24 (claro:escuro) respectivamente. A concentracao celular e as taxas
de fixagdo de didxido de carbono foram monitoradas a cada 12h durante as fases de

crescimento de microrganismo.

2.4 Parametros cinéticos

A produtividade em biomassa (Px) foi determinada através da relagédo entre a
variagdo da concentracao celular em um determinado intervalo de tempo, conforme indica

a Equacao 1:

Py =——— (1)

As taxas de carbono incorporado a biomassa (CB) foram avaliadas através da
relacdo entre o conteudo de carbono presente nas células e a taxa de crescimento do

microrganismo, conforme indica a Equagéo 2:

M
CB = CC. d—X €O (2)
dt M

c

2.5 Métodos Analiticos

A concentracao celular foi avaliada gravimetricamente, através da filtragdo de um
volume conhecido de meio de cultura em filtro de diametro 0,45um, seco a 60°C por 24
horas (APHA, 1998). A intensidade luminosa foi determinada a partir de medidas na
superficie externa do reator, através de um luximetro digital (Minipa MLM 1010, precisdo
de + 4%). A temperatura foi controlada por termostatos, e medida a partir de um sensor
polarogréafico (Metler Toledo InPro5000 Series). A vazao de didxido de carbono, ar e ar
enriquecido com CO, foram determinados por rotametros (AFSG 100 Key Instruments,
precisdo de + 5%). A composi¢do elementar das células da Aphanothece microscopica
Négeli foi determinada através de um analisador elementar CHNS/O (2400-Perkin Elmer).
Amostras de 2mg de biomassa foram oxidadas a 1000°C, e os gases resultantes foram
determinados a partir de um sensor de condutividade térmica para carbono. O padréao
utilizado foi a acetanilida, com composicao de 71,09% de carbono, 11,84% de oxigénio,
6,71% de hidrogénio e 10,36% de nitrogénio.
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3 Resultados e Discussao

Em cultivos fotossintéticos, a quantidade de energia luminosa recebida e
armazenada pelas células possui relagdo direta com a capacidade de fixar carbono,
determinando consequentemente a produtividade em biomassa e a velocidade de
crescimento celular. A energia luminosa esta disponivel na natureza descontinuamente, ja
que ha uma variagdo da luz durante o dia e a noite. Estas consideragbes tornam-se
relevantes, em processos de sequestro de carbono em fotobiorreatores, ja que a
viabilidade destes sistemas requer o uso da energia solar para a fotossintese. Sistemas
deste tipo, que sdo baseados fundamentalmente em recursos naturais, sdo fortemente
afetados pela indisponibilidade da energia luminosa em periodos integrais de tempo.

A variacado do crescimento da cianobactéria Aphanothece microscopica Néageli
nas condi¢cdes de 35°C, 11klux e 15% de CO, em fornecimento continuo de energia
luminosa esta expressa na Figurai.
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Figura 1: Curva de crescimento em regime continuo de luz.

Observa-se a partir da andlise da curva de crescimento a auséncia da fase de
adaptagdo do microrganismo, ocorrendo um crescimento exponencial a partir de 12h de
tempo de residéncia celular. A fase estacionaria foi observada a partir do sexto dia de
cultivo. As maximas concentragoes celulares obtidas foram de 5,1g/L, 0 que representa

um aumento superior a 50 vezes a densidade celular inicialmente presente no reator.
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Concentragéo celular (mg/L)

Concentragao celular (mg/L)

A influéncia dos ciclos de luz tem sido relatada como um fator determinante na
atividade fotossintética e nas taxas de crescimentos de microalgas em fotobiorreatores
(Janssen et al., 1999, 2000, 2001). De acordo com estes autores, a luz é um substrato
limitante destes sistemas, que sédo afetados por zonas de claro/escuro, que dependem
primariamente da configuracao, agitacdo e mistura do reator, associados a possibilidade
de cultivos com periodos descontinuos de fornecimento de energia luminosa. Como
resultado, as células sdo expostas a diferentes ciclos de luz, que tem um consideravel
efeito no desempenho dos sistemas.

As curvas de crescimento da cianobactéria Aphanothece microscopica Négeli, em

ciclos de luminosidade que sao reduzidos a cada 2h, estao expressas na Figura 2.
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Figura 2: Curvas de crescimento em diferentes ciclos de luminosidade (escuro:claro).

Diferentes perfis de crescimento celular sdo observados em funcédo da duracao
dos periodos de luminosidade. Os cultivos conduzidos em fotoperiodos de 22:2

(claro:escuro) demonstraram caracteristicas similares aos experimentos conduzidos com
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suprimento continuo de energia luminosa, enquanto que em cultivos conduzidos na
auséncia de luz, foi evidenciado a limitagdo de fontes de carbono para o crescimento
celular, uma vez que as cianobactérias ndo sdo capazes de utilizar fontes de carbono
inorganico na auséncia de luz, e as concentracdes de carbono organico presente no meio
de cultivo (0,012g/L) ndo sao suficientes para a manutencao energética em metabolismo
respiratorio (Queiroz et al., 2007).

Estes resultados sdo melhor evidenciados na Tabela 1 que apresenta a
caracterizagdo da cinética de crescimento e fixagdo de carbono em biomassa da
Aphanothece microscopica Négeli, nos diferentes ciclos de luz avaliados.

Tabela 1: Parametros cinéticos para Aphanothece microscopica Négeli.

Fotoperiodo Px Xmax CB
(claro:escuro) (g/L.dia) (g/L) (g/L.dia)
24:0 0,770+ 0,13 5,10% + 0,06 1,440 + 0,15
22:2 0,764% + 0,02 5,08% + 0,03 1,428 + 0,03
20:4 0,501° + 0,06 3,40° + 0,02 0,936° + 0,05
18:6 0,235%+0,18 2,68°+0,16 0,439°+ 0,19
16:8 0,240° + 0,12 1,649 + 0,09 0,448° + 0,10
14:10 0,189'+0,19 1,30° + 0,01 0,353+ 0,18
12:12 0,301° + 0,10 2,06'+ 0,08 0,562° + 0,11
10:14 0,127" + 0,01 0,949 +0,17 0,237' £ 0,01
8:16 0,035' + 0,05 0,34" + 0,11 0,065° + 0,03
6:18 0,026' + 0,12 0,26'+ 0,10 0,048° + 0,09
4:20 0,015+ 0,10 0,20' + 0,03 0,028° + 0,10
2:22 0,008'+ 0,18 0,15'+ 0,05 0,015° + 0,19
0:24 0,002™ + 0,05 0,11'+0,02 0,004° + 0,07

* |letras distintas diferem significativamente (p<0,05) pelo teste de Tukey

Avaliando estatisticamente os resultados com base na analise de variancia e no
teste de comparagdo de édias de Tukey (p<0,05), verifica-se que a maximas
produtividades volumétricas sdo obtidas condi¢cdes de suprimento continuo de energia
luminosa (0:24), os quais nao diferem significativamente (p=0,41) dos experimentos
conduzidos com fotoperiodos de (22:2), sugerindo que o fornecimento de luz em periodos
superiores a 22h, nao influencia a taxa volumétrica de formacdo de células. Estes
resultados demonstram que a Aphanothece microscopica Négeli é capaz de armazenar
ATP suficiente para sustentar o crescimento celular por periodos de no maximo 2h de
escuro, sem afetar as taxas de metabolismo fotossintético. Para os demais fotoperiodos
avaliados, todos os valores de produtividade volumétrica diferem estatisticamente
(p<0,0001). Resultados similares sao obtidos para as densidades celulares méaximas, no
qual os fotoperiodos de (0:24) e (2:22) (escuro:claro), sdo estatisticamente iguais
(p<0,05). Por outro lado, verifica-se ndo haver diferengas significativas nas concentragdes
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celulares maximas para os cultivos conduzidos com periodos de escuro superior a 18
horas.

As pronunciadas variagoes nas taxas volumétricas de crescimento e densidades
celulares maximas em funcdo da duracdo dos ciclos de luminosidade mostram que o
crescimento celular decresce proporcionalmente com a fragdo de tempo que o
microrganismo foi exposto a condicbes intermitentes de luz, quando comparado a
iluminagdo continua. Excec¢do a este comportamento foi verificado em fotoperiodos de
12:12 (escuro/claro), nos quais foram obtidos valores de produtividade e densidades
celulares maximas superiores a cultivos conduzidos com periodos de luz compreendidos
em 14 e 16h. Estes resultados estdo relacionados ao fato de que as culturas foram
mantidas e propagadas nas condigdes de ciclos de luminosidade de 12h, o que ocasionou
uma melhoria na velocidade volumétrica de formagdo de células, bem como nas
concentracdes celulares maximas. Resultados similares foram obtidos por Sicko-Goad &
Andresen (1991), que reportam que algumas espécies de microalgas podem ter
preferéncias em relacdo a duracdo dos periodos de luminosidade, resultantes das
condi¢cdes ambientais de seu isolamento da natureza. Estes resultados sdo corroborados
por Grobbelaar et al., (1996), que relatam que independente do cultivo em condi¢des
continuas ou intermitentes de luz, a aclimatagdo das culturas € determinante nas taxas
fotossintéticas de microalgas. Por outro lado, Toro (1989) comparando o crescimento das
microalgas Chaetoceros gracilis e Isochrysis galbana em cultivos conduzidos com
fotoperiodos de 0:24 e 12:12 (escuro/claro) respectivamente, no qual os cultivos em que
havia periodos de 12h de escuro era fornecido o dobro da intensidade luminosa em
relagdo aos cultivos com fornecimento continuo de energia luminosa, obtiveram taxas de
crescimentos iguais, o que sugere que o crescimento celular é também afetado pela
quantidade de energia oferecida por ciclo, e ndo somente pela duracao do fotoperiodo.

Estes resultados sugerem a possibilidade do armazenamento da energia luminosa
através de reacOes exergbnicas através do suprimento em excesso, para posterior
utilizacdo desta energia nas subseqiientes reagcdes endergbnicas, que ocorrem também
nos periodos de auséncia de luz. Tecnologicamente, esta situacao seria interessante sob
o ponto de vista operacional de fotobiorreatores, no qual espécies capazes de armazenar
quantidades substanciais de energia luminosa teriam melhor desempenho para aplicagéo
neste tipo de processo. Entretanto, a limitada capacidade da maioria das espécies de
microalgas de armazenar energia luminosa, faz com que a maior parte desta energia seja
dissipada na forma de calor nos reatores (Jansen et al., 1999).

As taxas de carbono fixado estdo associadas a energia recebida pelas células
durante os periodos de luz. A partir da determinagéo da quantidade de carbono presente
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nas células ao final dos cultivos, obteve-se taxas maximas de 1,44 g/L.dia, em cultivos
com fornecimento continuo de energia luminosa. Uma reducgéao linear entre as taxas de
carbono fixadas na biomassa e a duracao do periodo de luminosidade é evidenciado, com
excecdo dos ciclos de 12:12 (claro:escuro). E observado ainda que a fixagdo de carbono
em biomassa, nao difere estatisticamente (p<0,05) em cultivos conduzidos com periodos
de escuro superiores a 16h. Desta forma, a Figura 3 apresenta a distribuicdo dos
percentuais de carbono fixado em biomassa nas diferentes condicbes avaliadas, tendo

como referéncia o experimento conduzido com suprimento continuo de luz.
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Figura 3: Percentual de carbono fixado em relagdo a condi¢gdes continuas de luminosidade.

A representacao grafica sugere que o suprimento descontinuo de energia
proporciona redug¢des nas taxas de carbono fixado na biomassa entre 2,0 a 99,69%, o
que indica a importancia da fase clara da fotossintese nas subseqlientes reagdes de
fixacdo de carbono, devendo-se considerar estes critérios no projeto e analise de
fotobiorreatores para o sequestro de didxido de carbono.

Os resultados obtidos para os diferentes ciclos de luminosidade avaliados, indicam
que o desenvolvimento de tecnologias para a fixagao biolégica de didxido de carbono em
fotobiorreatores, depende fundamentalmente do acesso a energia luminosa, que deve ser
provida a partir da energia solar, a fim de desenvolver processos de tecnologia limpa.
Este tipo de tratamento de residuos pode ser muito eficiente em paises tropicais,
principalmente em locais préximos a linha do equador, que possuem periodos similares
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de luminosidade/escuro, associados a condigdes favoraveis de temperatura. Martins et
al., (2007) reportam que paises como o Brasil, possuem amplo potencial de exploracao de
energia solar, com irradiacdes solares médias que variam de 4,25 kW/m®dia a 6,50
kW/m?.dia, nas diferentes regides que abrangem o territério. De acordo com os mapas de
irradiacdo solar destes autores, todas as regides do Brasil recebem elevados indices de

energia luminosa, com potencial de utilizagdo como fonte energética.

4 Conclusao

O desenvolvimento de fotobiorreatores para o sequestro de diéxido de carbono é
uma tecnologia em potencial para aplicagdo em paises tropicais, com elevadas
disponibilidade de luz solar. Entretanto, a partir do cultivo da cianobactéria Aphanothece
microscopica Né&geli em diferentes condi¢cdes de fotoperiodo, ficou demonstrado a
necessidade de considerar a indisponibilidade da energia luminosa em periodos integrais
de tempo, a fim de predizer as taxas reais de remocao de diéxido de carbono nestes

sistemas.

Nomenclatura
P,: produtividade volumétrica (g/L.dia)
Xm: concentracao celular em t=n (g/L)
Xo: concentracao celular em t=0 (g/L)
ti: tempo de residéncia celular em t=n (h)
Xmax: densidade celular maxima (g/L)
X: concentragéo celular (g/L)
t: tempo de residéncia (h)
CB: taxa de carbono incorporado a biomassa (g/L.dia)
C.: Percentual de carbono da biomassa (%)
Mcoz: peso molecular do CO,
Mc: peso molecular do carbono
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Capitulo 7

Desenvolvimento de estratégias
operacionais para a remocao de dioxido de
carbono em fotobiorreatores
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RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar diferentes formas de operacdo de fotobiorreatores
visando a remocéao de didxido de carbono por microalgas. Dois tipos de reatores (coluna
de bolhas e air-lift), operando em trés distintas condicées operacionais (operagao simples,
com recirculacéo do ar e em série de dois estagios) foram avaliados quanto ao potencial
de tratamento de ar contaminado com diéxido de carbono. Os resultados obtidos
demonstram que a configuracdo do reator e o modo de operagdo sao critérios
determinantes no desempenho de fotobiorreatores para a fixacao biolégica de diéxido de
carbono.

Palavras-chave: fotobiorreatores, seqlestro de diéxido de carbono, cianobacterias.

1 Introducéao

Numerosas evidéncias das alteragdes nos sistemas climaticos da terra tém
pressionado o desenvolvimento de estratégias para minimizar estes efeitos. A magnitude
destas mudancas tem sido intensificada pela massiva quantidade e diversidade de fontes
de poluicdo do ar. Gases como o didéxido de carbono (CO,), metano (CH,), éxido nitroso
(N2O), hidrofluorcarbonos (HFCs), perfluorcarbonos (PFCs) e hexafluoreto de enxofre
(SFe) sao considerados como o0s principais responsaveis pelo efeito estufa, que é um
fendbmeno natural que ocasiona severas alteragdes no clima do planeta (Petit, 2003).

Devido as consequiéncias das emissdes destes gases, iniciou-se as primeiras
regulamentacdes visando o controle de poluentes atmosféricos. Desta forma, os paises
signatarios do protocolo de Kyoto, comprometeram-se em reduzir em 5% as emissdes de
gases de efeito estufa, no periodo compreendido entre 2008 a 2012 (UNFCCC, 1997).

As quantidades substanciais de dioxido de carbono emitidas pelas variadas
atividades antropogénicas, fazem deste composto, um dos principais gases a serem
controlados. A tecnologia de fotobiorreatores vem sendo reconhecida como um dos meios
mais vantajosos para o tratamento de ar contaminado com CO,. Estes sistemas séo
utilizados para conduzir reagdes fotossintéticas, no qual este composto € transferido a
fase aquosa do sistema onde ocorre a conversdao microbiana em produtos como oxigénio,
biomassa, biopolimeros soluveis, espécies quimicas como carbonato e bicarbonato e
compostos organicos volateis (Ono & Cuello, 2007; Marcus, 1997; Mufnoz et al., 2004).
Diversos sistemas estdo sendo propostos para o controle biotecnolégico de gases
contaminados com CO,, visando a remocdo dos poluentes, associado a producao

insumos, uma vez que parte do didxido de carbono € incorporado as células de
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organismos fotossintéticos. Além disso, a obtencdo de retorno econémico através da
conducéao destes sistemas é possibilitada, através do comércio de créditos de carbono,
comercializados por intermédio do Banco Mundial, em um sistema denominado de
Mecanismo de Desenvolvimento Limpo (MDL), proposto pelo protocolo. Em face disto, o
trabalho teve por objetivo avaliar diferentes estratégias operacionais para a remocao de
diéxido de carbono em fotobiorreatores.

2 Material e Métodos

2.1 Microrganismo e meio de cultura

As culturas de Aphanothece microscopica Nageli (RSMan92) foram propagadas
e mantidas em meio sintético BGN (Ripka et al., 1979), com a seguinte composigao:
KHPO,.3H,O (0,040g.L"), MgSO,.7H,O (0,075g.L""), EDTA (0,001g.L™"), H3BOs;
(2,860g.L"), MnCl,.4H,0 (1,810g.L"), ZnS0,.7H,0 (0,222g.L"), Na,Mo0O,.2H,O
(0,390g.L"), CuSO,.5H,0 (0,079g.L"), CaCl,.6H,O (0,040g.L"), NaNO; (150g.L™")
CeHsO7.H,O (0,006g.L™), citrato de aménio e ferro (0,006g.L"), pH 8,0. As condicbes
utilizadas foram 25°C, 1 klux de luminosidade e fotoperiodo de 12h.

2.2 Fotobiorreatores

O diagrama do aparato experimental utilizado esta expresso na Figura 1. Os
fotobiorreatores foram construidos em vidro, com uma espessura de 4mm, similares em
termos de geometria, dimensao e volume de trabalho. Os sistemas possuem um didmetro
interno de 7cm e altura de 70cm, com um volume nominal de trabalho de 2,4L. Os
reatores de coluna de bolhas (RCB), possuem um sistema de dispersao de ar de disco
poroso de 7cm de didmetro. Para os reatores air-lift (RAL), o sistema de dispersao
consiste em um difusor de ar de 1 cm de diametro, localizado no centro de coluna. Nestes
reatores foi usado um tubo concéntrico que possui um didmetro interno de 3cm e uma
altura de 50cm, localizado axialmente no centro da coluna e fixado a 5¢cm de distancia do
difusor de ar. Para os sistemas com recirculacéo do ar, os reatores de coluna de bolhas e
air-lift utilizados foram conectados por meio de uma bomba a um tanque de
armazenamento de 13,25L. O fluxo que parte do tanque é emitido novamente aos
reatores, tendo por resultado um circuito fechado. Nos reatores conectados em série, a
alimentacéo de ar do segundo reator é provida através dos gases dessorvidos na primeira

coluna.
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2.3 Obtencao dos dados cinéticos

Os experimentos foram realizados em trés condicdes operacionais para cada
reator: operacao simples, com recirculacdo do ar e operacdo em séries de dois reatores.
Os testes foram realizados em biorreatores operando em regime intermitente, alimentados
com 2,4L de meio sintético BGN. As condi¢des dos experimentos foram: concentracao
celular inicial de 100mg.L™”, reator isotérmico, operando em temperaturas de 35°C,
intensidades luminosas de 11klux e aeracdo continua de 1VVM com injecdo de ar
enriquecido com diéxido de carbono em 15%. Os dados cinéticos foram monitorados em
termos de concentracao celular, pH e concentragdo de CO,, a cada 12h de cultivo,
durante as fases de crescimento do microrganismo. Os testes foram conduzidos em

duplicata e os dados cinéticos referem-se a média de quatro repeti¢oes.

2.4 Modelagem cinética

A capacidade de eliminacao (CE) é determinada através da relacdo massica de
diéxido de carbono degradado por unidade de volume de reator por unidade de tempo.
Este parédmetro fornece a medida da habilidade do reator em remover diéxido de carbono,
conforme indica a Equacédo 1. Na determinacao das eficiéncias de remocao (ER) dos
sistemas (Eq.2) considerou-se a fragdo de CO, removido no fotobiorreator, expresso em
porcentagem (Devinny et al., 1999).

CE — (CT _Ce)XQ
7 (1)
ER="Cr=C) 100 2)

T

A modelagem cinética para os reatores descontinuos com recirculagéo (lbarra &
Smith, 1974) consiste em estabelecer um balango de massa na totalidade do sistema.
Considera-se que os volumes da linha de conecgédo e da bomba sao despreziveis, que a
reacdo se verifica somente no reator e que as mudangas de concentracao de CO, na
entrada e saida no reator sdo pequenas (Cgr~Cr). Desta forma, a Equacao 3 expressa o

modelo cinético para a velocidade de reacdo em reator batelada com recirculacao.

(3)

_(VatVy ) d(COy)
Ve dt
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A validade do modelo proposto esta baseada no critério de operagao diferencial.
Neste sentido, supondo que a vazdo de alimentacdo (Q) é constante e que a
concentracao de CO, no efluente do reator é Ce, a concentra¢do no reator ird variar desde
Cr até C.. Consequentemente, Cr~Ct quando (Cr - C;)—0. Com estas suposicoes, a
Equacdo 3 é vélida e o critério desejado em termos de condicdo de operacdo e
velocidade de remogéo é dado pela Eq. 4.

C,-C, = “VR[ Ty X r (4)
Q \VatVs

2.5 Métodos Analiticos

As determinagbes da concentragcdo de dioxido de carbono no sistema foram
realizadas por cromatografia gasosa. O equipamento utilizado foi um cromatografo Agilent
Technologies (Série 6890), equipado com uma coluna capilar empacotada porapack Q
80/100 (construida em ago inox com 1,8m de comprimento) conectada a um detector de
condutividade térmica. As condicGes de operacao foram as seguintes: temperatura do
injetor e detector de 110°C e temperatura da coluna de 65°C. O gas carreador utilizado foi
o hélio, a um fluxo de 0,6 mL/min. O volume de amostra injetado foi de 100 pL. O diéxido
de carbono removido foi determinado a partir de amostras tomadas na fase gasosa do
sistema (entrada e saida). As areas obtidas mediante o integrador, foram relacionadas
com curvas de referéncia para determinar as porcentagens de CO,. A partir da
porcentagem pode-se obter a concentracdo de CO, na fase gasosa. A medida da
intensidade luminosa incidente no reator foi realizada a partir de um luximetro digital
(Minipa MLM 1010, precisdo de + 4%). A vazdo de dioxido de carbono, ar e ar
enriquecido com CO, foram determinados através de rotdmetros (AFSG 100 Key

Instruments, precisao de + 5%).
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Figura 1: Diagramas experimentais. [A-B]: (1):reator; (2): amostrador da entrada de gases;
(3): amostrador da saida de gases; (4): amostrador de liquido. [C-D] (1):reator; (2):
amostrador da entrada de gases; (3): amostrador da saida de gases; (4): desumidificador
de ar; (5):tanque de armazenamento; (6): bomba. [E-F]: (1):reator 1; (2): amostrador da
entrada de gases; (3): amostrador da saida de gases; (4): desumidificador de ar, (5):
reator 2; (6):amostrador da entrada de gases; (7): amostrador da saida de gases.
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3 Resultados e Discussao

3.1 Reatores descontinuos com operagao simples

Fotobiorreatores sé@o sistemas fisico-quimico-biolégicos multifasicos, com
numerosas interagcdes entre as variaveis do processo e as alteragcées dinamicas entre
gas-liquido-soélido (Molina Grima et al., 1999). O uso deste tipo de reatores em processos
de eliminacdo de diéxido de carbono é considerado uma alternativa promissora, uma vez
que o elemento carbono pode ser fixado através de diferentes mecanismos. Os dados
cinéticos para o reator RCB com operacao simples estdo expressos na Figura 2.
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Figura 2: Dados cinéticos para reator RCB com operacao simples.

Os dados cinéticos de remocao de diéxido de carbono, expressos em termos de
capacidade de eliminacao e eficiéncia de remocao demonstram a elevacao gradual da
remocgao de CO, no sistema, até um determinado ponto onde comega a haver a reducao
da capacidade de eliminagdo de carbono inorganico. Estas caracteristicas estédo
relacionadas a deplecdo de nutrientes presentes no meio de cultivo, associados a
formacao de aglomerados celulares nos periodos mais avangados do processo (Mufioz et
al., 2004). Estes aglomerados proporcionam uma baixa capacidade de remocao de
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diéxido de carbono, devido a problemas de agitacdo e mistura no reator, somados a
reduzida area por unidade de volume de célula capaz de captar a energia luminosa para a
subsequente reacao de fixagdo de atomos de carbono. Richardson & Jackson (2007)
reportam que células de microalgas crescendo exponencialmente em sistemas agitados,
tendem a formar aglomerados durante as colisdes celulares. A taxa de formacao destes
aglomerados depende primariamente da abundancia e do tamanho das células. De
acordo com estes autores, estas caracteristicas determinam os fluxos de absorcao e
dessorcao de carbono inorganico em sistemas aquosos.

Valores maximos de 44,5 g/m®.min e 24,04% foram obtidos para capacidade de
eliminagdo e eficiéncia de remogédo respectivamente, em 96h de tempo de residéncia
celular.

As maximas concentragdes celulares e valores de pH obtidos para o reator de
coluna de bolhas foram de 5,1g/L e 8,69 respectivamente. A elevagdo gradual do pH,
associado a massa celular em fungcao do tempo de residéncia € caracteristica do cultivo
de microalgas em fotobiorreatores, a qual € um indicativo do consumo de carbono
inorganico. Lee, Apel & Walton (2006) e Berenguel et al., (2004) reportam que 0 aumento
do pH em cultivos fotossintéticos ocorre através do transporte de ions hidréxido para o
exterior da célula, através da reacdo catalisada pela enzima anidrase carbénica,
associado a captacao de ions H* para o interior das membranas tilacéides. Estes fluxos,
induzidos pela energia luminosa resultam em uma eficiente capacidade de fixagdo de
CO..

A fixacao biologica de dioxido de carbono € um processo de reagdes fotoquimicas
em cadeia que conduzem a sintese de compostos. Globalmente, estes processos
obedecem ao principio da conservacao da matéria (Leveau & Bouix, 1985). Deve-se
considerar, no entanto, que a transformacao de diéxido de carbono nestes sistemas nao
se da apenas em biomassa. Outros produtos do metabolismo fotossintético estdo
envolvidos nestes processos, como por exemplo, a formacao de proteinas e carboidratos
exocelulares (Yamada et al., 1997; Otero & Vincenzini, 2003) associado a catalise de
espécies quimicas na formagédo de precipitados de bicarbonatos e carbonatos (Marcus,
1997), além da formagdo de compostos organicos volateis (VOCs) como aldeidos e
hidrocarbonetos, que sdo formados e desprendidos em cultivos fotossintéticos de
microalgas (Wendel & Juttner,1996; Mufoz et al., 2004). Os numerosos compostos que
podem ser formados em reagdes fotossintéticas, associados as elevadas taxas de
conversdo de CO,, justificam o interesse recente na aplicagdo destes organismos em
processos de sequestro de didxido de carbono.
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Comportamento similar foi obtido para o reator RAL em operagéo simples (Figura
3), no qual os maximos valores de capacidade de eliminagédo e eficiéncia de remogéo
situaram-se na faixa de 46,4 g/m>.min e 26,95% respectivamente. Estes valores séo 4,1 e
10,7% superiores aos obtidos para o reator RCB para as maximas capacidades de
eliminacdo e eficiéncias de remocao respectivamente. Além disso, observa-se que o
reator RAL € mais eficiente ao longo de todo o periodo avaliado, 0 que indica capacidades
de eliminagao e eficiéncias de remoc¢ao globais superiores quando comparado ao sistema
RCB. As maximas concentracdes celulares e valores de pH obtidos situaram-se na faixa
de 5,35 g/L e 8,99 respectivamente.

Dentre as muitas decisdes do projeto de sistemas para a eliminacao de diéxido de
carbono, a configuragdo dos reatores e 0 modo de operagao sao fundamentais para a
obtencéo de elevados desempenhos. Os reatores de coluna verticais sdo compactos, de
baixo custo e faceis de operar monoassepticamente. Em adicao, sistemas de coluna de
bolhas e air-lift sdo consideradas opcdes viaveis para a eliminacao biolégica de diéxido de
carbono (Molina Grima et al., 1999). De acordo com Jin & Lant (2004), a diferenca basica
entre estas duas configuracdes de reatores esta baseada na distribuicdo das bolhas de
ar. Enquanto nos sistemas RCB h& uma ascenséo aleatoria das bolhas de ar, nos
reatores RAL a diferenca de pressao hidrostatica entre o riser e 0 downcomer induz a um
movimento ordenado de ascensdo e queda das bolhas de ar e consequentemente das
células. Este tipo de movimento produz uma mistura e transferéncia de massa mais
efetiva na fase liquida do reator RAL quando comparado aos sistemas RCB. Estas
consideracoes justificam o melhor desempenho do sistema air-lift, quando comparado ao
reator de coluna de bolhas, uma vez que se obteve ndo somente valores mais elevados
de capacidade de eliminacdo e eficiéncia de remog¢do maximas, como também
desempenho superior nos periodos criticos do processo, onde a mistura € dificultada pela
formacdo de aglomerados celulares.
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Figura 3: Dados cinéticos para reator RAL com operacao simples.

3.2 Reatores descontinuos com recirculagao do ar

Reatores em batelada com recirculagdo podem apresentar vantagens em
processos de pequeno porte, no qual os poluentes séo recirculados em circuito fechado
até que o abatimento desejado seja alcancado. Desta forma, a Tabela 1 apresenta a
caracterizacao cinética para um reator batelada de coluna de bolhas com recirculacdo do
ar, em funcao do tempo de detencao hidraulica.

E verificado através da andlise dos dados cinéticos um aumento gradual das
taxas de remocao do didéxido de carbono recirculado em funcédo do tempo de residéncia
celular. Para o reator RCB, as maximas velocidades de consumo no tanque de
armazenamento (3,82 g/m°.min) sdo obtidos em tempos de residéncia celular de 96h.
Paralelamente, considerando a relacdo entre os volumes do reator e do tanque de
armazenamento, obtém-se taxas de remocado de CO, maximas no sistema de 24,91
g/m°.min, associados a uma diferenca entre a concentracdo de diéxido de carbono
presente no tanque (Cr) e na saida do reator (C.) no instante considerado de 25,30 g/m°.
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Estes dados, quando corroborados aos obtidos em reator RCB com operagao
simples, indicam que para estes sistemas, as maximas taxas de remoc¢ao de diéxido de
carbono ocorrem em 96h de cultivo. Taxas de remocao inferiores no sistema de
recirculacdo sao verificadas, uma vez que a velocidade de remocao de diéxido de
carbono é proporcional a sua concentracdo, a qual se reduz a cada passagem pelo
sistema de reciclo. A adequacao do modelo proposto esta baseada na obtencao de perfis
lineares de concentracao de didéxido de carbono no reservatério em funcao do tempo, de
forma a validar as consideracdes realizadas. Os elevados coeficientes de correlacdo
obtidos associados a Figura 4, comprovam estas caracteristicas.

Tabela 1: Cinética de remogéao de diéxido de carbono em reator RCB com recirculagéo.

TDH -d(CO,)/dt R r Cr-Co
(h) (g/m®.min) (g/m®.min) (g/m®)
24 0,84 0,97 5,48 5,56
48 2,50 0,99 16,30 16,56
72 3,03 0,98 19,75 20,06
96 3,82 0,98 24,91 25,30
120 2,83 0,96 18,45 18,74
144 1,38 0,99 9,01 9,14
156 0,94 0,96 6,13 6,22
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Figura 4: Dados do reator RCB com recirculacéo do ar para cinética do processo.

Comportamento similar € verificado no reator RAL com recirculagéo (Tabela 2), no
qual se obteve taxas maximas de consumo de CO, no reservatorio, taxas de remogéao do
sistema e diferenca de concentragdo (Cr-C.) de 4,54 g/m°.min, 29,47 g/m°.min e 29,94
g/m® respectivamente. Entretanto, para este sistema, observou-se velocidades maximas
de remogao em 72h de tempo de residéncia celular, o que representa reducao de 15% no

tempo necessario para atingir a velocidade maxima de remog¢ao quando comparado ao
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reator RCB. Além disso, as taxas maximas de remogao no sistema RAL sdo 15,47%
superiores as obtidas no reator RCB, o que evidencia o melhor desempenho deste
sistema. A Figura 5 apresenta o ajuste dos dados experimentais para o reator RAL, que
juntamente com os valores dos coeficientes de correlagdo obtidos, demonstram a

validade do modelo utilizado.

Tabela 2: Cinética de remocgéao de diéxido de carbono em reator RAL com recirculacao.

TDH -d(CO,)/dt R r Cr-Ce
(h) (g/m®.min) (g/m®.min) (g/m®)
24 1,68 0,97 10,95 11,12
48 3,82 0,95 24,90 25,29
72 4.54 0,98 29,47 29,94
96 3,68 0,95 24,01 24,38

120 3,34 0,97 21,78 28,22
144 3,61 0,99 23,54 23,91
156 3,13 0,99 21,58 21,92
60 T T
.
50 |- g
— 40 -
E d(CO,)/dt =4,54
3 ° R=0,98
8
30 |- g
20 [ -
10 | | | | | [ ]
0 2 4 6 8 10
Tempo (min)

Figura 5: Dados do reator RAL com recirculagéo do ar para cinética do processo.

Os reatores em batelada com recirculagdo, sdo utilizados amplamente em
sistemas laboratoriais, para a andlise da cinética de reagdes. Objetivo principal destes
estudos é obter as constantes cinéticas através da dependéncia da concentracdo de um
determinado composto com o tempo dentro do tanque de armazenamento (Sagawe et al.,
2004). A vantagem principal deste modo de operagdo esta relacionada com a
possibilidade de obtencao de elevados valores de eficiéncias de remogao, uma vez que o
circuito fechado possibilita a manipulacao da taxa total de remocao. Industrialmente, este
tipo de operacao é limitada pela baixa capacidade de eliminacdo de poluentes. Desta
forma, para volumes maiores, sistemas com recirculagcdo continuos podem ser mais

apropriados.
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3.3 Reatores em série de dois estagios

A eficiéncia na utilizacdo do diéxido de carbono transferido a fase liquida de
fotobiorreatores € um parametro de fundamental importancia no desempenho destes
processos. Este fator depende primariamente da capacidade metabdlica das células e
também da configuracdo e modo de operagdo dos reatores. Uma vez que se tenha
atingido o limite metabdlico das células, o aumento do tempo de residéncia do CO, nos
sistemas € um fator determinante na eficiéncia do processo. O estabelecimento desta
condicdo pode ser obtido através da conecgédo de reatores em série, no qual o ar
contaminado com diéxido de carbono dessorvido € utilizado para alimentar o segundo
reator. Desta forma, os parametros cinéticos de crescimento celular e remocao de CO,

em um sistema de dois reatores RCB em série estao expressos na Figura 6.
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Figura 6: Dados cinéticos para dois reatores RCB em série.

A avaliagédo global do sistema indica um significativo aumento da capacidade de
eliminacdo e eficiéncia de remogao quando comparado ao sistema RCB com operagao
simples. Valores maximos de 76,0 g/m®.min e 45,08% para a capacidade de eliminacéo e
eficiéncia de remogdo de didéxido de carbono respectivamente. Similar resultado foi
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evidenciado para os reatores air-lift conectados em série. Para este sistema, verificou-se
maximos valores de capacidade de eliminacdo de 80,06 g/m°.min associados a uma
eficiéncia de remocao de 51,9%. Em relacao aos valores de pH e concentragcao celulares,
observam-se a partir da analise das curvas perfis semelhantes, embora os valores sejam

inferiores ao longo de todo o cultivo para ambos os parametros no segundo reator.
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Figura 7: Dados cinéticos para dois reatores RAL em série.

3.4 Capacidade global de seqiiestro de carbono

A integracdo numeérica da area abaixo das curvas de capacidade de eliminagdo
versus tempo de residéncia pelo método 1/3 de Simpson (Carnahan et al., 1969), fornece
a quantidade de carbono fixado nos sistemas. A Tabela 3 apresenta os valores das
capacidades diarias de sequestro de carbono, considerando a totalidade dos sistemas
utilizados. A andlise dos resultados demostra a obtencdo de desempenhos superiores
nos reatores air-lift para todos os modos de operacao avaliados, quando comparado aos
reatores de coluna de bolhas. Em relacdo aos modos de operacdo, as séries de dois
reatores air-lift, demonstraram o melhor desempenho na remocgao biolégica de diéxido de

carbono.
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Tabela 3: Capacidade diaria de sequestro de carbono dos reatores.

Sistema Carbono sequestrado
(g/dia)
RCB (operagéo simples) 30,97 + 0,1 5
RCB (operagao em série) 43,94 + 0,1 8
RCB (operagao com recirculagéo do ar) 1 3,33 + 0,26
RAL (operagéo simples) 34,38 + 0,1 2
RAL (operagéo em série) 57,91 t 0,09
RAI— (operacéo com recirculacéo do ar) 20,81 + 0,1 0

4 Conclusao

A mitigagdo das emissOes de gases de efeito estufa, particularmente CO, e sua
efetiva utilizacdo representam um importante aspecto para o desenvolvimento sustentavel
das atividades industriais. O sequiestro de didéxido de carbono através de reacdes
fotossintéticas € uma estratégia adequada sob este ponto de vista, uma vez que é
possivel transformar este poluente em varios produtos do metabolismo fotossintético, que
podem ser reaproveitados de diferentes formas. Foi considerado no presente estudo, o
desenvolvimento de estratégias operacionais e projeto de reatores para conversao
biolégica de CO,, os quais resultaram na elucidacao da capacidade da aplicacao deste
tipo processo. Os reatores air-ift demonstraram maior habilidade na remogédo de CO,
quando comparados aos sistemas de colunas de bolhas. A operagao com recirculagéo do
ar, evidenciou a possibilidade deste tipo de arranjo em processos de pequena escala.
Entretanto, as séries de dois reatores demonstraram ser 0 modo de operagdo de maior
potencial para aplicagdo em escala industrial.

Nomenclatura
CE: Capacidade de eliminagao (g/m®.min)
ER: Eficiéncia de remocgao (%)
Cr: concentracéo de didxido de carbono na entrada do sistema (g/m°)
C.: concentracao de diéxido de carbono na saida do sistema (g/m°)
Q: fluxo gasoso (m*/min)
Vg: volume do reator (m°)
V+: volume do somatdério entre o tanque de armazenamento e o reator (m°)
r: velocidade de consumo de diéxido de carbono (g/m®.min)
d(CO,)/dt: velocidade de consumo de CO, no tanque de armazenamento (g/m°.min)
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Conclusao

O sequestro de diéxido de carbono em fotobiorreatores por microalgas envolve
diferentes processos, responsaveis pela conversao deste poluente. Neste sentido, além
dos mecanismos bioldgicos, processos fisico-quimicos estdo envolvidos na remogéo de
CO, nestes sistemas, fazendo com que se obtenham elevadas taxas de eliminagédo de
dioxido de carbono.

A incorporagdo de carbono em biomassa é significantemente afetada pelos
parametros temperatura, intensidade luminosa e concentragao de di6xido de carbono. As
maximas taxas de fixagdo de carbono em biomassa obtidas nas cinco faixas inicialmente

consideradas para as trés condi¢gdes operacionais situaram-se em 45,78 mgcarono/L-h.

O estudo cinético da absorcao/dessorcao de CO, em fotobiorreatores de coluna de
bolhas demonstrou que elevadas concentracdées deste composto sédo perdidas junto aos
gases de exaustdo, sendo convertido apenas uma fracdo do diéxido de carbono
alimentado. A temperatura, intensidade luminosa e concentragédo de CO, determinam os
mecanismos de absor¢ao e dessorgao, obtendo-se taxas maximas de remoc¢ao de didxido
de carbono de 108,56 mg/L.min.

A fixacdo de carbono em biomassa associa o tratamento de poluentes com a
producdo de insumos que podem ser reutilizados com diferentes propédsitos. Assim, a
otimizagdo da biofixacdo de carbono em células resultou em taxas maximas de 109,2
MQJcamono/L-N, 0 que representa aumento de 63,42 MQcamono/L-h, quando comparado as

taxas maximas obtidas nas condi¢des testadas inicialmente.

O efeito do fotoperiodo demonstrou a importancia da fase clara da fotossintese na
subsequente reacdo de fixacdo de atomos de carbono. Os diferentes ciclos de luz
avaliados proporcionaram reducdo de eficiéncia de incorporacdo de carbono em
biomassa que variou entre 2,0 a 99,69%. Estes resultados elucidam a necessidade de
considerar a indisponibilidade de regimes continuos de luz no projeto de fotobiorreatores
para o sequestro de carbono.

As configuracbes dos fotobiorreatores testados demonstraram o melhor
desempenho dos reatores air-lift quando comparados com sistemas similares de coluna
de bolhas. A coneccao de dois reatores em série proporcionou as maiores eficiéncias e
capacidades de eliminagdo de CO,. Capacidades didrias de sequestro de carbono na
ordem de 24,13 Qcamono/L.dia foram obtidas em reatores operando com alimentagdo de
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gases contaminados com 15% de diéxido de carbono, que € a faixa de concentragédo
obtida na queima de combustiveis fosseis.

A tecnologia desenvolvida durante esta tese de doutorado apresenta potencial
para aplicagdo em processos de engenharia ambiental, com foco na obtencao de créditos
de carbono. Paises tropicais como o Brasil, que apresentam condi¢des de temperatura e
intensidade luminosa adequadas, combinados a industrias que geram correntes de gases
contaminados com di6xido de carbono podem utilizar este tipo de sistema para reduzir as
emissdes de didéxido de carbono para a atmosfera. No entanto, embora estes sistemas
apresentem elevada capacidade de converter diéxido de carbono em produtos do
metabolismo fotossintético, inUmeras dificuldades técnicas ainda necessitam de

esclarecimento, quando se visa a ampliacao de escala e o uso em condi¢ées industriais.
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Sugestao para Trabalhos Futuros

Identificar e quantificar os compostos intermediarios envolvidos nos processos de

transformacéao do diéxido de carbono;

Estudar os mecanismos de transferéncia de massa no transporte de dioxido de
carbono da fase gasosa até a conversao microbiana em produtos do metabolismo
fotossintético.

Avaliar o uso da energia solar como fonte de luminosidade;

Avaliar o processo em escala piloto.
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Abstract

The integral method for the analysis of kinetic data was used to describe the removal of carbon dioxide dissolved in the aqueous phase of
a tubular photobioreactor by Aphanothece microscopica Négeli. The effects of the carbon dioxide concentration (3, 15, 25, 50 and 62%), light
intensity (960, 3000, 6000, 9000 and 11,000 lux) and temperature (21.5, 25, 30, 35 and 38.5 °C) were considered using a central composite design,
aiming to determine the most efficient system conditions. Response surface methodology showed the importance of the operational parameters of
the photobioreactor on the kinetics of carbon dioxide removal, a good fit of the first order kinetic model to the experimental data being obtained.

© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Global warming; Carbon dioxide sequestration; Microalgae/cyanobacteria; Photobioreactor

1. Introduction

Numerous studies have suggested that marine cyanobacteria
could be considered as a solution for the reduction of atmo-
spheric carbon dioxide levels [1,2]. Photosynthesis occurring in
the oceans is responsible for approximately 40% of the over-
all amount of carbon annually fixed on the planet. This process
is carried out by unicellular microorganisms constituting the
phytoplankton, where the dominant species are composed of
cyanobacteria, helping to reduce the inorganic carbon concen-
tration in the oceans in a cyclical process in which organic carbon
is re-oxidised by way of heterotrophic respiration, enriching
the oceans with inorganic carbon. These biological pumps help
maintain the atmospheric carbon dioxide concentration [3].

Based on these biological systems, diverse biochemical engi-
neering processes are being carried out, in which the metabolism
of the photosynthetic microorganisms convert light energy and
carbon dioxide into natural molecules [4]. These systems aim
to reduce the carbon dioxide emissions from various indus-
trial manufacturing sectors, by incorporating this polluent into
biomass [5].

* Corresponding author. Tel.: +55 19 3521 2089.
E-mail address: franco@feq.unicamp.br (T.T. Franco).

0255-2701/$ — see front matter © 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.cep.2007.06.004

The development of photobioreactor technology is being
carefully reviewed in detail, with a focus on tubular photo-
bioreactors, considered to be more promising for the large scale
production of bio-products obtained from the cultivation of
microalgae, with the simultaneous removal of CO; [6,7].

However, the efficiency of these processes has only been
demonstrated in theory, and more detailed evaluations are
required for the use of these systems, with the objective of obtain-
ing carbon credits. With respect to the rates of carbon dioxide
removal, expressed in terms of kinetic models, few references
can be found in the literature that report on the performance of
cyanobacteria and/or microalgae to photosynthetically consume
inorganic carbon [8], suggesting the need for studies to evalu-
ate the influence of the process parameters on the rates of the
biological removal of CO,. Thus, this study presents an initial
quantification, aimed at describing the kinetics of the removal
of carbon dioxide by cyanobacteria in tubular photobioreac-
tors. The principle objective of the study was to evaluate the
CO; removal rates in photobioreactors using a culture of the
cyanobacteria Aphanothece microscopica Ndgeli

2. Kinetic modelling

The integral method for the analysis of kinetic data is usually
used to interpret substrate consumption data and determine the
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rate equations [9,10]. In this method, a determined reaction order
is assumed and the differential equation used integrated to model
the system in batches. In this trial and error procedure, if the
considerations are correct, the graph of concentration versus
time will be linear.

For the simplified reaction (CO,; — Products), carried out
in a batch reactor with constant volume, the molar balance is
described by Eq. (1):

—d[CO7]
dr
Assuming that the reaction rate is a function only of the car-

bon dioxide concentration, the rate law can be written in the
following form:

= reo, (1

—rco, = k[CO,1" (2)

Considering a first order reaction (n=1) and combining the
rate law with the molar balance, Eq. (3) is obtained:

—d[COy]
T = k[COy] (3)

Integrating the differential equation, with [CO,]=[CO3] at
t=0, Eq. (3) becomes:

[CO2]p
n =
[CO2]

Thus, the graph of In ([CO;,]p/[CO-]) as a function of time
should be linear, with a slope corresponding to the rate constant
of the reaction (k).

However, one should consider that the variation in carbon
dioxide as a function of time is not only due to biological and
physicochemical removal, since part of the CO; is lost with the
exhaustion gases (desorption). The true rate of carbon dioxide
removal from the system is obtained by determining the result-
ing rate constant of the reaction (kr), which corresponds to the
difference between the rate constant of the reaction for the pro-
cesses of absorption (k) and desorption (k7). In this way, with
the values for kg and the CO, concentration in the system and
considering a first order reaction, it is possible to obtain the rate
of carbon dioxide removal.

“

3. Material and methods
3.1. Microorganism and culture medium

The cultures of Aphanothece microscopica Ndgeli
(RSMan92) were propagated and maintained on stan-
dard BGN medium [11] with the following composition:
K,HPO4-3H,0 (0.040gL™1), MgS04-7H,0 (0.075gL™1),
EDTA (0.001gL~"), H3BO; (2.860gL~"), MnCl,-4H,0
(1.810gL™1), ZnSO4-7H,O (0.222gL~"), Na;MoO4-2H,0
(0.390gL™"), CuSO4-5H,0 (0.079gL~!), CaCl,-6H,0
(0.040 gL~1), NaNO; (150 g L~ 1) CHgO7-H,0 (0.006 g L™ 1),
ammonium and iron citrate (0.006 gL~!), pH 8.0. The condi-
tions used were 25 °C, 1klux light intensity and a photoperiod
of 12h.
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Fig. 1. Diagram of the experiment. (1) photoperiod chamber; (2) pH, tem-
perature and CO, analyser; (3) pH, temperature and CO; sensors; (4)
photobioreactor; (5) system controlling the flow rate and mixture of the gases;
(6) gas diffuser, all dimension in mm.

3.2. Photobioreactor design

The experiments were carried out in a 3.2L bubble col-
umn photobioreactor. The lighting system consisted of sixteen
20 W fluorescent lamps, located in a photoperiod chamber. The
gas flow was controlled by three rotameters that measured the
flow rates of the carbon dioxide, the air and the mixture of
gases, respectively. Fig. 1 shows the diagram of the experi-
ment.

3.3. Obtaining and analysis of the kinetic data in an
experimental photobioreactor

The experiments were carried out in bioreactors operat-
ing with an intermittent regime, fed on 3.0L synthetic BGN
medium. The test conditions were: initial cell concentration of
100mg L™, isothermal reactor operating under different tem-
peratures and light intensities and continuous aeration at 1 VVM
with the injection of air enriched with different concentrations
of carbon dioxide. Response surface methodology was used to
determine the optimal conditions for carbon dioxide removal,
as a function of three experimental factors (temperature, light
intensity and concentration of carbon dioxide enriched air). A
five-level central composite design was used to evaluate the rela-
tionship between the culture conditions (independent variables)
and the rate of CO, removal (dependent variable). The experi-
mental design and the statistical analyses were carried out using
the Statistica 7.0 software (Statsoft, USA). Table 1 shows the
levels of the experimental variables used:

For a three-factor system, the statistical model is defined by
Eq. (5) [12]:

Y = o+ Bi1 X1+ aXa + B3X3 + B X] + PnX3 + B X3
+ B12 X1 X2 + B13X1X3 + B3 X2 X3 (5)
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Table 1
Values of the independent variables for the different levels of the experimental design
Independent variable Symbol Level

—1.68 -1 0 1 +1.68

Temperature (°C) X1 21.5 25 30 35 38.5
Light intensity (klux) Xo 0.96 3 6 9 11
CO; concentration (%) X3 3 15 25 50 62

3.4. Determination of the dissolved CO; concentration and
the concentration profiles

The concentration of carbon dioxide dissolved in the liquid
phase was evaluated by a dynamic method, in which the CO,
transfer was interrupted every 12 h of cultivation, and the con-
centration of free carbon dioxide measured as a function of time
for 5 min, taking readings every 0.5 min. Estimates of carbon
dioxide desorption were carried out by way of control experi-
ments in the absence of the microorganism for each experimental
condition as a function of the CO, concentration, temperature
and stirring involved in the system. The data for carbon dioxide
concentration desorbed from the liquid phase were recorded in
a transient regime every 0.5 min for 5 min. Once the variations
in the concentrations of carbon dioxide absorbed and desorbed
by the whole culture had been obtained, the exponential growth
phase was numerically determined by fitting the cell concentra-
tion to a polynomial function, and, for this period, calculating
the means of the variation in the concentration of carbon dioxide
absorbed as a function of time. The two series of experimental
data (mean absorption and desorption) obtained were fitted to a
first order kinetic model to estimate the kinetic variables for the
removal and loss of carbon dioxide from the system.

3.5. Analytical methods

The concentration of dissolved carbon dioxide and the tem-
perature were determined using a polarographic probe (Mettler
Toledo InPro5000 series). The measurements of light intensity
incident on the reactor were carried out on the external column
surface using a digital luximeter (Minipa MLM 1010). The flow
rates of the carbon dioxide, air and CO, enriched air were deter-
mined using rotameters (AFSG 100 Key Instruments). The cell
concentration was evaluated gravimetrically by filtering aknown
volume of culture medium through a 0.45 pm filter and drying
at 60°C for 24 h [13].

4. Results and discussion

According to the proposed experimental design, 17 exper-
iments were carried out evaluating different combinations of
temperature, light intensity and carbon dioxide concentration.
The proposed integral analytical method was used to interpret
the results for substrate removal and to determine the equations
for the rate of carbon dioxide removal. During these analyses,
the volume of the photobioreactor was considered to be constant.
Significant variations in the temperature and concentration were
not considered, since the aeration system provided an adequate

dispersion of the reagent mixture. Fig. 2 shows the fit of the
experimental data to the proposed model for carbon dioxide
removal under the different conditions evaluated. The total vari-
ation in free carbon dioxide concentration as a function of time
was considered as represented by the variation caused by the
presence of the microorganism (absorption) in the bioreactor,
added to the losses of CO3 in the exhaustion gases (desorption),
both measurements being made in the liquid phase of the sys-
tem. The kinetic data correspond to the mean value of carbon
dioxide removal in the exponential growth phase.

It can be seen from the analysis shown in Fig. 2 that a satisfac-
tory fit was obtained for the proposed model, independent of the
condition considered, considering the experimental difficulties
and the dispersion of the conditions evaluated. These results are
better elucidated in Table 2, which shows the kinetic parameters
for the fit of the model.

The high values obtained for the determination coefficients
indicate the adequacy of the model proposed with respect to
the experimental data. Equivalent values were obtained for the
reaction rates constants in the presence (kj) and absence (k7)
of the microorganism, suggesting that significant proportions of
carbon dioxide were lost in the exhaustion gases. This indicated
that an excess of carbon dioxide was being added to the cul-
ture medium, only a fraction of the added CO; being converted
into biomass and other products of photosynthetic metabolism.
Berenguel et al. [14] and Chae et al. [15] showed similar results,
reporting that high CO; concentrations in the gases entering
the bioreactor resulted in considerable losses to the atmosphere.
According to these authors, the excess supply of carbon dioxide
could favour the availability of the carbon source to the cells,
so as not to limit metabolic activity. Nevertheless, the excess
addition of this compound provokes losses that are not used by
the cultures, resulting in unnecessary environmental pollution.
Although the system allowed for significant losses of CO; to
the atmosphere, it was shown that, independent of the condition
considered, positive rates (k; >k2) of carbon dioxide removal
were obtained in the bioreactor, suggesting that part of the car-
bon dioxide transferred to the culture medium was removed by
the action of the photosynthetic metabolism of the Aphanothece
microscopica Ndageli.

It was also shown that the highest ratios between the con-
stant for the rate of carbon dioxide removal as a function of
the constant for the rate of carbon dioxide lost to the atmo-
sphere (k1/k) occurred under the conditions of 25 °C with 15%
of carbon dioxide (2.66), independent of the light intensity, sug-
gesting that the process occurred more efficiently under these
conditions, with greater compensation between the addition and
loss of carbon dioxide. The cultivation carried out with 50%
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Table 2
Kinetic parameters for the rate of carbon dioxide removal

Condition Kinetic parameter

X (°C) X5 (klux) X3 (%) ky (min~1) R? ko (min~1) R? kg (min~1) kilky CO, (mgL~1) Mmax (day™1)
35.0 3 15 0.587 0.985 0.444 0.984 0.143 1.32 130 0.648
35.0 9 15 0.560 0.988 0.444 0.984 0.116 1.26 131 0.816
35.0 3 50 0.534 0.991 0.490 0.986 0.044 1.09 594 0.528
35.0 9 50 0.570 0.994 0.490 0.986 0.080 1.16 590 0.601
25.0 3 15 0.506 0.990 0.210 0.996 0.300 2.41 24 0.240
25.0 9 15 0.559 0.990 0.210 0.996 0.350 2.66 25 0.312
25.0 3 50 0.518 0.997 0.416 0.989 0.102 1.24 593 0.552
25.0 9 50 0.600 0.993 0.416 0.989 0.184 1.44 596 0.552
30.0 6 25 0.561 0.993 0.482 0.991 0.080 1.16 280 0.672
30.0 6 3 0.290 0.985 0.264 0.987 0.030 1.09 50 0.504
21.5 6 25 0.470 0.993 0.410 0.983 0.060 1.14 455 0.576
30.0 11 25 0.575 0.987 0.475 0.988 0.100 1.21 340 0.720
38.5 6 25 0.610 0.986 0.500 0.990 0.110 1.22 260 0.072
30.0 0.96 25 0.562 0.990 0.504 0.990 0.060 1.11 330 0.192
30.0 6 62 0.530 0.990 0.420 0.981 0.110 1.26 790 0.552

carbon dioxide, 9klux and 25 °C presented intermediate val-
ues for the ratio between CO, removal and CO, loss. These
results, when corroborated by the carbon dioxide removal rates
(Table 3), indicated this cultivation condition as the equilibrium
point between the rates of removal and the process efficiency.
This apparent discrepancy between the data is justified as the
losses of carbon dioxide in the exhaustion gases rise with the
increase in CO; concentration in the air mixture, causing an
increase in the free dissolved carbon dioxide in the steady state.
Thus, since the rate of removal of carbon dioxide is propor-
tional to the concentration of dissolved gas, the high constants
obtained for the rate under conditions of 15% of CO; enriched
air were not sufficient to compensate the high values of free car-
bon dioxide obtained under conditions with air enriched with
high proportions of carbon dioxide. According to the results of
Fridlyand et al. [16], the ratios between the rates of CO; fixed
and CO; lost can vary between 0.66 and 4.0 as a function of

Table 3
Codified matrix for the effects of temperature, light intensity and CO; concen-
tration on carbon dioxide removal

Experiment ~ Temperature — Light CO, —rco,
intensity  concentration  (mgL~! min~!)
1 +1 -1 -1 18.59
2 +1 +1 -1 15.08
3 +1 +1 +1 47.70
4 +1 —1 +1 25.96
5 -1 -1 -1 7.20
6 —1 +1 -1 8.40
7 -1 -1 +1 60.18
8 —1 +1 +1 108.56
9 0 0 —1.68 1.50
10 0 0 +1.68 86.90
11 —1.68 0 0 27.30
12 +1.68 0 0 28.60
13 0 —1.68 0 19.80
14 0 +1.68 0 34.01
15 0 0 0 22.40
16 0 0 0 22.10
17 0 0 0 22.60

the enzyme activity involved in the photosynthetic metabolism,
losses in efficiency occurring for the process as the concentration
of inorganic carbon increases in the external environment.

The specific growth rate, p, is a measure of how quickly a
microbial population is growing. High values for u are indica-
tive of high microbial growth rates. It can be seen from the
kinetic data for cell growth that the maximum specific growth
rate varied between 0.072 and 0.816 day~!. Nevertheless, it can
also be seen that the conditions presenting the highest carbon
dioxide removal rates did not correspond to the highest spe-
cific growth rate, suggesting the possibility of a displacement
of the photosynthetic reaction by way of CO, conversion into
extracellular biopolymers, not quantified in the biomass. Various
authors [17-19] have shown the production of these compounds
by microalgae and cyanobacteria, reporting that the synthesis of
exocellular compounds was directly associated with the environ-
mental conditions to which the microorganism was submitted.
These studies cited the possibility of stimulating the production
of extracellular polysaccharides by manipulating certain envi-
ronmental variables, such as light intensity, temperature and
availability of the nitrogen and carbon sources. De Philippis
and Vincenzini [17] reported that metabolic stress conditions
favoured the production of these compounds, thus justifying the
fact that experiments with slow cell formation showed substan-
tial carbon dioxide assimilation rates. In addition these authors
reported that the accumulation of intracellular carbon reserves
resulted in an increase in extracellular carbohydrates, suggesting
that an increase in CO, concentration in the gases entering the
system favoured the incorporation of carbon into compounds
excreted into the culture medium. On the other hand, Lee et
al. [20] reported that in this type of CO, sequestering system,
a very small fraction of the carbon is converted into biomass,
when compared to the precipitation of chemical species.

Response surface methodology was used to determine the
operational conditions of the photobioreactor so as to optimise
the rate of carbon dioxide removal from the aqueous phase of
the system. Table 3 shows the codified matrix of the central
composite design.
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Table 4
Coefficients of the model estimated by linear regression

Factor Effects Standard error 12) p-value Coefficients Estimates per interval
—95% +95%
Mean 21.64 0.05 375.63 0.00000 21.64 21.39 21.89
X1 (L) —11.03 0.05 —203.82 0.00002 —-5.51 —5.63 —5.39
X1 (Q) 9.12 0.05 153.21 0.00004 4.56 443 4.69
X5 (L) 11.50 0.05 212.63 0.00002 5.75 5.63 5.87
X5 (Q) 11.03 0.05 185.26 0.00002 5.51 5.38 5.64
X3 (L) 34.88 0.05 644.58 0.00000 17.44 17.32 17.55
X3 (Q) 0.004 0.05 0.07 0.94415 0.002 —0.12 0.13
X1 (L) x Xa(L) —7.96 0.07 —112.60 0.00007 —3.98 —4.13 —3.82
X1(L) x X3(L) —28.41 0.07 —401.81 0.00000 —14.20 —14.35 —14.05
X>(L) x X3(L) 17.98 0.07 254.31 0.00001 8.99 8.83 9.14

Table 4 shows the results for the effects and interactions
between the factors of temperature, light intensity and carbon
dioxide concentration, and also the coefficients of the model.
An analysis of this table shows that in the range evaluated, the
rate of carbon dioxide removal from the aqueous phase was con-
trolled principally by the factors of carbon dioxide concentration
(L) and by the interaction between the temperature and the CO;
concentration (L). The other effects and interactions, with the
exception of the factor X3(Q) showed a lower proportion of
statistical significance.

Thus, Eq. (6) represents the statistical model for the variable
response of rate of CO, removal:

Y =21.64 — 551X +4.56X7 +5.75X» + 5.51X3
+17.44X3 —3.98X 1 X, — 14.20X1 X3 +8.99X, X3 (6)

The contour curves (Fig. 3) present the variation in the rate of
CO, removal as a function of the factors studied. Thus, carbon
dioxide removal from the liquid phase of the system is obtained
by fixing the factors of light intensity and carbon dioxide concen-
tration at the highest levels, that is, operating the photobioreactor
at elevated light intensities and CO» concentrations, and fixing
the temperature at the lower values.

The removal rates of the carbon dioxide dissolved in the
aqueous phase of the photobioreactor varied between 1.50 and
108.56 mg L' min~! for the different cultivation conditions.
However, these removal rates do not represent the values corre-
sponding exclusively to the biological assimilation of the carbon
dioxide.

Various physicochemical and biological processes are
involved in the removal of carbon dioxide from the liquid phase
of the system. Due to the considerable reactivity of carbon diox-
ide in aqueous solutions, various equilibriums are established.
The first equilibrium refers to the dissolution of the gas in the
water forming carbonic acid, which suffers almost instantaneous
dissociation into bicarbonate and carbonate ions as a function of
the pH of the culture medium, the total inorganic carbon concen-
tration being given by the sum of the species CO32~, HCO3~
and CO; [21]. Thus due to the equilibrium of the carbonate-
bicarbonate buffer system, a fraction of the transferred carbon
dioxide is transformed into these compounds during the chemi-
cal reactions. According to Marcus [22], the presence of calcium

in the culture medium sequesters the carbonate, leading to a con-
sequent reduction in the proportion of free carbonate. Lee et al.
[20] indicated that substantial amounts of carbon dioxide can be
sequestered in culture media containing cyanobacteria by pre-
cipitating CaCOs3. These authors reported that the precipitation
of these compounds catalysed by the growth and physiology of
the cyanobacteria, represents a potential mechanism for fixing
carbon dioxide by developing an alkaline environment in the
culture medium.

In addition, the photosynthetic carboxylation catalysed by
ribulose 1,5-diphosphate carboxylase/oxygenase (RubisCO)
specifically uses carbon dioxide as the substrate, generating
phosphoglycerate. The photosynthetic rate of these organisms
can be reduced and limited by the CO, supply, since the absence
of mechanisms to pump CO; to the carboxylation sites may be
responsible for the reduction in activity. However, there is evi-
dence demonstrating that these organisms can maintain high
levels of intracellular inorganic carbon by way of a biophysi-
cal carbon concentration mechanism (CCM) in which the active
transport of bicarbonate ions through the plasmatic membrane
into the cells occurs. The bicarbonate is converted into CO, by
carbonic anhydrase, supplying the rubisco with this substrate [3].
Carbonic anhydrase is one of the most efficient enzymes known,
its activity resulting in increases in the intracellular CO, con-
centrations of up to 1000 times the concentration in the external
fluid. Thus, due to the permeability of the plasmatic membranes
to COy, significant proportions can diffuse from the internal
to the external medium. Tchernov et al. [23] experimentally
demonstrated this effect, in which the cells, when photosynthet-
ically activated, could be sources of CO; for the fluid around
them. These fluxes are related to the photosynthetic activity and
are connected to the conditions under which the microorgan-
ism is being cultivated [3]. According to Fridlyand et al. [16],
quantitative models have been proposed to predict the losses
and accumulation of CO; retained intracellularly by way of
CCM. The model proposed by these authors consists of consid-
ering the cell of the cyanobacteria almost as a sphere, divided
into six compartments in which the species of inorganic carbon
present may react chemically, and diffuse through the mem-
branes by way of inorganic carbon concentration gradients. This
kinetic model considers the enzymatic mechanisms proposed
by Michaelis and Menten, associated with the active transport
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Fig. 3. Contour curves for the variable carbon dioxide removal rate.

mechanisms, diffusion equations, chemical equilibrium mecha-
nisms and the geometric characteristics of the system, in which
a group of differential equations are generated to represent the
rates of alteration in the concentration of the species of inor-
ganic carbon in the various cell compartments. In this way, this
complex mechanism used by these microorganisms to retain the

distinct forms of inorganic carbon, could be associated with the
high carbon dioxide removal rates from the liquid phase of the
system. However, these rates do not correspond numerically to
the proportion of carbon fixed biologically, since large amounts
are being accumulated intracellularly for subsequent assimila-
tion, resulting in overestimated fixation rates, due to the limits
of the technique used.

In addition, Wendel and Juttner [24] and Muioz et al. [25]
reported the possibility of producing volatile organic com-
pounds, VOCs, in photosynthetic cultures of microalgae and
cyanobacteria, whose formation depended on the culture con-
ditions and on the photosynthetic activity. According to these
authors, these microorganisms are capable of forming and
releasing substantial amounts of hydrocarbons and aldehydes
with chains containing up to 10 carbon atoms.

On the other hand, other mechanisms, apart from the chemical
and biological transformations of carbon dioxide, are involved
in this type of system. According to Talbot and De La Noue
[26], Bich et al. [27] and Queiroz et al. [28], the elevated
efficiencies obtained in the removal of inorganic nutrients
in intensive aeration systems using cyanobacteria, cannot be
attributed exclusively to the biological conversion of these com-
pounds. Other mechanisms such as adsorption, sedimentation
and volatilisation are involved in the removal of these com-
pounds. Lei et al. [29] demonstrated that the adsorption of
aromatic poly-cyclical hydrocarbons onto the cells of differ-
ent species of microalgae, had relevance in the removal rates
of these compounds. Tang et al. [30] suggested that the ratio
between the cell surface area and volume had an influence on
the adsorption of nutrients from the culture medium. According
to these authors, high area/volume ratios increase the compound
adsorption capacity.

The validation of the statistical model, as defined by Eq. (6),
was confirmed by an analysis of Table 5, which presents the
analysis of variance to fit the data to the quadratic model.

The model was validated from the distribution of F, which
suggested the existence of a quadratic relationship between
the variables, indicating that the proposed model fitted the
experimental data. The statistical model obtained explained a
maximum of 99.99% of the variation.

These results reflect the need to fraction the different carbon
dioxide conversion routes in the system, aiming to separately
quantify the physicochemical and biological conversion rates
for carbon sequestering. However, the different operational con-
ditions evaluated allowed for an evaluation of the cultivation

Table 5

Analysis of variance for the fit of the model

Source of Sum of Degrees of Mean Falculated
variation squares freedom squared

Regression 7928.82 9 880.98 3.42
Residues 1824.08 7 260.58

Lack of fit 1824.06 5 364.81

Pure error 0.020 2 0.010

Total 9752.81 16

4 Statistical significance («=0.05).
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parameters in the carbon dioxide transference, removal and
assimilation processes by cyanobacteria.

5. Conclusions

The removal of carbon dioxide from mixtures of gases by
washing with alkaline solutions is one of the gas absorption
processes most widely used in the chemical industry. These
processes consist of capturing the CO; in alkaline solutions
by chemical reactions of the system CO,—H,O—OH™. Thus,
sequestering CO; by way of the formation of carbonates and
bicarbonates is limited by the concentration of OH™ ions present
in the aqueous phase of the reactors, caused by the establish-
ment of chemical equilibrium. In photosynthetic reactors using
microalgae, the alkaline environment is provided by the action
of the microbial metabolism responsible for the transport of
hydroxide ions to the outside of the cell using areaction catalysed
by the enzyme carbonic anhydrase, associated with the capture
of H* ions for the interior of the thylakoid membranes, resulting
in the production of highly alkaline environments with con-
sequently very efficient CO; fixation capacity. The advantage
of biological processes is related to post-treatment questions,
which are necessary and more complex in purely chemical
systems, associated with the transformation of part of the car-
bon dioxide into biomass and soluble polymers in the culture
medium, which can be recycled in different forms.

From the results obtained, it was possible to describe the
removal of carbon dioxide in photobioreactors using a first
order kinetic model. Response surface methodology was ade-
quate to determine the effect of the operational parameters of
the photobioreactor, expressed in terms of the temperature, light
intensity and carbon dioxide concentration, on the CO; removal
rates.
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Appendix A. Nomenclature

B parameters of the statistical model

Umax ~ Maximum specific growth rate (day~!)

[CO,] carbon dioxide concentration (mg L_l)

k reaction rate constant (min—!)

ki reaction rate constant for carbon dioxide absorption
(min—1)

ko reaction rate constant for carbon dioxide desorption
(min—1)

ki/ky  ratio between the rate constants for the absorption and
desorption of CO,

kr resulting rate constant of the reaction (min~!)

n reaction order

rCo, rate of carbon dioxide removal (mg L~ 'min~ 1)

R? coefficient of determination

t residence time (min)

X1, X2, X3 independent variables of the statistical model
Y variable response
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Abstract

The objective of the present study was to evaluate the growth kinetics of Aphanothece microscopica Négeli under different conditions of
temperature, light intensity and CO, concentration. The growth kinetics of the microorganism and carbon biofixation were evaluated using a
central composite design, considering five different temperature levels (21.5, 25, 30, 35 and 38.5 °C), light intensities (0.96, 3, 6, 9 and 11 klux) and
carbon dioxide concentrations (3, 15, 25, 50 and 62%). The results obtained showed the effects of temperature, light intensity and CO, concentration
(»<0.05) on the photosynthetic metabolism of the microorganism. Response surface methodology was adequate for process optimisation, providing
a carbon fixation rate to the order of 109.2mgL~"h~! under conditions of 11 klux, 35°C and 15% carbon dioxide, representing an increase of

58.1% as compared to the conditions tested initially.
© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Carbon dioxide sequestration; Photobioreactor; Cyanobacteria

1. Introduction

Innumerable research projects have suggested that the
biofixation of CO, by cyanobacteria in photobioreactors is a
sustainable strategy, since carbon dioxide can be incorporated
into the molecular structure of cells in the form of proteins, car-
bohydrates and lipids by way of photosynthetic reactions. The
advantages of these processes are related to the greater photo-
synthetic efficiency of these systems when compared to higher
plants, the resistance of these microorganisms to high carbon
dioxide concentrations and the possibility of controlling the cul-
ture growth conditions. In addition, the biomass produced by the
bioconversion of carbon dioxide allows one to obtain products
of high added value, such as, fatty acids, biodiesel, biogas and
organic fertilizers, as a function of the microalgal species used
and the effluent to be treated [1-3].

According to Lee et al. [4] and Jacob-Lopes et al. [5], only a
small fraction of the carbon dioxide injected into the photobiore-
actors is incorporated into the microalgal biomass. According
to these authors, other products of photosynthetic metabolism,
such as the formation of extracellular biopolymers, precipitates
of chemical species such as carbonates and bicarbonates and

* Corresponding author.
E-mail address: franco@feq.unicamp.br (T.T. Franco).

1369-703X/$ — see front matter © 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
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volatile organic compounds (VOCs), are more highly repre-
sented in the carbon dioxide transformation processes of these
systems, substantially increasing the fixation rates.

Aphanothece microscopica Ndgeli is a cyanobacterium char-
acteristic of the estuaries in southern Brazil, belonging to
the family choroococaceae and forming blue-green colonies
adapted for floating. It shows a macroscopic, amorphous struc-
ture with abundant, firm and rigid mucilage, and non-cylindrical
ellipitical adult cells measuring 9.0-9.5 pm x 4.0-4.2 um,
approximately 2.2 times longer than they are wider [6]. Previous
studies have shown the potential of applying this microorganism
in bioremediation and for the production of single-cell protein
(SCP) [7-9].

Thus the objective of the present study was to evaluate dis-
tinct operational conditions for photobioreactors, expressed in
terms of the temperature, light intensity and carbon dioxide con-
centration, aimed at maximizing carbon fixation in the cells of
the cyanobacterium Aphanothece microscopica Ndgeli.

2. Materials and methods

2.1. Microorganism and culture medium

Unialgal cultures of Aphanothece microscopica Nigeli
(RSMan92) were originally isolated from the Patos Lagoon

Please cite this article in press as: E. Jacob-Lopes, et al., Biomass production and carbon dioxide fixation by Aphanothece microscopica Ncigeli
in a bubble column photobioreactor, Biochem. Eng. J. (2008), doi:10.1016/j.bej.2007.11.013




+Model

BEJ-4651; No.of Pages8
2 E. Jacob-Lopes et al. / Biochemical Engineering Journal xxx (2008) xxx—xxx
ammonium and iron citrate (0.006 gL_l), pH 8.0. The condi-
Nomenclature tions used were 25 °C, 1 klux of light intensity and a photoperiod
C. percent carbon in the biomass (%) of 12h.
L) linear effect
Mco»  molecular weight of CO» 2.2. Photobioreactor
Mc molecular weight of carbon
Q) quadratic effect The diagram of the experimental apparatus used in this study
R2 coefficient of determination is shown in Fig. 1. Measurements were made in a bubble col-
Re carbon fixation rate (mg L~ h~1) umn photobioreactor. The system was built in 4 mm thick glass,
t residence time in #=n (h) an internal diameter of 7.5 cm, height of 75cm and nominal
f residence time in =0 (h) working volume of 3.0 L. The dispersion system for the reac-
to generation time (h) tor consisted of a 1.5cm diameter air diffuser located in the
flog duration of logarithmic growth phase (h) centre of the column. The reactor was continuously illumi-
X, maximum cell concentration (mg L") nated with sixteen 20 W fluorescent lamps connected in parallel,
Xo initial cell concentration (mg L~1) located in a photoperiod chamber. Different numbers of lamps
X1, X2, X3 independent variables of the statistical model on each side of the photoperiod chamber were combined to
Y variable response give the desired light intensity. Airflow into the photobiore-
actor was provided via filtered air and pure CO;, cylinder
Greek letters through Teflon tubing. The CO,/air mixture was adjusted to
B parameters of the statistical model achieve the desired concentration of carbon dioxide in the
Imax maximum specific growth rate (h*l) airstream, through three rotameters that measured the flow
rates of the carbon dioxide, the air and the mixture of gases,

estuary, Rio Grande do Sul State, Brazil (32°01'S-52°05'W).
Stock cultures were propagated and maintained on syn-
thetic BGN medium [10] with the following composition:
K>HPO4-3H,0 (0.040gL™"), MgSO4-7H,0 (0.075gL™1),
EDTA (0.001gL~!), H3BO3 (2.860gL~!), MnCl,-4H,0
(1.810gL™1), ZnSO4-7H,0 (0.222gL~1), Na;MoO4-2H,0
(0.390gL~"), CuSO4-5H,0 (0.079gL~"), CaCl,-6H,0
(0.040 g L~1), NaNO3 (150 gL~1) C¢HgO7-H,0 (0.006 g L),

I 490 I

390

1500 750

respectively.

2.3. Obtaining and analysis of the kinetic data in an
experimental photobioreactor

The experiments were carried out in bioreactors operat-
ing with an intermittent regime, fed on 3.0L synthetic BGN
medium. The test conditions were: initial cell concentration
of 100mgL~!, isothermal reactor operating under different
temperatures and light intensities and continuous aeration of

W
s/ 1

Fig. 1. Photobioreactor diagram. 1: Photoperiod chamber; 2: pH, temperature and CO, analyser; 3: pH, temperature and CO; sensors; 4: photobioreactor; 5: system
controlling the flow rate and mixture of the gases; 6: gas diffuser. All dimensions in mm.
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Table 1
Values of the independent variables for the different levels of the design

Independent variable Symbol  Level

—1.68 -1 0 1 +1.68

Temperature (°C) X 21.5 25 30 35 38.5
Light intensity (klux) Xo 0.96 3 6 9 11
CO; concentration (%) X3 3 15 25 50 62

3L min~! of air supplemented with CO,. The cell concentration
was monitored every 12 h during the microbial growth phases.
Residence times of up to 156 h were considered for all the exper-
iments.

Response surface methodology was used to determine the
optimal conditions for carbon fixation as a function of three
experimental factors (temperature, light intensity and concentra-
tion of carbon dioxide enriched air). This methodology is widely
used for controlling the effects of parameters in many processes.
Its usage decreases the number of experiments, reducing time
and material resources. Furthermore, the analysis performed on
the results is easily carried out and experimental errors are min-
imized. The statistical method measures the effects of changes
in operating variables and their mutual interactions on the pro-
cess by way of an experimental design. The three steps used in
the experimental design included statistical design experiments,
estimation of coefficient using a mathematical model and an
analysis of model applicability [11].

A five level, central composite design was used to evaluate the
relationship between the culture conditions (independent vari-
ables) and the carbon fixation rate (dependent variable). Three
replicates at the central point were used to estimate the experi-
mental error.

The experimental design and the statistical analyses were
carried out using the Statistica 7.0 software (Statsoft, USA).
Table 1 shows the levels of the experimental variables
used:

Table 2
Kinetic parameters for Aphanothece microscopica Ndgeli

For a 3-factor system, the statistical model is defined by Eq.
(D:

Y = Bo+ A1 X1+ BaXa + B3 X3 + B X3 + X3
+ B33 X3 4 B2 X1 X2 + B13X1 X3 + P23 X2 X3 (D

The process was optimised from an analysis of the experi-
mental design initially proposed, carried out in triplicate.

The calculated cell biomass values were used to calculate the
maximum cell concentration (X, mg L_l), maximum specific
growth rate (Umax, h~!)and generation time (g, h). The carbon
fixation rate was calculated from the elemental analysis of the
biomass, as shown in Eq. (2) [12]:

Xm — Xo Mco,
Rc =C R — 2
¢ CX( r—1o >X(Mc) ()

2.4. Analytical methods

The cell concentration was evaluated gravimetrically by fil-
tering a known volume of culture medium through a 0.45 pm
filter and drying at 60 °C for 24 h. The measurements of light
intensity incident on the reactor were carried out on the external
column surface using a digital luximeter (Minipa MLM 1010).
The temperature was controlled using thermostats, and mea-
sured using a polarographic sensor (Mettler Toledo InPro5000
series). The flow rates of the carbon dioxide, air and CO;
enriched air were determined using rotameters (AFSG 100 Key
Instruments). The elemental composition of the Aphanothece
microscopica Ndgeli cells was determined using a Perkin Elmer
2400 CHNS/O element analyser. Two-milligram samples of
biomass were oxidised at 1000 °C and the resulting gases were
determined using a thermal conductivity probe for carbon, nitro-
gen and hydrogen. The standard used was acetanilide, with a
composition of 71.09% carbon, 11.84% oxygen, 6.71% hydro-
gen and 10.36% nitrogen.

Condition Kinetic parameter

X1 (°C) X5 (klux) X3 (%) fmax (1) R tg (h) fiog () Xm (mgL™h)
35.0 3 15 0.027 0.99 25.67 60 1672
35.0 9 15 0.034 0.94 20.38 72 3000
35.0 9 50 0.025 0.97 27.72 72 600
35.0 3 50 0.022 0.99 31.50 72 500
25.0 3 15 0.010 0.97 69.31 36 270
25.0 9 15 0.013 0.90 53.31 108 455
25.0 3 50 0.023 0.98 30.13 108 600
25.0 9 50 0.023 0.98 30.13 96 905
21.5 6 25 0.024 0.99 28.88 84 730
38.5 6 25 0.003 0.98 231.1 36 230
30.0 11 25 0.030 0.98 23.10 72 2300
30.0 0.96 25 0.008 0.94 86.64 72 360
30.0 6 62 0.023 0.98 30.13 72 1135
30.0 6 3 0.021 0.97 33.01 48 1600
30.0 6 25 0.028 0.99 24.75 108 1760
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3. Results and discussion
3.1. Preliminary tests

Fig. 2 shows representative growth curves for the cyanobac-
terium Aphanothece microscopica Nigeli under the different
photosynthetic culture conditions. A comparison of the growth
curves shows the lack of an adaptation phase for this microor-
ganism, reaching the logarithmic growth phase as from 12 h of
cultivation, followed by a stationary phase, and, under some
conditions, a declining phase. According to Guerrero et al. [13],
the absence of an adaptation phase in microalgal growth curves
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is characteristic of culture media with high carbon and inor-
ganic nutrient availability. For all the cultures, after a maximum
residence time of 5 days, the growth curves already indicated
characteristics of the stationary phase, the maximum cell densi-
ties being obtained in this period. Similar results were obtained
by Yue and Chen [14] and Hsueh et al. [15] in the photosynthetic
cultivation of the microalgae Chlorella ZY-1 and Nannochlopsis
oculta, obtaining positive growth rates in residence times below
120 h.

Table 2 shows the growth kinetics of Aphanothece microscop-
ica Ndgeli. An analysis of these results shows that the maximum
specific growth rates were obtained at 35°C, 9klux and 15%
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Fig. 2. Representative growth and pH curves as a function of temperature, light intensity and CO; concentration. Effect of temperature (run 9, 10 and 15); Effect of
light intensity (run 11, 12 and 15) and effect of carbon dioxide concentration (run 13, 14 and 15).
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CO,, not differing significantly, according to the Tukey test
(p<0.05), from the cultures grown at 30°C, 11klux and 25%
CO;. The maximum values obtained for pmax were similar to
those obtained by other authors for the species Euglena gra-
cilis and Anabaena variabilis, cultivated using photosynthetic
metabolism [16,17]. However the maximum concentration of
carbon dioxide enrichment used for these cultures was 13%
(v/v), suggesting that the Aphanothece microscopica Ndgeli is
more tolerant to gases enriched with high levels of CO,, since
high growth rates were obtained with up to 62% (v/v) of car-
bon dioxide. With respect to the generation times, a variation
between 23.1 and 231.1 h was observed, as a function of the dif-
ferent cultivation conditions, indicating a dependence of cell
growth on the conditions of temperature, light intensity and
concentration of carbon dioxide enriched air in the operation
of the photobioreactor. The logarithmic growth phases, deter-
mined by linear regression of the data, indicated exponential
growth between 35 and 108 h. The maximum cell density of
3.0gL~!, was obtained by cultivating in air enriched with 15%
carbon dioxide at a temperature of 35 °C, with a light inten-
sity of 9klux. Of the conditions evaluated, the results suggest
these experimental conditions as the most adequate to pro-
duce biomass by the cyanobacterium Aphanothece microscopica
Ngeli.

Cell growth associated with carbon dioxide assimilation from
the medium coincided with an increase in pH values. Fig. 2
shows the representative variation in pH of the culture medium
as a function of residence time. The pH range observed in the
culture medium varied from 6.0 to 9.9, indicating that the species
HCO3™ was the predominant form of carbon in the cultures.

The gradual increase in pH of the culture media, indepen-
dent of the conditions, indicated that cultivation occurred in an
alkaline pH range. Reductions in the initial pH value of the cul-
ture medium were only observed when cultivated with carbon
dioxide concentrations equal or greater than 50%. On the other
hand, the highest pH values (9.9) were found for the cultures

Table 3

with the highest cell densities (3.0 gL™!), suggesting predom-
inance of the photosynthetic metabolism of the microorganism
under the experimental conditions used. According to Arnon
[18] and Zuber [19], the increase in pH in photosynthetic cul-
tures is an indication of the consumption of inorganic carbon
due to cell growth. These authors reported that the increment
in pH in the culture medium could be attributed to two main
mechanisms: firstly the transport of hydroxide ions to outside
the cell occurs by way of a reaction catalysed by the enzyme
carbon anhydrase during the conversion of bicarbonate ions
inside the cell to provide CO; for the photosynthetic reaction,
raising the pH of the culture medium. A second potential mech-
anism would be the increase in pH due to activity of the enzyme
ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase, whose activity is con-
siderably dependent on pH, increasing with increase in pH.
This enzyme is present in the photosynthetic apparatus of the
cyanobacteria, where the H ions are sequestered to the inside
of the tylacoid membrane with a simultaneous transfer of Mg?*
to the environment. These light energy induced fluxes result
in an increase in pH and in the Mg?* concentration, activating
the RubisCO enzyme and resulting in efficient carbon dioxide
fixation.

An analysis of the elements in the Aphanothece microscopica
Ndigeli cells at the end of cultivation showed that 1 g of biomass
could contain between 0.48 and 0.52 g of carbon as a function
of the cultivation conditions used. These values were used to
estimate the carbon fixation rates (Table 3).

Table 4 shows the results for the effects of and the interactions
between the factors of temperature, light intensity and carbon
dioxide concentration, as also the coefficients of the model. An
analysis of this table shows that in the range evaluated, the car-
bon fixation rate was controlled by the factors of light intensity
(L), temperature (Q), interaction between temperature (L) and
carbon dioxide concentration (L), and by the carbon dioxide con-
centration (L), in this order of importance. The other factors and
interactions showed a lower proportion of statistical importance.

Coded matrix of the effects of temperature, light intensity and CO, concentration on the carbon fixation rate

Run Temperature (X1) Light intensity (X2) CO; (X3) Rc (mgL~"h™1)
1 +1 -1 -1 24.80
2 +1 +1 -1 45.78
3 +1 +1 +1 11.84
4 +1 -1 +1 11.36
5 -1 -1 —1 3.45
6 -1 +1 -1 6.30
7 -1 -1 +1 8.88
8 -1 +1 +1 16.30
9 —1.68 0 0 12.78

10 +1.68 0 0 4.61

11 0 +1.68 0 39.07

12 0 —1.68 0 6.15

13 0 0 +1.68 21.01

14 0 0 —1.68 30.44

15 0 0 0 26.20

16 0 0 0 25.96

17 0 0 0 26.04

Please cite this article in press as: E. Jacob-Lopes, et al., Biomass production and carbon dioxide fixation by Aphanothece microscopica Ncigeli
in a bubble column photobioreactor, Biochem. Eng. J. (2008), doi:10.1016/j.bej.2007.11.013




+Model

BEJ-4651; No.of Pages8

6 E. Jacob-Lopes et al. / Biochemical Engineering Journal xxx (2008) xxx—xxx

Table 4
Coefficients of the model estimated by linear regression

Factor Effects Standard error 12) P Coefficients Estimates per interval
—95% +95%
Mean 26.22 0.07 372.47 0.00000 26.22 25.92 26.53
X (L) 6.60 0.06 99.88 0.00010 3.30 3.16 3.44
X1 (Q) —13.39 0.07 —183.95 0.00003 —6.69 —6.85 —6.53
X, (L) 12.75 0.06 192.85 0.00002 6.37 6.23 6.51
X (Q) —3.55 0.07 —48.78 0.00042 —-1.77 —1.93 —1.61
X3 (L) —17.00 0.06 —105.86 0.00008 —3.50 —3.64 —3.35
X3 (Q) —1.34 0.07 —18.52 0.00290 —0.67 —0.83 —-0.51
X1 (L) x X>(L) 2.79 0.08 32.37 0.00095 1.39 1.21 1.58
X1(L) x X3(L) —15.70 0.08 —181.72 0.00003 —17.85 —8.03 —17.66
X>(L) x X3(L) —3.98 0.08 —46.08 0.00047 —-1.99 —-2.17 —1.80

Eq. (3) represents the statistical model for the variable
response carbon fixation rate:

Y =262+3.3X) — 6.7X] +6.4X> — 1.77X3 — 3.5X;
—0.67X3 + 1.4X1 X, — 7.85X1 X3 — 2.0X2 X3 (3)

Contour curves (Fig. 3) show the variation in the carbon fix-
ation rate as a function of the factors studied. Thus an increase
in carbon fixation rate is obtained not only by fixing the light
intensity at the highest level, that is, carrying out the cultivation
under high light intensities, but also by fixing the temperature
in the central region and the carbon dioxide concentration at the
lowest level (reduced proportions of CO; enrichment in the air
entering the photobioreactor).

The carbon fixation rate varied from 3.45 to
4578 mgL~'h~! under the different culture conditions.
These results are higher than those obtained by Kajiwara et al.
[12] when cultivating the cyanobacterium Synechoccus (PCC
7942) in photobioreactors at 30 °C with 8 klux and air enriched
with carbon dioxide at 5%, obtaining maximum carbon fixation
rates to the order of 25mgL~'h~! and Yun et al. [20], who
obtained rates of 23.4mgL~!h~! for the microalga Chlorella
vulgaris (UTEX 259) under conditions of 27 °C, 15% of CO,
and 110 pEm~2s~ 1.

These results reflect the adaptation of the microorganism
under study to the experimental conditions, suggesting the
importance of optimising the photobioreactor operational condi-
tions in order to obtain higher rates of biological carbon fixation.

Different authors have reported the importance of the
environmental conditions on the growth of cyanobacteria.

Parameters such as temperature, light intensity, pH and car-
bon dioxide concentration have been indicated as being of
fundamental importance in the development of these microor-
ganisms [21]. Thus it was shown that cultivation conditions
in the temperature range from 30 to 35°C, with 9-11klux
and 15-25% CO,, favoured cell growth, associated with car-
bon fixation. These results agreed with those of Munoz and
Guieysse [22], who reported that the efficiency of systems using
microalgae normally decreased at low and higher temperatures,
justifying the low cell performance of the cultures incubated at
21.5 and 38.5 °C, when compared to those incubated at 30 °C
under the same conditions of light intensity and CO; con-
centration. According to Grossman et al. [23], the optimum
temperature range for the development of cyanobacteria is from
25to 35°C.

With respect to light intensity, it was shown that the maximum
intensity used was insufficient to promote the phenomenon of
cell photoinhibition, since even at 11 klux high growth rates were
recorded. On the other hand, at 0.96 klux there was a pronounced
reduction in cell growth, suggesting limitation of the energy
required for the sequence of photosynthetic reactions that would
result in carbon fixation under these conditions.

The effect of different carbon dioxide concentrations in the
gases entering the photobioreactor was analysed by Yue and
Chen [14], who found photosynthetic activity for concentra-
tions of up to 70% (v/v) enrichment of the air with CO;,
which is usually the main source of carbon in photosynthetic
cultures of cyanobacteria. According to Cuaresma et al. [24],
the way in which cyanobacteria adapt themselves to use CO»
as the carbon source is related to the carbon concentration
mechanisms (CCM). The photosynthetic mechanism developed

Table 5

Analysis of variance (ANOVA) for the quadratic model

Source of variation Sum of squares Degrees of freedom Mean squared Falculated
Regression 1938.8 9 215.42 2.83¢%
Residues 532.66 7 76.09

Lack of fit 532.63 5 106.52

Pure error 0.03 2 0.015

Total 2741.44 16

2 Statistical significance (p <0.1).
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2,0 Table 6
Kinetic parameters for process optimization
1,5
Kinetic variable Value?
1,0
z Hmax (K71 0.04
w
5 0.5 tg (h) 17.3
E o0 flog (h) 120
£ Xm (mgL~h) 5100
3 -05 Rc (mgL~'h~1) 109.2
1,0 2 Mean of three replicates are shown.
-1,5
= _ ‘ mx 3.2. Process optimisation
"20 15 -10 05 00 05 10 15 2048
20 Temperature As from the statistical model and an analysis of the contour
' diagrams, which suggested a displacement of the operational
conditions to the region of high light intensities (11 klux), main-
taining the conditions of temperature at 35 °C and injection of
s air enriched with 15% CO», cultures were carried out under
® these conditions in order to optimise the fixation of carbon by
H the cyanobacterium Aphanothece microscopica Ndgeli. Table 6
[g’ shows the kinetic parameters obtained for the process under
) these conditions. A significant increase in the kinetic variables
O . ..
O of growth and carbon fixation was observed, obtaining car-
bon fixation rates 58.1% higher than those obtained under the
) N best conditions initially evaluated (9 klux, 35 °C, 15% of CO,),
20 415 10 05 00 05 10 15 20 E% showing the importance of the factors studied and the adjustment
58 Temperature —c of the methodology used.
1,5 “ .
4. Conclusions
1,0
é 0,5 The carbon dioxide concentration, temperature and light
% 00 intensity are determinant factors in the carbon fixation
8 - process by the cyanobacterium Aphanothece microscopica
= .
g 05 Ndigeli.
S 1o Under operational conditions of 11 klux, 35 °C and 15% CO»,
i the microorganism performed better, obtained maximum spe-
2 E§§ cific growth rates and carbon fixation rates of 0.04h™! and
i SN =25 —11—1 :
2,0_2,0 5 10 05 00 05 10 15 2082 109.2mgL™" h™", respectively. .
= Response surface methodology was adequate to determine

Light intensity

Fig. 3. Contour curves for the variable carbon fixation rate.

by these organisms allowed for the transport of free CO»
and of bicarbonate ions through a fine plasmatic membrane,
being accumulated in the cell as a carbon reservoir, making it
possible to assimilate inorganic carbon in the form of bicar-
bonate or free carbon dioxide. With respect to cell growth
and carbon fixation rate, the best results were obtained with
air enriched with 15% CO,, reduced efficiency of the pho-
tobioreactor being observed with flow rates below or above
0.45 Lcop min~ L,

The model was validated from the F distribution (Table 5),
which suggested the existence of a quadratic relationship
between the variables, indicating that the proposed model fitted
the experimental data. The statistical model obtained explained
a maximum of 99.99% of the variation.

the effects of the factors and optimise the process.

Thus the results obtained in the present study suggest the
potential of applying this type of process to obtain carbon cred-
its. Nevertheless one must remember that the definition of the
ideal process conditions only helps in terms of the magnitude of
the variables involved in the system, with the objective of apply-
ing the process under complex real conditions. In addition, the
carbon fixed in the biomass only represents a fraction of the total
carbon dioxide transformed by the system.
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