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(57) Resumo: PROCESSO HIBRIDO EM BATELADA CONTINUA
PARA PRODUGAO DE OLEO E OUTROS PRODUTOS UTEIS DE
MICROBIOS FOTOSSINTETICOS, A presente invengédo refere-se a
um processo para cultivo de micrébios fotossintéticos compreendendo
Sistemas Fechados para cultivo continuo e Sistemas Abertos para
cultivo em batelada, em que (a) a Area do Sistema Fechado nédo ocupa
mais do que 20% da Area de Terra Total da facilidade de cultivo; (b)
culturas em batelada nos Sistemas Abertos sdo iniciadas com um
inéculo dos Sistemas Fechados contendo uma biomassa celular de
nao menos do que 5% da capacidade de transporte do referido
Sistema Aberto; (c) a taxa de duplicagdo do referido micrébio
fotossintético ndo é menor que uma vez a cada 16 horas; e (d) o
tempo de residéncia da cultura em batelada no referido sistema aberto
né@o € maior do que um periode de 5 dias.
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Relatério Descritivo da Patente de Invenc¢éo para "PROCESSO
HIBRIDO DE BATELADA CONTINUO PARA PRODUGAO DE OLEO E
OUTROS PRODUTOS UTEIS DE MICROBIOS FOTOSSINTETICOS".

Campo Técnico -
A presente invencdo refere-se a um processo para produzir

6leos e outros produtos Uteis de micrébios fotossintéticos. O processo prefe-

rivelmente utiliza fontes de ponto grande de diéxido de carbono causadas
por praticas de extragéo industrial ou de recursos, tais como gas de chaminé
de usinas de poder de queima de combustivel de fossil (carvao, éleo e gas),
desse modo reduzindo suas emissOes de didxido de carbono.
O processo produz, produtos uteis, incluindo combustivel renovavel - 6leos
de planta que podem ser diretamente transformados em combustivel de
transporte de liquido tais como biodiesel.

O processo € potencialmente muito significante — tanto para re-
duzir as emissdes globais de diéxido de carbono, quanto para produzir.bar-
gas de alimentagdo de biomassa como um material de partida para fabricar
combustiveis e outros produtos Uteis que sdo atualmente fabricados primari-
amente de geopetréleo. Primeiro, as usinas de poder de queima de combus-
tivel dé fossil, sdo atualmente responsaveis por cerca de um Hte,rge{) das emis-
sdes do mundo de diéxido de carbono — um assim chamado "'gés de estufa"
que os cientistas acreditam seja primariamente responsavel por queima glo-
bal. As fontes de ponto maior de produto de excre¢do de dioxido de carbono
incluem (i) gases de chaminé de uma variedade de praticas industriais tais

como a produgdo de produtos quimicos e refino de 6leo e gas, e (ii) emis-

sdes colaterais criadas pela extragdo geological de dleo e gas natural. Em

segundo lugar, o processo descrito aqui emprega plantas microscopicas pa-
ra diretamente usar o verdadeiro produto de excregao de dioxido de carbono
criado por queima de combustiveis para criar ainda mais combustivel, ou
para usar o produto de excre¢do de diéxido de carbono criado por produgao
quimica para criar ainda mais produtos quimicos. Mais importantemente, o
uso de plantas microscépicas neste processo torna possivel usar gases de

chaminé antes eles serem emitidos na atmosfera — um feito que nao pode
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ser realizado plantas terrestres — e desse modo reduz as emissdes atmosfe-
ricas.

Uma das principais razdes pelas quais os microbios fotossintéti-
cos sdo superiores as plantas terrestres como uma fonte de carga de ali-
mentacdo para biocombustiveis e produtos quimicos com base bioldgica é
que eles sdo aproximadamente 10 vezes mais produtivos, por area unitaria.
A baixa produtividade de plantas terrestres € um maior engarrafamento na
produgdo de biocombustiveis, por que o material de carga de alimentagao
deve ser transportado para bioprocessar plantas para tais grandes disténéias
que a quantidade de combustivel consumido por transporte sozinho pode
faciimente exceder a quantidade de biocombustivel produzida, desse modo
limitando o tamanho economicamente pratico da usina de bioprocessamen-
to. Usando micrébios fotossintéticos, que sdo cerca de 10 vezes mais produ-
tivos, usinas de bioprocessamento podem ter capacidade de cerca de 10
vezes maior por que o custo e consumo de combustivel de transporte da
carga de élimentagéo da biomassa (os micrébios) é reduzido.

Os gases de chaminé de usina de forga tipicamente contém na
faixa de 5% a 15% de diéxido de carbono, dependendo de se eles estao
queimando 6leo ou carvdo, respectivamente. Excregbes de gas de chaminé
de processos de produgdo industrial contém comparavelmente grandes
quantidades de diéxido de carbono, e as correntes de excregao geradas du-
rante a extragdo de recurso podem consistir em dioxido de carbono C|uase
puro. Todas as usinas empregam didxido de carbono e plantas microscopi-

cas vivas em um meio aquatico, e podem resistir — realmente freqientemen-

te requerem — concentragdes de dioxido de carbono de 5% ou mais. As plan-

tas terrestres, por outro lado, vivem em um meio gasoso (a atmosfera da
Terra), que atualmente tem uma concentragdo de didxido de carbono de
cerca de 0,035%, e ndo podem resistir a concentracoes cem vezes maiores
encontradas em gases de chaminé. )
Especificamente, esta inv'engéo refere-se a um processo de cul-
tivo de dois estagios, o "processo hibrido de batelada continuo®, onde as

culturas aquosas de micrébios fotossintéticos (organismos de célula unica,
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incluindo bactérias, cianobactérias, e algas) sdo mantidas em um estado de
crescimento exponencial continuo sob condigdes suficientes de nutriente em
um fotobiorreator fechado, do qual uma fragao é periodicamente removida
para inocular uma cultura de batelada em um sistema de cultivd aberto onde

as condicdes iniciais de intensidade de luz elevada e concentragbes de nu-

triente elevadas favorecem o crescimento exponencial continuado durante

um breve periodo, porém onde os nutrientes sdo rapidamente exauridos e a
luz torna-se o fator limitante devido a proliferacao de células — condigdes que
favorecem a biossintese de 6leo, resultando em teor de 6leo celular mais
elevado. "Nutrientes”, como aqui definido, sdo compreendidos dos assim
chamados "Macronutrientes", que sdo compostos de nitrogénio e fosforo que
sdo geralmente supridos em grandes quantidades e séo o principal alimento
para o crescimento, e os "Micronutrientes", que incluem vitaminas e compos-
tos contendo metais de tragco como ferro ou magnésio que sdo geralmente
supridos em quantidades muito pequenas. Em geral, o processo hibrido de
batelada continua produz produtividade dq 6leo maior do que pode ser obti-
do por um processo de estagio unico, ou continuo ou em batelada. Adicio-
nalmente, a invengao fornece uma metodologia para o uso seguro de siste-
mas de cultivo aberto, que requerem muito menos habilidade e experiéncia
para operar do que os sistemas fechados, porém que tém provado ser de
outro modo nao confidvel para cultivo em larga escala.

Os micrébios fotossintéticos sdo plantas de uma unica célula
que, como suas contrapartes terrestres multicelulares (células diferenciadas
que sdo incapazes de sobreviver independentemente), produzem biomassa
que pode ser convertida em combustiveis e outros produtos Uteis que séo
atualmente derivados quase que exclusivamente de combustiveis de fosseis
ndo-renovaveis. Realmente, os antepassados fossilizados destes micrébios
fotossintéticos sdo a fonte dominante de reservas geoldgicas atualmente de
carvio, 6leo e gas. A biomassa de micrdbios fotossintéticos atuais represen-
ta uma carga de alimentagao renovavel para uma variedade de prddutos que
incluem, porém ndo estdo limitados a dleos, lubrificantes, plasticos, petro-

quimicas, e combustiveis. Os micrébios fotossintéticos sdo potencialmente -
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uma fonte muito melhor destes produtos do que as plantas terrestres, por

que eles tém maior eficiéncia fotossintética, desenvolvem cerca de dez ve-
zes mais réapido, e desse modo produzem mais biomassa por area unitaria.

O teor de 6leo de micrébios fotossintéticos é geralmente maior sob condi-
cbes que favorecem baixas taxas de crescimento. Condi¢oes que favorecem

 altas taxas de crescimento e o maior teor de 6leo sdo mutuamente exclusi-

vas. Qualquer processo que produza tanto altas taxas de crescimento quan- -
to alto teor de éleo no menor tempo claramente produziria a maior taxa total
de producéo de dleo. Entretanto, as condi¢gdes que favorecem altas taxas‘ de
crescimento geralmente favorecem o maior teor de proteina. "

Técnica Antecedente
Milhares de espécies de micrébios fotossintéticos séo rotineira-

mente cultivados em escala relativamente pequena no laboratério, em vasos

de cultura que variam de diversos mililitros até algumas centenas de litros

em capacidade. Entretanto, tentativas de ‘cultivar em escalas maiores, ge-

ralmente necessarias para produgao comercial, tém se revelado bem-
sucedidas para menos do que 10 espécies — a despeito de um esforgo mun-

dial que durou metade de um século e consumiu bilhoes de dolares.

Existem dois tipos basicos de vasos de cultura que foram em-
pregados no esforgo de cultivar micrébios fotossintéticos em escala comer-
cial: (1) Fotobiorreatores (Sistemas Fechados), e (2) Sistemas Abertos.

(1) Os Sistemas Fechados sado caracterizados pri’mari_amente. pela provisao
de métodds de controlar o acesso a atmosfera. A permuta de gas com a at-
mosfera é deixada ocorrer sob condicdes controlaveis. Dioéxido de carbono
entra no vaso de cultura como um combustivel para crescimento, e oxigénio,
o produto de excreg¢do gasoso de fotossintese é deixado escapar do vaso de
cultura. ( O carbono é assimilado em biomassa de planta, e o "dioxido" - oxi-
génio - é expelido.) Entretanto, a permuta de gés ocorre através de meca-
nismos de filtragem que s&o designados para proibir a entrada no vaso de
cultura de quaisquer espécies de micrébio fotossintético exceto aquele que

esta sendo preferencialmente cultivado aqui.
~ Sistemas Fechados sdo usualmente também designados para
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permitir o controle de outras condi¢des ambientais. A provisao para o contro-
le de variaveis ambientais tais como temperatura, pH, condigdes nutrientes,
e luz torna possivel otimizar as condi¢des de crescimento para diferentes
espécies de plantas microbianas, que, como as plantas terrestrés, tém prefe-
réncias distintas para combinagdes unicas de tais variaveis.

Para um determinado grupo de condi¢des ambientais, todas as
espécies de microbios fotossintéticos desenvolvem-se em sua taxa maxima
dentro de uma faixa estreita de concentragdes celulares. Consequentemen-
te, alguns Sistemas Fechados sdo designados para operar como "turbidos-
tats", onde a propriedade ética de turvagdo (opacidade), que € uma funcao
da concentragéo celular, € monitorada por meio de sensores programaveis
que medem a densidade 6tica do meio. O operador pode especificar uma
faixa desejada de concentragéo celular aceitavel, entre um baixo valor e um
alto valor. O baixo valor corresponde .diretamente a uma baixa densidade
dtica especifica (o "baixo ponto de fixag&o"), e o alto valor a uma alta densi-
dade 6tica especifica (o "ponto de fixagdo elevado"). O sensor de densidade
otica é entdo programado consequentemente. Quando a densidade Gtica
atinge um valor que excede o ponto de fixacdo superior designado, o turbi-
dostat ativa um mecanismo de controle que prové a remogao (coleta) de
uma fragéo da cultura e a substitui com meio nutriente livre de célula, desse
modo diluindo a concentragdo celular para produzir um valor de densidade
dtica que compartilha o ponto de fixagdo menor designado. As células entao
se desenvolverdo, aumentando em concentragdo até a densidade 6tica atin-
gir um valor que mais uma vez excede o ponto de fixagéo superior, tempo no -
qual o ciclo repete-se.

Preferivelmente, um vaso de cultura de Sistema Fechado &
construido primariamente de material transparente, tal como vidro ou plasti-
co, que permite a transmisséo de radiagéo fotossinteticamente ativa (luz vi-
sivel), porém que de outro modo separa o meio de cultura da atmosfera. Os
vasos de cultura podem tomar muitas formas diferentes, poréem eles todos
compartilham em comum uma dimens&o espacial qUe limita seu desempe-
nho, e que sua profundidade relativa a intensidade de luz incidente. Esta
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caracteristica surge de uma propriedade béasica de fotossintese, a saber,
aquela taxa fotossintética é limitada pela intensidade da luz. Desse modo,
em qualquer determinada intensidade de luz, a taxa de fotossintese de uma
cultura celular é maximizada como uma fungdo da area iluminada, isto é, a
area do meio de cultura que é exposta a luz (ndo necessariamente a Area de
Superficie, que pode incluir areas do vaso de cultura que ndo s&o expostas a
luz). Considerar dois vasos de cultura, tanto ao ar livre quanto expostos a luz
do sol. Um é no formato de um tanque retangular com lados e base solidos,
e o segundo & no formato de um cilindro transparente, colocado horizontal-
mente sobre o topo do chdo. Para um tanque retangular a Area de Superfi-
cie inclui o topo, a base, e os lados do tanque, porém apenas a area de topo
do meio de cultura é exposta a luz do sol. Para um tal tanque ao ar livre, en-
td0, a Area lluminada é igual a menos do que a metade da Area de Superfi-
cie. Por comparacgao, para o cilindro transparente, a Area de Superficie é a
superficie inteira do cilindro e, ndo importa qual o tempo do dia, metade da
Area de Superficie ser4 sempre diretamente iluminada pela luz do sol. Des-
se modo, para o cilindro, a Area lluminada é igual & metade da Area de Su-
perficie.

Um segundo fator afetando a ligag&o entre a fotossintese € a luz
é a concentragdo celular no meio de cultura. Quanto maior a concentragao
celular dentro de um meio, menor a profundidade na qual a luz pode pene-
trar, por que a penetragdo de luz diminui aproximada e exponencialmente
como uma fungdo de concentragdo celular. Em outras palavras, se a con-
centra¢do celular diminuir em uma taxa constante, a luz desaparece cada
vez mais rapido. Em alguma profundidade em uma cultura celular, entdo, a
luz realmente diminuira para zero.

Como um assunto pratico, a profundidade de cultura ideal para
os microbios fotossintéticos expostos a luz do sol abundante é geralmente
na faiXa de.10 a 20 centimetros. Nenhuma vantagem pode ser obtida forne-
cendo maior profundidade da cultura, por que a concentracdo de células por
Area lluminada permanecera a mesma, e as células mais profundas n&o re-
ceberdo luz suficiente. A profundidade ideal, entdo, coloca um limite sobre a
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capacidade de operagdo normal de qualquer sistema de cultura, indepen-
dente de sua Area lluminada. Este fenémeno é um aspecto criticamente im-
portante no planejamento de sistemas de cultivo. Volumes maiores reque-

rem mais materiais, em custo maior, porem em algum ponto 0 aumento em

volume nao fornece nenhum aumento em produtividade por Area lluminada

unitaria.

Culturas de microbios fotossintéticos geralmente requerem agi-
tacao ou mistura é fim de manter uma distribuicdo homogénea de celulas no
meio. A tendéncia natural de microbios fotossintéticos em agua de destilaria
é formar agfegagﬁes densas, nas quais as propriedades do meio sdo altera-
das em detrimento >da cultura. Em uma microescala, na agregacao, a dispo-
nibilidade de luz e a concentracao de nutrientesé gases torna-se muito dife-
rente do restante do meio em que o crescimento é limitado. Algumas espé-
cies tém apéndices conhecidos como cilios ou flagelos que as permite na-
dar; tais espécies moéveis ("em movimento") ativamente formam agregacoes.
A maioria das espécies ndo-mdveis é mais pesada do que a agua e afunda-
ra, formando uma agrega¢do passiva na base. Para pfevenir tais agrega-
¢bes, Sistemas Fechados devem fornecer um método para criar turbuléncia
usando dispositivos tais como pontes aéreas ou bombas.

(2) Sistemas Abertos diferem de Sistemas Fechados em um as-
pecto critico, a saber que eles sdo abertos para a atmosfera. Este aspecto &
vantajoso tanto para construgdo quanto para operagdo, de diversas manei-
ras. Primeiro, por que a Area lluminada de um Sistema Aberto é exposta

“diretamente a luz do sol, ndo existe nenhuma exigéncia para uso de um ma-

terial transparente para construir o0 vaso de cultura; isto fornece ampla latitu-
de na escolha de materiais. Segundo, por que nenhum material € ussado
para cobrir a Area lluminada do Sistema Aberto, a quantidade e custo de
material é reduzida em cerca da metade. Terceiro, Sistemas Abertos sao
geralmente mais faceis de limpar do que os Si.stemas Fechados. Em tempo

prolongado a superficie interna de qualquer vaso de cultura tendera a acu-

“mular uma pelicula de crescimento microbiano. Em um Sistema Fechado o

acumulo de uma tal pelicula sobre a Area lluminada absorvera luz; o conse-
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qlente decréscimo em intensidade de luz causa um decréscimo em produti-
vidade. Tanto nos Sistemas Abertos quanto nos Sistemas Fechados a su-
perficie do vaso de cultura pode acumular peliculas microbianas de espécies
indesejaveis que podem ser prejudiciais ao crescimento e produgao das es-
pécies desejadas. Em qualquer dos casos, a superficie do vaso de cultura
requererd limpeza ocasionalmente. Como uma matéria pratica, os Sistemas
Abertos permitem um escolha mais ampla de metodologias de limpeza. Por
exemplo, pessoas e grandes tipos de equipamento de limpeza mecanicos
tais como mangueiras, lavadoras de presséo, e escovas que nao podem en-
trar no espago confinado de um Sistema Fechado podem faciimente entrar
em um Sistema Aberto.

A principal desvantagem de um Sistema Aberto é que, sendo
aberto para a atmosfera, ele é suscetivel a contaminagdo por espécies inde-
sejadas. Alguém pode comegar a operagéo de uma cultura de Sistema Aber-
to com apenas uma espécie desejada de micrébio fotossintético. Entretanto,
espécies indesejadas inevitavelmente serdo introduzidas, seja por transporte
atmosférico ou outros métodos. Quaisquer espécies indesejadas que desen-
volvem-se mais rapido do que as espécies desejadas nas mesmas condi-
¢cbes ambientais autocompetirdo, em tempo prolongado, com as espécies
desejadas e finalmente dominaréo a cultura.

Em resumo, Sistemas Fechados s&o designados especificamen-
te para proibir a contaminagao por espéCies indesejadas, com a expectativa
de que o cultivo continuo de uma espécie desejada pode ser possivel duran-
te um periodo muito maior do que seria possivel em um Sistema Aberto. En-
tretanto, Sistemas Fechados sdo mais complicados para construir e operar.
Os Sistemas Abertos fornecem uma escolha mais ampla de materiais para a
construgdo, e também fornecem uma escolha mais ampla de metodologias
de limpeza. Sistemas Fechados requerem praticas de operagao adicionais,
tais como 0. uso de técnica estéril durante transferéncias de fluido, que re-
querem maior tempo e pericia por parte do operador.

Diferencas tedricas entre os Sistemas Fechado e Sistemas A-

bertos tém surgido na pratica. inrimeiro micrébio fotossintético foi isolado
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da natureza e o desenvolvimento em cultura pura um pouco mais do que
uma centena de anos atras, porem nao foi até os idos de 1930 que volumes
suficientemente grandes de uma Unica espécie pode ser cultivada para per-
mitir analise quimica. Pelos anos de 1940 varias espécies forarh desenvolvi-
das em CUIturas- de laboratdrio de cerca de 25 litros, e descobriu-se que, al-
terando as condigdes ambientais da cultura, o teor de 6leo ou de proteina de
algumas espécies pode ser feito exceder 60% da massa celular total.

As primeiras tentativas em cultura de larga escala comegaram
nos anos de 1950, estimuladas por interesse difundido em microbios fotos-
sintéticosv como uma fonte de proteina econdmica para alimentos e alimen-
tacoes animais. Os primeiros Sistemas Abertos, construidos na Alémanha,
tomaram a forma de canais adutores recirculanfes, alongados, rasos, com
fluxo fornecido por um dispositivo de roda propulsora. Programas nacional-
mente consolidados desenvolveram-se rapidamente em todo o mundo, todos
seguindo o projeto de "tanque aberto" alem&o. Os primeiros tanques abertos
tivéra_m capacidades de exatamehte alguns milhares de litros. Nos ultimos
anos de 1950, capacidades de quase 100.000 litros foram atingidas e, pelos
ultimos anos sessenta, quase 1.000.000 litros. Tal aumento na capacidade
trouxe economias de escala.

Centenas de espécies foram testadas no laboratério, e tentativas
foram feitas para cultivar os melhores produtores de proteina em lagoas a--
bertas durante os anos sessenta e setenta. Somente algumas espécies pro-
varam ser trataveis pelo cultivo prolongado. Estas poucas espécies, tal como
Spirulina platensis e Dunaliella salina, continuaram para se tornar a base de
producgdo comercial, efetuada em sistemas de lagoa abertos que cobre cen-
tenas de acres. As espécies comerciais bem sucedidas provaram ser “ex-
tremofilos”, que prosperam em condiges de pH ou salinidade extraordinari-
amente elevado. A maior parte das espécies prefere condigdes que prevale-
cem em natura, onde numerosas espécies proéperafn simultaneamente. Du-
rante duas décadas, todas as tentativas para cultivar culturas dé espécies
unicas de ndo extremofilos em lagoas abertas falharam apés menos do que

alguns meses porque elas foram contaminadas por outras espécies que pro-
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liferaram sob as mesmas condi¢gdes ambientais.

Interesse renovado em cultivo de grande escala foi estimulado
nos anos oitenta e noventa pelo prospecto de produzir biocombustiveis re-
novaveis empregando 6leos de micrdbios fotossintéticos tal como uma carga
de alimentagéo. Durante este periodo, as agéncias de governo dos Estados
Unidos e Japéo, por exemplo, investiram aproximadamente $150 milhGes
em um tal esfor¢o. Tais programas compartilharam dois objetivos: primeiro,
coletar e identificar espécies de micrébios fotossintéticos que produzem con-
centracbes elevadas de déleo e entdo determinar as condigdes ambieniais
sob as quais eles fazem isso; e, segundo, designar e demonstrar a operagao
de sistemas de cultivo de grande escala para a produgdo de cargas de ali-
mentacao de biocombustivel empregando espécies que tenham sido desen-
volvidas no laboratério. Ambos os programas tiveram sucesso no primeiro
objetivo, porém falharam no segundo.

Os estudos de laboratério quantificaram resultados mais preco-
ces. As coletas de cultura de centenas de espécies foram reunidas. Pesqui-

sa em numerosas cepas demonstra que, em geral, a suficiéncia de nitrogé-

‘nio (nitrogénio é necessario para sintese de proteina) promoveu taxas de

crescimento elevadas e baixo teor de 6leo, considerando que a deficiéncia
de nitrogénio resultou em baixas taxas de crescimento e teor de éleo eleva-
do. Para algumas espécies, foi também notado que a tens&o, causada por
fatores tal como intensidade elevada de luz ou temperaturas muito altas, po-
de induzir espécies a trocar de sintese de proteina para sintese de 6leo. As
espécies capazes de produgdo de dleo ideal — quanto maior o teor de 6leo
mais elevada a taxa de crescimento — foram selecionadas para experiéncias
de producgao de grande escala. }

A producéo de grande escala foi de novo tentada no final dos
anos oitenta e comego dos anos noventa empregando sistemas de lagoa
abertos. Os.resultados operacionais foram similares aqueles obtidos durante
as trés décadas prévias. As espécies produtoras de 6leo promissoras foram
selecionadas das coletas, e as culturas foram inoculadas nas lagoas. Entre-

tanto, como na experiéncia anterior, as culturas de espécies Unicas ndo pu-
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deram ser mantidas durante mais do que algumas semanas ou meses.
O relatério final do programa dos Estados Unidos referiu-se a este fenémeno
como uma "incerteza com a natureza de controle de espécies obtido".

Nos anos noventa os estados de cultivo de grandé escala néao
progrediram além do ponto alcangado nos anos sessenta. Trés tipos de mi-
croalgas - Spirulina, Dunaliella e Chlorella — foram cultivadas em instalagoes
empregando sistemas de lagoa abertos cobrindo mais de 100 acres. As
classificacdes de outras espécies foram tentadas mundialmente, porém to-
das as tentativas falharam. Os programas de biocombustiveis, em particular,
foram incapazes de cultivar qualquer espécie desejada a qualquer escala
fora do laboratério. Além disso, os programas de biocombustiveis focaram
em tentativas para demonstrar as possiveis taxas de produgao de biomassa
mais altas sob suficiéncia de nutriente, condigdes que s@o conhecidas de
estudos de laboratério para favorecer o baixo teor de éleo. Nenhuma tentati-
va foi feita em grande escala para maximizar a produgéo de dleo.

_ A tecnologia de Sistema Fechado de Grande Escala comegou a
receber atengdo significante no comego dos anos noventa, uma vez que fi-
cou evidente que as culturas da maior parte das espécies expostas a atmos-
fera nao foram trataveis. Naquele momento, os maiores Sistemas Fechados
que foram algumas vezes empregados foram n&o mais do que alguns mil
litros em capacidade. Os avangos na Ultima década tiveram sucesso na ca-
pacidade de reator crescente por um fator de cerca de 10, a cerca de 30.000
litros. Porém isto ndo estd em nenhuma parte proximo da taxa de aumento
alcancada para capacidade de Sistema Aberto que, também durante uma
década (nos anos cinqienta a sessenta), aumentou por um fator de 1.000.

O limite superior da capacidade de Sistema Fechado €, em
grande parte, uma consequéncia direta das exigéncias de designio ineren-
tes. Todos os designios do Sistema Fechado basicos em uso hoje foram
desenvolvidos primeiro nos anos cinqlenta, e podem ser categorizados co-
mo segue: (1) bolsas verticais, tubos, ou torres; (2) reatores de placa plana;
e (3) tubos horizontais. Os sistemas verticais sdo constrangidos através de

limitagbes de altura. Mesmo quando exposto a luz solar completa, a maior
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parte das culturas alcanca tais densidades de célula elevadas, cuja luz é
quase completamente absorvida a uma distancia de mais do que 15 a 20 cm
da Area lluminada. Este constrangimento limita o didmetro do recipiente de
cultura a ndo mais do que 30 ou 40 cm. Para alcangar uma capacidade de
mais do que 10.000 litros, por exemplo, um sistema vertical de 40 cm de di-
ametro teria que ter mais de 80 metros (260 pés) de altura. Tais dimensodes
apresentam desafios claros em engenharia estrutural que, até mesmo se
realizavel, se tornam crescentemente complexos quanto maior o volume do
sistema. Uma das solugbes ébvias foi introduzir um sistema de ilumina¢éo
dentro do reator, poréem experiéncias tém mostrado que isto apresenta ou-
tros problemas, dos quais a bio-sujeira pode ser o maior. Durante um tempo
relativamente curto, a superficie da fonte de luz tende ser coberta com uma
pelicula microbiana, nitidamente reduzindo intensidade de luz e desse modo
derrotando o propésito da fonte de luz. Para remover a cultura, limpar o reci-
piente é uma opg¢ao, porém dificiimente desejavel se o objetivo é operagdo
continua. Outra opgao antiésujeira comum, tornando a superficie da fonte de
luz Téxica aos microbios, é claramente indesejavel. Em geral, o uso de ilu-
minagao interna torna o sistema mais complexo.

Os sistemas horizontais tal como reatores de placa plana e tu-
bos horizontais eliminam a necessidade pela construgéo estrutural requerida
de sistemas verticais. Empregando a superficie da terra para suporte estru-
tural, a capacidade potencial de tais sistemas poderia parecer ilimitada. En-
tretanto, a capacidade de sistemas horizontais é geralmente limitada pela
exigéncia de fluxo turbulento, quer empregado para manter mistura adequa-
da ou carregar e esvaziar o recipiente de cultura.

O fluxo turbulento em um tubo ou um canal é descrito pelo nu-
mero de Reynolds, definido como a velocidade do fluido multiplicada pelo
"comprimento caracteristico" do tubo ou canal, e dividido pela viscosidade do
fluido. O numero de Reynolds ndo tem qualquer unidade, como polegadas
ou libras, e é entao "sem dimensdo", tipo "um meio" ou “dois tergos".
O comprimento caracteristico de um tubo carregado de fluido é seu didme-

tro; o comprimento caracteristico de um canal largo é sua profundidade. Pa-
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ra um fluido de viscosidade constante, o fluxo se tornara crescentemente
turbulento quando a velocidade do fluxo aumenta. A turbuléncia também
aumenta em propor¢cdo ao comprimento caracteristico; isto acontece porque
as superficies de canal e tubo sdo "pegajosas”. As superficies causam fric-

~ ¢do que reduz a velocidade do fluxo; a taxa de fluxo é quase zero préximo a

superficie, e aumenta com a distancia longe da superficie. Desse modo, em
um tubo ou canal com comprimento caracteristico pequeno, a friccéo de su-
perficie tera um grande efeito no fluxo médio. Em contraste, em um tubo ou
canal com comprimento caracteristico grande, a friccdo de superficie tera
pequeno efeito sobre o fluxo médio, e a turbuléncia sera maior. '

A friccao de superfiéie também faz sentido em de distancia. Ima-
gine um tubo -muito longo pelo qual a 4gua é impelida por uma bomba. Na
origem, proxima a bomba, o fluxo é turbulento. Quanto mais o fluido se move
para baixo do tubo, mais a superficie fica exposta a e, quanto mais a superfi-
cie é exposta a, mais seu fluxo é reduzido por ficgao. Em algum ponto da ori-
gem,_ a friccdo acumulada removeu tanta energia do fluxo de fluido que deixa
de ser turbulento. Isto acontece quando, o numero de Reynolds cai para abai-
xo de um valor de cerca de 2000, e entéo o fluxo.é referido ser “laminar". -

O fluxo laminar ndo é desejavel em culturas de célula porque em
tais condicdes as células tém uma tendéncia a se agregar, ou afundando ou
nadando. O fluxo turbulento previne tais agregacdes. Por exemplo, imagine
como particulas de areia afundariam rapidamente para o fundo em uma la-
goa imével, porém nao faria assim em uma onda de rompimento grande ou
uma movendo-se rapidamente. |

~ Em resumo, entéo, o fluxo turbulento é mantido evitando-se ve-
locidades de fluido muito baixas, comprimentos.caracteristicos muito peque-
nos, e canais muito longos. O comprimento caracteristico para Sistemas Fe-
chados horizontais tal como reatores de placa plana_ ou tubos horizontais é a
profundidade da cultura, que, como explicado previamente, tem um limite
superior pratico de cerca de 20 cm. Alguém pode criar fluxo turbulento em
um reator de placa plana ou um tubo horizontal com qualguer numero de

dispositivos tal como bombas ou suspensdes pneumaticas. Entretanto, com
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distancia crescente da origem do fluxo, a energia turbulenta é perdida pela

fricgdo tal que, a alguma distancia finita o fluxo se torne laminar. Em condi-

coes de fluxo laminar as células da maior parte dos micrébios fotossintéticos
afundardo para o fundo do reator. Isto é indesejavel por muitas razée_s, a
mais importante das quais é que a colheita das células se torna problemati-
ca. Uma solugéo é fornecer ehergia mais turbulenta a fonte, porém isto é
aceitavel somente para um limite superior onde o cisalhamento mecénico
danifica as proprias celas. Ainda outra solugcdo é fornecer bombas mdltiplas,
por exemplo, ao longo do reator, porém esta abordagem introduz complexi-
dades adicionais de ambos construgédo e operagao. |

Como um fato da pratica, os Sistemas Fechados verticais sao
limitados a uma cavpacidade de menos do que cerca de 1.000 litros, e os Sis-
temas Fechados horizontais parecem ser limitados a capacidades de menos
do que cerca de 50.000 litros. Com a finalidade de cultivo em grande escala
de micrébios fotossintéticos, os Sistemas Fechados sdo muito mais caros e
complexos para construir e operar do que os Sistemas Abertos. Isto é por-
que cada sistema independente requer sua propria infra-estrutura indepen-
dente: um conjuntd de dispositivos ou mecanismos para fornecer mistura
turbulenta, introducdo e remogdo de meio, € monitoramento e controle de
variaveis tal como pH e temperatura. Para cobrir uma determinada area de
terra com Sistemas Fechados requer pelo menos 10 vezes mais infra-
estrutura do que cobrindo a mesma area de terra com Sistemas abertos,
tornando o cultivo de sistema Fechado muito mais complicado.

Na prética, todo sistema de cultivo para microbios fotossintéticos
envolve um acoplamento de Sistemas abertos e Sistemas Fechados em al-
guma escala. Todos os sistemas de cultivo, independente da escala, depen-
dem no final das contas de seu indculo original de células em coletas de cul-
tura habitualmente mantidas ao redor do mundo. Todas as coletas de cultura
exclusivamente mantém suas culturas de célula em pratos Petri, tubos de
teéte, ou frascos esterilizados — todos dos quais sao, estritamente falando,
Sistemas Fechados. Até mesmo os sistemas de produgdo em grande escala
que podem ser considerados consistir "puramente" em Sistemas abertos tém
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que depender definitivamente de um Sistema Fechado para fornecer o in6-
culo original.

O principal enigma técnico para a produgdo de micrébios fotos-
sintéticos é que a tecnologia de Sistema aberto avangou para:uma grande
escala q'ue ¢ econdmica e relativamente facil de operar, porém .néo pode
fornecer produgédo sustentavel de micrébios desejados. Ao contrario, os Sis-
temas Fechados fornecem producdo sustentavel de microbios desejados,
porém até mesmo em sua grande escala, eles séo dispendiosos e complica-
dos de operar. »

Desse modo, ha uma necessidade para um método de produgao
que fornece producao sustentavel reduzindo-se o potencial para contamina-
¢do e ainda ndo substancialmente aumenta a complexidade ou custo de
construgao ou operagao.

E entdo um objetivo desta invengdo fornecer um método eficaz
para producdo sustentavel de micrébios fotossintéticos em grandes escalas
0 qual possa ser facilmente construido e ndo aumente a complexidade ou
custo de constru¢ao ou operagao. |

E ainda um outro objetivo desta invengdo fornecer um método
de produgdo que seja especialmente adequado para otimizar a produgéo de
6leos e outros produtos Uteis de micrébios fotossintéticos. Os dleos e outros
produtos Uteis podem ser entdo extraidos e purificados da biomassa agre-
gada por meio de uma variedade de métodos quimicos.

Sumario da Invencao

Estes e outros objetivos séo alcangados por uma metodologia de
produgédo continua-batelada de dois estagios, em que o primeiro estagio de
produgao continua é realizado nos Sistemas Fechados e o0 segundo estagio
da produgdo de batelada é realizado nos Sistemas Abertos. Primeiro, al-
guém deve selecionar (incluindo criar por, por exemplo, modificacido genéti-
ca) um micrébio que é capaz de crescer a uma taxé de pelo menos uma du-
plicacdo a cada ‘16 horas, quando fornecido com gas carbénico.suficiente,
contanto que a luz e os nutrientes sejam adequados. Tal modificacdo genéti- '

ca é descrita, por exemplo, em "Transgenic microalgae " as green cell-
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factories”, de R. Léon-Banares, D. Gonzalez-Ballester, A. Galvan e E. Fer-
nandez (em Trends in Biotechnology, Volume 22(1), pp. 45-52, 2004) que
estd aqui incorporado por referéncia. Por exemplo, é atualmente preferido
praticar esta invengdo com as seguintes espécies e/ou cepas: (i) cepa de
Tetraselmis suecica, "TETRA1" na University of Hawaii Culture Collection;
cepa /soch/ysis galbana, "ISOCH1" na University of Hawaii Culture Collecti-
on; (iii) Phaeodactylum tricornutum, ou cepa"' PHAEO1" ou "PHAEO2" na
University of Hawaii Culture Collection; ou (iv) Nannochloropsis sp., em par-
ticular a cépa A. Sukenik strain empregada por Fabregas e outros (2004),
reportado em "The cell composition of Nannochloropsis sp. changes under
different irradiances in semicontinuous culture", World Journal of Microbio-
logy and Biotechhology, Vol. 20, pp. 31-35. A University of Hawaii Culture
Collection inclui a coleta de cultura total de vérias centenas de espécies e
cepas amontoadas nos anos oitenta e noventa pelo U.S. Natural. Renewable
Energy Laboratory (NREL), especificamente com a finalidade de produzir

biocombustiveis de microbios fotossintéticos. As espécies adicionais que

também poderiam ser empregadas incluem Dunaliella primolecta e Nitzschia

closterium. Em particular, os Sistemas Fechados deveriam compreender nao
mais do que 20% da Area de Terra Total de culturas, isto é, a area total ocu-
pada pela Area de Sistema Fechado mais a Area de Sistema Aberto. Além
disso, dado que cada espécie de micrébio fotossintéticos atingem uma bio-
massa maxima por Area lluminada de unidade sob um determinado conjunto
de condi¢cdes ambientais ("capacidade de carga"), a quantidade de biomassa

fornecida pelos Sistemas Fechados para iniciar ou “inocular" qualquer cultu-

ra de Sistema Aberto deveria ser -igual a mais do que 5% da capacidade de

carga do Sistema Aberto. Para maximizar a capacidade de carga das cultu-
ras de Sistema Aberto, elas deveriam ser fornecid_a's com nutrientes suficien-
tes de forma que luz, ndo nutrientes, limite a capac_idade de carga. Adicio-
nalmente, nenhuma cultura de batelada em qualquer Sistema Aberto deveria
ser permitida para persistir durante um periodo (o0 "tempo de permanéncia")

de mais do que 5 dias.

A limitagio de 20% da Area de Terra Total ocupada pela Area -~
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de Sistema Fechada assegura que a complexidade de construgao e opera-
cdo da facilidade de produgdo total seja minimizada. As provisdes para 0
in6culo de biomassa minimo e o tempo de permanéncia maximo, asseguram
que os riscos de contaminac@o das culturas de Sistema Aberto através de
espécies indesejaveis so entdo reduzidos uma vez que devem ser inconse-
quentes. Este processo pode ser empregado por qualquer espécie de micré-
bio fotossintético atende as exigéncias de taxa de crescimento declarada
acima.
Descricdo de uma Modalidade Preferida A

E preferido que a Area de Terra Total em cultivo ativo em qual-

quer facilidade de produgio seja compreendida de n&o mais do que 20 % da
Area de Sistema Fechado e ndo menos do que 80 % da Area de Sistema A-
berto. O célculo da Area de Sistema Aberto para este propésito significa so-
mente a Area lluminada do meio de cultura nos Sistemas Abertos, assumindo
que todos os Sistemas Abertos na facilidade de produgdo contém meib de
cultura. O célculo da Area de Sistema Fechada, entretanto, inclui ambas a
"Area Plana" coberta pelos reatores e também qualquef "Area Inerte" entre
recipientes de reator adjacentes. Por exemplo, imagine uma area de terra o-
cupada por uma série de Sistemas Fechados tubulares horizontais. A Area de
Plano sera coberta pelos proprios reatores (por exemplo, um tubo longo de
3,048 m (10 pés), 0,3048 m (1 pé em didmetro), cobre uma area de 0,93 m?
(10 pés quadrados)), e é igual a Area lluminada do meio de cultura, porém
pode haver Area Inerte adicional entre os tubos adjacentes que nédo é coberta
pelos reatores. A area inteira de terra requerida pelos Sistemas Fechados-,.isto
&, a Area do Sistema Fechado, é a Area de Plano mais a Area Inerte. Por
analogia, a area inteira desta pagina é requerida para escrever, porém a
prépria escritura ocupa somente uma fragdo da area total na pagina.

A provisao de 20% da Area do Sistema Fechado e 80% da Area
do Sistema Aberto assegura maior eficiéncia poque a complexidade total de
construcdo e operagdo de qualquer facilidade de produgéo € s.ubstancial-
mente reduzida em comparac¢éo com uma facilidade que seria compreendida

completamente de Sistemas Fechados.
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E preferido que (1) a quantia de biomassa fornecida pelos
Sistemas Fechados para inocular os Sistemas Abertos deva ser igual a mais
do que 5% da capacidade de carga dos Sistemas Abertos agregados; (2) a
taxa de crescimento das espécies que sado cultivadas é maior do que apro-
ximadamente um e uma meia duplicagdo por dia (isto é, a biomassa da célu-
la dobra aproximadamente a cada 16 horas); e que (3) nenhuma cultura seja
mantida em qualquer Sistema Aberto durante um periodo de mais do que 5
dias. A combinacdo destas trés limitagdes assegura que, de forma alguma, a
cultura deveria atingir uma biomassa do micrébio desejado que € igual a pe-
lo menos aproximadamente 90% da capacidade de carga em 5 dias ou me-
nos. Isto é importante por varias razdes. Primeiro, uma cultura que € inocu-
lada a uma conce‘ntragéo de célula relativamente elevada (isto €, maior do
que 5% da capacidade de carga) dominara o meio comparado a qualquer
célula néao desejada gue possa ter sido introduzida inadvertidamente. Se-
gundo, porque a maior parte das espécies crescem a taxas substancialmen-
te menores do que 1 duplicagéo a cada 16 horas (1,5 duplicagéo por dia),
uma espécie que é capaz de crescer isto rapidamente ultrapassara a maior
parte dos competidores potenciais. Terceiro, a combinagéo do inéculo gran-
de (maior do que 5% da capacidade de carga) e taxa de crescimento eleva-
da (maior do que 1 duplicagédo a cada 16 horas) assegura que, dentro de 5
dias, a biomassa total estara muito préxima da capacidade de carga. Estas
condigbes sdo importantes para (1) reduzir o risco de contaminagéo, e (2)
promover a produgdo de biomassa total ou a biossintese ou produgéo de
6leo. Primeiro, um contaminante potencial teria que ter um inéculo grande e
teria que crescer mais rapidamente do que as espécies desejadas para do-
minar o meio de cultura dentro de 5 dias. Segundo, a produgédo de 6leo em
particular é favorecida em culturas que estao proximas da capacidade de
carga porque os recursos se tornam limitantes ao crescimento uma vez que
a cultura passa 50% de capacidade de carga. Ao limitar os recursos favora-
veis ao crescimento, alguém geralmente estimula a biossintese de 6leo.

E preferido que as culturas de célula sejam fornecidas até certo

ponto com gas carbdnico gasoso de um modo que permita o gas carbonico
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dissolver no meio. Este método ndo somente fornece uma fonte constante do
carbono necessario para o crescimento, porém também tem o efeito de man-
ter o pH mais ou menos constante do meio, sem que o pH tenda a aumentar
uma vez que o gas carbbnico é removido, conduzindo a condigéés desfavora-
veis para crescimento. De formal ideal, o gas carbénico para este processo &
fornecido através de emissdes de fonte de ponto de processos de extragao de
recurso (tal como drenagem para 6leo ou gas), ou dos processos de fabrica-
cdes industriais ou usinas de forga de queima de combustivel de fossil — todos
dos quais envolvem um fluxo residual de gas que é rico em gas carbonico.
O processo descrito aqui evita emissao do gés carbonico residual na atmosfe-
ra e, ao contrario, o converte em biomassa potencialmente util.

Alguém poderia melhorar nas condi¢bes preferidas. De forma
ideal, alguém poderia rigorosamente abordar a capacidade de carga nos
Sistemas Abertos agregados em um dia, 0 que também reduziria o potencial
para contaminacdo. Isto poderia ser alcancado empregando um indculo ini-
cial de 15% de capacidade de carga do Sistema Aberto agregado para uma
espécie com uma taxa-de crescimento de mais de 6 duplicagc")es por dia
(equivalente a uma duplicagdo de biomassa de célula aproximadamente a
cada 4 horas). Neste exemplo, imagine que as espécies crescem na mesma
taxa em ambos Sistemas Fechados e Sistemas abertos, e que as espécies
também atingem a mesma concentracdo de biomassa por area de unidade
em ambos Sistemas Fechados e Sistemas abertos. Agora, se os Sistemas
Fechados ocupam 20% da Area de Terra total, entdo um inéculo de 15%
para os Sistemas Abertos seria obtido removendo-se 75% da cultura do Sis-
tema Fechado (isto &, 75% x 20% = 15%). Empregando um indculo de 15%
nos Sistemas Abertos, a biomassa de célula dobraria para 30% nas primei-
ras 4 horas, para 60% nas proximas 4 horas, € em menos que as proximas 4
horas poderia alcangar 100% (isto é, sua caqacidade de carga). Os Siste-
mas Fechados serdo restaurados para sua biomassa de pré-inoculagao em
aproximadamente a mesma quantidade de tempo. Os Sistemas Fechados
contém somente 25% da sua biomassa original apds o indculo ser removido;

nas primeiras 4 horas isto dobra para 50% da biomassa original, e no se-
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gundo 4 horas, dobra novamente, este tempo para 100% da biomassa origi-
nal. Neste exemplo, a capacidade de carga dos Sistemas Abertos é alcan-
¢ada dentro de um dia e, no mesmo dia, a biomassa dos Sistemas Fechados
é restaurada para o seu valor inibial. A taxa de crescimento exponencial
mais elevada registrada para micrébios fotossintéticos € menor do que cerca
de 8 duplicagdes por dia (equivalente a uma duplicacdo a cada 3 horas), re-
sultados ainda melhores poderiam ser alcangados em menos tempo com
uma quantidade maior de indculo inicial.

O método preferido, empregando uma espécie com uma taxa de
crescimento maior do que cerca de 1,5 duplicagdo por dia, inoculando o Sis-
tema Aberto com uma biomassa de pelo menos 5% de capacidade de carga,
e colhendo a cultura antes de 5 dias apos a inoculagdo, garante um teor de
6leo relativamente elevado. Também garante que a cultura de Sistema Aber-
to ndo seré significantemente contaminada, uma vez que décadas de expe-
riéncia mostram que as culturas de Sistema Aberto normalmente levam mais
do que 5 dias - normalmente varias semanas -'para serem contaminadas por
espécies indesejadas.

Para praticar o método preferido € necessario primeiro determi-
nar a capacidade de carga do Sistema Aberto. A capacidade de carga para a
maior parte das espécies fornecida com nutrientes em excesso em um am-
biente de fluxo turbulento geralmente é na faixa de cerca de 100 a 500 gra-
mas de peso seco por metro quadrado de Area lluminada. As variagoes nes-
ta faixa dependerdo principaimente da intensidade de luz, mais especifica-
mente da energia de luz diaria total do sol, como o fator limitante. Por exem-
plo, a "irradiagdo" total (energia da luz do sol) em um dia ensolarado é apro-
ximadamente duas vezes tanto quanto é em um dia nublado. A diferenca
correspondente na capacidade de carga seria aproximadamente a mesma,
isto é, cerca de um fator de dois. Além disso, a irradiagdo média € maior nos
trépicos, e diminui em latitudes mais altas. Por exemplo, a irradiagdo média
em Honolulu tropical é cerca de 40% maior do que em Nova lorque, e cerca
de 2 vezes maior do que no Alasca do norte. Consequientemente, a capaci-
dade de carga média no Alasca seria somente a metade daquela no Havai.
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A maior irradiacdo do ano ocorre no dia fnais longo do ano. Ao norte ou sul
dos trépicos, isto acontece no primeiro dia de veréo (o solsticio de verao). Ao
equador, a irradiagdo maxima diaria acontece duas vezes por ano, quando o
sol passa diretamente no céu no primeiro dia da primavera (o equindcio de
primavera) e mais uma vez no primeiro dia de outono (o equinocio de outo-
no). Em outro lugar nos tropicos, o maximo que irradiac@o diaria também
acontece duas vezes por ano, em alguns lugares entre os equinécios de
primavera e outono.

" A capacidade de carga de um sistema para uma espécie dese-
jada de microbio fotossintético deveria ser determinada empiricamente como
segue. Se os Sistemas Abertos na facilidade de produgéo tiverem dimen-.
soes diferentes, entdo o calculo de capacidade de carga deveria ser deter-
minado para cada conjunto de sistemas que tém dimensdes diferentes. Pre-
ferivelmente, a det'erm,inagéo de capacidade de carga deveria ser realizada
em cerca de 15 dias do tempo quando a irradiag¢do diaria esta em seu méxi-
mo anual. O Sistema Aberto deveria ser inoculado com um volume de cultu-
ra fornecido pelos Sistemas Fechados, e o Sistema aberto preencheu apro-

ximadamente a capacidade operacional padrdao com meio de nutriente. As

- concentragbes de macronutriente (isto é, nitrogénio e fésforo inorgénico) de-

veriam ser fornecidas em excesso, definidas demonstrando-se que uma vez
que a biomassa no Sistema Aberto alcangou seu maximo, 0s macronutrien-
tes ainda estardo presentes em 'concentrag:()es mensuraveis (0s microbios
nao terdo comido toda a comida). Apés a inoculagdo, as medicdes da bio-
massa do Sistema Aberto deveriam ser feitas medidas pelo menos varias
vezes por dia até tal tempo quando a biomassa ndo aumente. A biomassa a
qual o aumento cessa é a capacidade de carga. A determinacao deveria ser
repetida pelo menos varias vezes durante o periodo especificado, e a média
destas determinagdes calculada para definir a capacidade de carga maxima.

A .presente invengdo foi descrita com respeito as modalidades
atualmente preferidas descritas aqui, porém aqueles versados na técnica
apreciardo que possa haver outras modalidades que se incluem no espirito e

escopo da invencdo. Desse modo a invengdo nao esta limitada pelo o que é
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descrito na especificagao, porém & somente limitada pelas reivindicagoes.
Por exemplo, esta invencdo pode ser praticada com tipos diferentes de Sis-
temas Abertos e Sistemas Fechados. Além disso, esta invengdo pode ser
praticada com microbios fotossintéticos com taxas de crescimento e capaci-
dades dé carga amplamente variadas, e ndo esta limitado aquelas espécies
que sdo cultivadas para seu teor de dleo, porém também pode incluir espé-
cies que acumulam outros produtos de valor em culturas em batelada, quer
ou ndo eles tenham atingido uma taxa maxima de produgdo de biomassa ou
eles tenham deixado de crescer.

Aplicabilidade Industrial.
Esta invencdo pode ser empregada sempre que desejado para

produzir qualquer espécie especifica de micrébio fotossintético em um Sis-
tema Aberto ao mesmo tempo em que evitando a contaminagéo substancial
através de espécies indesejadas. A biomassa desse modo produzida de mi-
crobios fotossintéticos pode ser empregada entdo como uma carga de ali-
mentagao renovavel para fabricar produtos qué agora contam quase exclusi-
vamente com cargas de alimentagdo derivadas de depésitos de fossil de
carbono, isto é carvdo, 6leo e gas. Por exemplo, a fragéo de dleo de micro-
bios fotossintéticos pode ser extraida e quimicamente convertida para com-
bustivel de transporte, tal como biodiesel, ou para lubrificantes. Alternativa-
mente, a carga de alimentagéo de biomassa pode ser empregada em um
processo tal como gaseificagdo de leito fluidizado, pirdlises, ou gaseificagéo
de fluxo arrastado, da qual o material resultante pode ser empregado suces-
sivamente para fabricar combustiveis de transporte tal como biodiesel ou
éter de dimetila, ou substancias quimicas de volume tal como metanol ou
alcoois misturados ou, quanto ao assunto, qualquer produto que use com-
bustiveis fésseis como um material de partida ou carga de alimentagdo. Adi-
cionalmente, os produtos residuais contendo carbono de quaisquer dos pro-
cessos acima poderiam produzir energia adicibnal por métodos tal como di-
gestdo anaerobica, que produz metano (gas natural), ou co-queima com ou-

tros combustiveis em uma usina de energia para produzir eletricidade.
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REIVINDICACOES
1. Processo para cultivo de micrébios fotossinteticos, compreen-
dendo:
selecionar uma espécie de micrébio fotossintético capaz de du-
plicar-se em biomassa em aproximadamente 16 horas ou menos quando
suprido com diéxido de carbono suficiente em um sistema aberto que tem
uma capacidade de transporte;
introduzir a referida espécie em um sistema fechado;
'permitir a referida espécie desenvolver-se em um sistema fe-
chado em uma biomassa que excede 5% da referida capacidade de trans-

porte do sistema aberto;
inocular uma biomassa inicial da referida espécie que ndo é me-

nor do que 5% da referida capacidade de transporte do referido sistema fe-

chado no referido sistema aberto;
suprir o diéxido de carbono no referido sistema aberto continua-

mente, para suprir diéxido de carbono suficiente nos referidos micrdbios e
para substituir o diéxido de carbono removido pelos referidos micrébios; e

manter a referida espécie no referido sistema aberto para dupli-
car-se em biomassa aproximadamente a cada 16 horas ou menos durante
um periodo menor do que 5 dias.

2. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, em que o referido
micrébio fotossintético é selecionado do grupo consistindo em bactérias, cia-
nobactérias e algas. '

' 3. Processo de acordo com a reivindicagao 1, em que a referida
espécie duplica-se em biomassa no referido sistema aberto em uma taxa
entre aproximadamente 1,5 duplicagdo por dia e até aproximadamente 8
duplicagdes por dia. | }

4. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, em que a referida
espécie duplica-se em biomassa no referido sistema aberto em uma taxa
entre pelo menos uma vez a cada 16 horas e até uma vez a cada 3 horas.

5. Processo de acordo com a reivindicagao 4, tambem compre-

endendo remover substancialmente tudo da referida espécie do referido
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sistema aberto em mais de 5 dias apéds a referida etapé de inoculagao.

6. Processo de acordo com a reivindicacdo 1, em que a referida
etapa de manutencio é realizada de modo que o desenvolvimento da referi-
da espeae seja limitado pela disponibilidade de didxido de carbono.

7. Processo de acordo com a rewmdlcagao 1, em que a referida

etapa de manutencéo é realizada até apés a referida espécie ter alcangado

aproximadamente 90% da referida capacidade de transporte. |

8. Processo de acordo com a reivindicagao 1, em que a referida
etapa de suprimento é realizada empregando-se gas de chaminé de uma
fonte selecionada do grupo consistindo na queima de um diesel de féssil, na
produgao industrial de quimicos, ou na extracdo de diesel de fosseis de de-
positos geolégicosv de diesel de fosseis.

9. Processo para sintetizagdo de 6leo, compreendendo:

selecionar uma espécie de microbio fotossintético que duplica-se
em biomassa em aproximadamente 16 horas ou menos quando suprido com
didxido de carbono suficiente em Um sistema aberto que tem uma capacida-
de de transporte; ' '

introduzir a réferida espécie em um sistema fechado;

cultivar a referida espécie no referido sistema fechado ate a refe-
rida espécie desenvolver-se em uma biomassa que excede 5% da referida
capacidade de transporte do sistema aberto;

“inocular uma biomassa inicial da referida espécie que néo é me-
nor do que 5% da referida capacidade de transporte do referido sistema fe-
chado no referido sistema aberto;

suprir o diéxido de carbono no referido sistema aberto
continuamente, para suprir didxido de carbono suficiente nos referidos mi-
crébios e para substituir o didéxido de carbono removido pelos referidos mi-
crébios; e

manter a referida espécie no referido sistema aberto para dupli-

car-se aproximadamente a cada 16 horas ou menos durante um periodo

“menor do que 5 dias ate a referida espécie atingir aproximadamente 90% da

referida capacidade de transporte.
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10. Processo para cultivo de micrébios fotossintéticos, compre-
endendo:

selecionar um micrébio fotossintético que tem uma taxa de de-
senvolvimento de pelo menos aproximadamente uma duplicagéo a cada 16
horas quando suprido com diéxido de carbono suficiente em um sistema
aberto tendo uma capacidade de transporte;

cultivar o referido micrébio em um sistema fechado; inocular um
sistema aberto com uma quantidade dos referidos micrébios do referido sis-
tema fechado igual a aproximadamente 5% ou mais da referida capacidade

de transporte;
suprir o diéxido de carbono no referido sistema aberto continua-

mente, para suprir didxido de carbono suficiente nos referidos microbios e
para substituir o diéxido de carbono removido pelos referidos microbios;
~ manter os referidos micrébios no referido sistema aberto para
crescerem pelo menos na referida taxa de desenvolvimento, e
colher os referidos micrébios do referido sistema aberto menos
do que aproximadamente 5 dias ap6s a referida etapa de inoculagao.

11. Processo de acordo com a reivindicagao 10, também com-

preendendo:
manter o referido sistema aberto; desse modo o desenvolvimen-

to dos referidos microbios é limitado pela disponibilidade de dioxido de car-

bono.
12. Processo para criar estoque de alimentagdo de biomassa,

compreendendo:
selecionar uma espécie de micrébio fotossintético que duplica-se
em biomassa em aproximadamente 16 horas ou menos quando suprido com
didxido de carbono suficiente em um sistema aberto que tem uma capacida-
de de transporte, |
_introduzir a referida espécie em um sistema fechado até a referi-
da espécie desenvolver-se em uma biomassa que excede 5% da referida

capacidade de transporte;
| inocular uma biomassa inicial da referida espécie que nao é me-



10

15

20

25

30

nor do que 5% da referida capacidade de transporte do referido sistema fe-
chado no referido sistema aberto; | |

suprir o diéxido de carbono no referido sistema aberto continua-
mente, para suprir diéxido de carbono suficiente para a referida espécie e
para subétituir diéxido de carbono removido pela referida espécie; e

manter a referida espécie no referido sistema aberto para dupli-
car-se aproximadamente a cada 16 horas ou menos durante um periodo
menor do que 5 dias para criar um estoque de alimentagao de biomassa.

13. Processo para usar o gas de chaminé, compreendendo:

selecionar uma espécie de micrébio fotossintético que duplica-se
em biomassa em aproximadamente 16 horas ou menos quando suprido com
didxido de carbono suficiente em um sistema aberto que tem uma capacida-
de de transporte;

introduZir a referida espécie em um sistema fechado;

suprir o referido gas de chaminé no referido sistema fechado;

permitir a referida espécie desenvolver-se em um sistema fecha-

“do e usar o referido gas de chaminé para desenvolver-se em uma biomassa

que excede 5% da referida capacidade de transporte do sistema aberto;
inocular uma biomassa inicial da referida espécie que nao é me-

nor do que 5% da referida capacidade de transporte do referido sistema fe-

chado no referido sistema aberto;
suprir o referido gas de chaminé no referido sistema aberto con-

tinuamente, para suprir dioxido de carbono suficiente para a referida espécie
e substituir didxido de carbono removido pela referida espécie, e

manter a referida espécie no referido sistema aberto para dupli-
car-se em biomassa aproximadamente a cada 16 horas ou menos durante
um periodo menos do que 5 dias.

14. Processo para sintetizagao de éleo, compreendendo:

- Selecionar os micrébios fotossintéticos que duplicam-se em bi-

omassa em aproximadamente 16 horas ou menos quando suprido com di6-
xido de carbono suficiente em um tanque aberto tendo uma capacidade de

transporte;
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Injetar os gases de chaminé tendo concentragdes de dioxido de
carbono de pelo menos 3,5% em um fotobiorreator tendo uma profundidade
de cultura méaxima de aproximadamente 20 centimetros, em que os referidos
gases de chaminé sdo selecionados da fonte consistindo em qheima de um
diesel de féssil, producdo industrial de quimicos, refino de 6leo e gas, e ex-
tracdo geoldgica de diesel de fésseis;

introduzir referidos micrébios no referido fotobiorreator,

prover os referidos micrébios com nutrientes suficiente no referi-
do fotobiorreator para evitar que os nutrientes sejam um fator limitante para
desenvolvimento; ;

mistura’ turbulenta dos referidos micrébios através do referido
fotobiorreator, por meio do qual os referidos micrébios sofrem desenvolvi-
mento exponencial continuo no referido fotobiorreator;

~ inocular uma biomassa inicial dos referidos microbios que néo é
menor do que 5% da referida capacidade de transporte do referido tanque
aberto do referido fotobiorreator fechado no referido tanque aberto;

~ suprir o diéxido de carbono no referido sistema aberto continua-
mente, para suprir diéxido de carbono suficiente nos referidos microbios para
substituir dioxido de carbono removido pelos referidos microbios; e

manter referidos micrébios no referido tanque aberto com ele-
vadas concentragdes de nutriente durante mais 5 dias, por meio do qual as
condigOes iniciais de int’ensidade' elevada de luz e elevadas concentragoes
de nutriente favorecem o desenvolvimento exponencial continuo durante um
curto periodo, porém em que o desenvolvimento torna-se limitado pela dis-
ponibilidade de nitrogénio que inibe a sintese de proteina, por meio da qual o
contetdo de éleo é aumentado.

15. Processo para biossintese de éleo, compreendendo:

selecionar os micrébios fotossintéticos que duplicam-se em bio-
ma'ssav em aproximadamente 16 horas ou menos quando suprido com didxi-
do de carbono suficiente em um tanque aberto tendo uma capacidade de
transporte; | '

| dissolver gases de chaminé tendo concentragdes de diéxido de
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carbono de pelo menos 3,5% em um meio de cultura em um fotobiorreator
tendo uma profundidade de cultura maxima de aproximadamente 20 centi-
metros, em que os referidos gases de chaminé séo selecionados de uma

fonte selecionada do grupo consistindo na queima de um diesel de fossil,

~ produgao industrial de quimicos, refino de diesel de fosseis, e extragao geo-

I6gica de diesel de fosseis;
introduzir referidos micrébios no referido meio no referido fotobi-

orreator,

“prover os referidos microbios com nutrientes suficiente no referi-
do meio para evitar que os nutrientes sejam um fator limitante para desen-
volvimento; mistura turbulenta dos referidos micrébios no referido meio atra-
vés do referido fotobiorreator para fornecer uma distribuigéo substancialmen-
te homogeénea dos referidos microbios no referido meio, por meio do qual os
referidos microbios sofrem desenvolvimento exponencial continuo no referi-
do fotobiorreator;

inocular uma biomassa inicial dos referidos micrébios que ndo é
menor do que 5% da referida capacidade de transporte do referido tanque
aberto do referido fotobiorreator fechado no referido tanque aberto;

suprir oé gases de chaminé tendo concentragdes de didxido de
carbono de pelo menos 3,5% no referido tanque aberto continuamente, para
suprir diéxido de carbono suficiente nos referidos microbios e para substituir
o dioxido de carbono removido pelos referidos microbios, em que referidos
gases de chaminé sdo selecionados de uma fonte selecionada do grupo
consistindo na queima de um diesel de fossil, produgéo industrial de quimi-
cos, refino de diesel de fésseis, e extragdo geoldgica de diesel de fosseis; e

manter os referidos micrébios no referido tanque aberto com e-
levadas concentragdes de nutriente durante mais 5 dias, por meio do qual as
condi¢des iniciais de intensidade elevada de luz e elevadas concentragdes
de nutriente favorecem desenvolvimento exponencial continuo durante um
curto periodo, porém em que o desenvolvimento torna-se limitado pela dis-
ponibilidade de nitrogénio que inibe a sintese de proteina, por meio da qual o

conteudo de o6leo € aumentado.



10

15

20

25

30

16. Processo para sintetizar biomassa em uma area de terra,
compreendendo:
‘ selecionar os micrébios fotossintéticos que duplicam-se em bio-
massa em aproximadamente 4 horas ou menos quando supridd com dioxido
de carbono suficiente em um tanque aberto tendo uma capacidade de trans-
porte;

introduzir referidos micrébios em um fotobiorreator tendo uma
profundidade de cultura méaxima de aproximadamente 20 centimetros, em
que referido fotobiorreator ocupa menos do que 20% da referida area de ter-
ra,

prover os referidos micrébios com nutrientes suficiente no referi-
do fotobiorreator para evitar que os nutrientes sejam um fator limitante para
desenvolvimento;

mistura turbulenta dos referidos microbios através do referido
fotobiorreator, por meio do qual referidos microbios sofrem desenvolviménto
exponencial continuo no referido fotobiorreator;

inocular uma biomassa inicial dos referidos micrébios que ndo €
menor do que 15% da referida capacidade de transporte do referido fotobior-
reator no referido tanque aberto, em que o referido tanque ocupa mais do
que 80% da referida area de terra;

suprir o diéxido de carbono no referido tanque aberto continua-
mente, para suprir diéxido de carbono suficiente nos referidos micrébios um
para substituir diéxido de carbono removido pelos referidos micrébios; e

~ manter referidos micrébios no referido tanque aberto com eleva-

das concentragdes de nutriente durante mais 1 dia, por meio do qual as con-
digdes iniciais de intensidade elevada de luz e elevadas concentragdes de
nutriente favorecem o desenvolvimento exponencial continuo durante um
curto periodo, porém em que o desenvolvimento torna-se limitado pela luz
devido a proliferacéo celular.

17. Processo para biossintese de 6leo, compreendendo:

selecionar os micrébios fotossintéticos que duplicam-se em bio-

massa em aproximadamente 16 horas ou menos quando suprido com didxi-
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do de carbono suficiente em um tanque aberto tendo uma capacidade de
transporte;

dissolver gases de chaminé tendo concentragbes de dioxido de
carbono de pelo menos 3,5% em um meio de cultura em um fotobiorreator
tendo uma profundidade de cultura maxima de aproximadamente. 20 centi-
metros, em que referidos gases de chaminé sdo selecionados de uma fonte
selecionada do grupo consistindo na queima de um diesel de féssil, produ-
cdo industrial de quimicos, refino de diesel de fosseis, e extragdo geoldgica
de diesel de fosseis;

introduzir referidos micrébios no referido meio no referido fotobi-
orreator;

prover‘os referidos micrébios com nufrientes suficiente no referi-
do meio para evitar que os nutrientes sejam um fator limitante para desen-
volvimento; mistura turbulenta dos referidos micrébios no referido meio atra-
vés do referido fotobiorreator, por meio do qual os referidos microbios sofrem
desenvolvimento exponencial continuo no referido fotobiorreator;

inocular uma biomassa inicial dos referidos microbios que nao €
menor do que 5% da referida capacidade de transporte do referido tanque
aberto do referido fotobiorreator fechado no referido tanque aberto;

suprir o diéxido de carbono no referido tanque aberto continua-
mente, para suprir diéxido de carbono suficiente nos referidos micrébios para
substituir didxido de carbono removido pelos referidos micrébios; e

manter os referidos micrébios no referido tanque aberto com e-
levadas concentragdes de nutriente durante mais 5 dias, por meio do qual as
condicdes iniciais de intensidade elevada de luz e elevadas concentragbes
de nutriente favorecem desenvolvimento exponencial continuo durante um
curto periodo, porém em que o desenvolvimento torna-se limitado pela dis-
ponibilidade de nitrogénio que inibe a sintese de proteina, por meio da qual o
contetido de 6leo é aumentado. '

18. Processo para sintetizar o estoque de alimentagdo de bio-

massa, compreendendo:
selecionar os micrébios fotossintéticos que duplicam-se em bio-
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massa em aproximadamente 4 horas ou menos quando suprido com diéxido
de carbono suficiente em um tanque aberto tendo uma capacidade de trans-
porte;

dissolver gases de chaminé tendo concentragoes de dioxido de
carbono de pelo menos 3,5% em um meio de cultura em um fotobiorreator
tendo uma profundidade de cultura maxima de aproximadamente 20 centi-
metros, em que referidos gases de chaminé sdo selecionados de uma fonte
selecionada do grupo consistindo na queima de um diesel de fossil, produ-
¢ao industrial de quimicos, refino de diesel de fosseis, e extracdo geoldgica
de diesel de fésseis; '

introduzir referidos micrébios no referido meio no referido fotobi-
orreator;

prover os referidos micrébios com nutrientes suficiente no referi-
do meio para evitar que os nutrientes sejam um fator limitante para desen-

volvimento;
mistura turbulenta dos referidos micrébios no referido meio atra-

vés do referido fotobiorreator, por meio do qual referidos micrébios sofrem
desenvolvimento exponencial continuo no referido fotobiorreator;

inocular uma biomassa inicial dos referidos micrébios que nao é
menor do que 15% da referida capacidade de transporte do referido tanque
aberto do referido fotobiorreator fechado no referido tanque aberto;

suprir o diéxido de carbono no referido tanque aberto continua-
mente, para suprir diéxido de carbono suficiente nos referidos micrébios para'
substituir didéxido de carbono removido pelos referidos microbios; e

manter referidos micrébios no referido tanque aberto com eleva-
das concentragdes de nutriente durante mais 1 dia, por meio do qual as con-
digbes iniciais de intensidade elevada deluz e elevadas concentragdes de
nutriente favorecem o desenvolvimento exponencial continuo durante um
curto periodo, porém em que o desenvolvimento torna-se limitado pela luz
devido a proliferagao celular.

19. Dispositivo para cultivar os micrébios fotossintéticos em uma ’

area de terra, compreendendo:
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um ou mais vasos de cultura transparentes a luz visivel, cada
vaso de cultura fornecendo uma profundidade de cultura de mais 40 centi-
metros, em que os referidos vasos de cultura abrangem uma area de terra
da referida area dé terra e porgdes da referida area de terra entre os referi-
dos vasos de cultura define uma area inerte;

um meio de nutriente em cada um dos referidos vasos de cultu-
ra, em que o referido fluxo turbulento é suficientemente baixo para prevenir
cisalhamento mecanico de células danificadas, os referidos vasos de cultura,
o referido meio de nutriente e o referido fluxo turbulento destinam-se a definir
um ou mais fotobiorreatores;

em que a referida area de terra e a referida area inerte nao ocCu-
pam mais do que 20% da referida area de terra; e

um ou mais tanques, cada um tendo uma capacidade de trans-
porte, que juntamente ndo ocupam menos do que 80% da referida érea de
terra; por meio do qual uma biomassa de microbios compreendendo pelo
menos 5% da referida capacidade de transporte para cada um dos referidos
tanques abertos poder ser inoculados a partir dos referidos fotobiorreatores

nos referidos tanque aberto.
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RESUMO
Patente de Invengdo: "PROCESSO HIBRIDO EM BATELADA CONTINUA
PARA PRODUGCAO. DE OLEO E OUTROS PRODUTOS UTEIS DE
MICROBIOS FOTOSSINTETICOS".

A presente invencao refere-se a um processo para cultivo de
micrébios fotossintéticos compreendendo Sistemas Fechados para cultivo
continuo e Sistemas Abertos para cultivo em batelada, em- que (a) a Area do
Sistema Fechado.néio ocupa mais do que 20% da Area de Terra Total da
facilidade de cultivo; (b) culturas em batelada nos Sistemas Abertos sao ini-
ciadas com um in6culo dos Sistemas Fechados contendo uma biomassa
celular de ndo menos do que 5% da capacidade de transporte do referido
Sistema Aberto; (c) a taxa de duplicacdo do referido micrébio fotossintético
nao € menor que uma vez a cada 16 horas; e (d) o tempo de residéncia da
cultura em batelada no referido- sistema aberto ndo é maior do que um peri-
odo de 5 dias.
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