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1. RESUMO GERAL

Microalgas sdo organismos unicelulares, clorofilados que representam a base da cadeia
alimentar na maioria dos ambientes aquaticos. Estes organismos tém composi¢ao
bioquimica complexa, podendo fornecer importantes bioprodutos para consumo
humano e animal. A demanda cada vez maior por alimentos e bioprodutos que
garantam seguranca nutricional e novos farmacos podera ser obtido com a produgdo em
larga escala de microalgas. Entretanto, para se atingir este patamar € necessario o
desenvolvimento de tecnologias novas e mais produtivas de cultivo destes
microorganismos. A produ¢do massiva de microalgas €, ainda hoje, um processo
custoso, que demanda um alto gasto de energia e uma infraestrutura relativamente
grande, sendo atualmente economicamente vidvel apenas para produtos com valor
agregado muito elevado, no entanto para a producao de elementos de baixo valor, como
biocombustiveis, o sistema de producdo atual ¢ inviavel. A viabilidade economica de
um sistema de cultivo de microalgas ¢ atingida quando se obtém altas densidades
celulares no menor volume possivel € com um gasto minimo de energia, agua e
nutrientes. Cerca de um ter¢o do custo de producdo de biomassa de microalgas esta
relacionada a demanda energética do sistema de mistura/circulagdo dos tanques de
cultivo. A eficiéncia na circulagdo da coluna de agua pode evitar a sedimentacao das
células, aumentar sua exposicdo a luz incidente e maximizar o aporte de nutrientes para
cada célula. Um sistema de mistura muito comum em tanques de cultivo de microalgas
¢ a inje¢ao de bolhas de ar, que transfere a energia das bolhas de ar para agua,
resultando na circulagdo (movimentacao) da coluna de dgua. O principal objetivo desta
Tese foi a otimizacdo do sistema de coluna de bolhas em sistemas fechados
(fotobiorreatores cilindricos) e abertos (tanques circulares). Para isto, foram feitas
analises do tamanho de bolhas e da taxa de vazao do ar. No estudo foram empregadas
técnicas de simulagdo numérica, utilizando a ferramenta de Dinamica Computacional
de Fluidos (CFD) e abordagem experimental. Os resultados de nossas pesquisas sao
apresentados da seguinte forma: 1) No capitulo 1 desta Tese, foi estudado o efeito do
tamanho das bolhas de ar, na mistura e produtividade de dois tanques de cultivo: i)
fotobioreatores cilindricos fechados e verticais com 330 L de volume ftil; ii) tanques

abertos circulares de 1600 L. A abordagem inicial foi feita aplicando-se programa de

Dindmica Computacional de Fluidos (CFD) que indicou uma maior eficiéncia de



bolhas menores para a redugdo das areas de sedimentacao (zonas mortas) e também
para o aumento do desempenho hidrodindmico do sistema. Posteriormente foram
realizados experimentos em fotobiorreatores e tanques circulares. Sistemas de injeg¢ao
de bolhas de ar formados por um conjunto de nove injetores de ar de 1 mm de didmetro
foram comparados a sistemas padrao, com um unico injetor de 3 mm de didmetro. Os
sistemas com bolhas menores resultaram em ganhos de producao de até 36%, sem um
acréscimo no custo energético. Durante os experimentos do primeiro capitulo se
verificou que diferencas significativas de biomassa entre os sistemas com diferentes
tamanhos de bolhas de ar ocorriam apds 4 a 6 dias de experimento. 2) No capitulo 2
testamos as hipoteses de que tais diferencas poderiam ser causadas por i) maior
absor¢ao de nutrientes, ou i) maior exposicao das células a luz incidente. Através de
experimentos a incidéncia de luz foi medida em véarias profundidades dos tanques de
cultivo. Da mesma forma, a concentragdo de nutrientes dissolvidos (amonia, nitrato e
fosfato) foi determinada ao longo do cultivo. Os nutrientes nao foram um fator
limitante para o crescimento das células, mas a incidéncia de luz sim, pois esta diminui
drasticamente abaixo da camada de 5 cm da superficie do tanque, passando a ser
limitante a partir de 4 a 6 dias de cultivo. Foi sugerido que o sistema de mistura com
bolhas menores era capaz de diminuir o tempo de permanéncia das células de
microalgas em zonas sem luz dos tanques de cultivo. Este resultado foi apoiado por
simulacdes com modelo lagrangiano, acompanhando as particulas de microalgas
durante a circulacao no interior do tanque utilizando a ferramenta CFD. 3) No terceiro
capitulo diferentes vazdes de ar foram testadas visando-se otimizar o novo sistema de
mistura com bolhas menores. Através de experimentos com diferentes vazdes de ar foi
possivel estimar a demanda de energia do sistema de injecdo de bolhas de ar.
Simulacdes numéricas prévias aos experimentos com cinco vazdes diferentes
apontaram 3 valores que apresentavam maior potencial para otimizagdo experimental.
Estas trés vazoes foram testadas em experimentos com fotobiorreatores de 330 L. As
analises tedrica de gasto de energia e experimental de produg¢do de biomassa nos
mostraram que o ajuste de uma vazdo de ar de 0,024 L min™ apresenta o melhor custo-
beneficio para os sistemas de producdo aqui avaliados de producdao de N. oceanica.
Entretanto, comparagdes do gasto de energia para a produgdo de microalgas nas

diferentes vazodes e a energia contida no lipideo produzido mostraram que os sistemas



apresentam um balango negativo, necessitando maiores ajustes para incrementar a sua

producao.

2. ABSTRACT

Microalgae are unicellular, chlorophyllous organisms that form the basis of the food
chain in most aquatic environments. These organisms have complex biochemical
composition, being able to provide important bioproducts for human and animal
consumption. Increasing demand for food and bioproducts to ensure nutritional safety
and new drugs can be achieved with the large-scale production of microalgae.
However, in order to reach this level, it is necessary to develop new and more
productive technologies for cultivating these microorganisms. The massive production
of microalgae is still a costly process, which requires a high energy expenditure and a
relatively large infrastructure, and is not currently economically viable, especially for
the production of low value compounds such as biofuels. The economic viability of a
microalgae cultivation system is achieved when high cell densities are obtained in the
smallest possible volume and with a minimum energy, water and nutrient expenditure.
About one-third of the cost of producing microalgae biomass is related to the energy
demand of the mixing / circulation system of the culture tanks. Efficient water column
circulation can prevent sedimentation of cells, increase their exposure to incident light,
and maximize the nutrient supply for each cell. A very common mixing system in
microalgae culture tanks is the injection of air bubbles, which transfers energy from the
air bubbles to water, resulting in the circulation (movement) of the water column. The
main objective of this thesis was the optimization of the bubbling system in closed
systems (photobioreactors) and open (circular tanks). For this, analyzes of bubble size
and air flow rate were performed. In the study, numerical modeling techniques were
used, using the Computational Fluid Dynamics (CFD) tool and experimental approach.
The results of our research are presented as follows: 1) In chapter 1 of this thesis, the
effect of air bubble size on the mixing and productivity of two culture tanks was
studied: 7) closed and vertical cylindrical photobioreactors with 330 L of useful volume;
ii) circular open tanks of 1600 L. The initial approach was carried out by applying Fluid

Computation Dynamics (CFD) program, which indicated a higher efficiency of smaller



bubbles for the reduction of settling areas (dead zones) and also for the increase of the
hydrodynamics of the system. Subsequently experiments were performed on
photobioreactors and circular tanks. Air bubble injection systems consisting of a set of
nine 1 mm diameter air injectors were compared to standard systems with a single 3
mm diameter injector. Systems with smaller bubbles resulted in production gains of up
to 36%, without an increase in energy cost. During the experiments of the first chapter
it was verified that significant differences of biomass between the systems with
different sizes of air bubbles occurred after 4 to 6 days of experiment. 2) In Chapter 2
we tested the hypotheses that such differences could be caused by i) greater absorption
of nutrients, or ii) greater exposure of cells to incident light. Through experiments the
incidence of light was measured at various depths of the culture tanks. Likewise, the
concentration of dissolved nutrients (ammonia, nitrate and phosphate) was determined
throughout the culture. The nutrients were not a limiting factor for cell growth, but the
light incidence did, as it decreased dramatically below the 5 cm layer of the tank
surface, becoming limiting from 4 to 6 days of culture. It has been suggested that the
blending system with smaller bubbles was able to decrease the residence time of the
microalgae cells in areas without light of the culture tanks. This result was supported by
simulations with lagrangian model, following the microalgae particles during the
circulation inside the tank using the CFD tool. 3) In the third chapter different airflows
were tested in order to optimize the new mixing system with smaller bubbles. Through
experiments with different air flows it was possible to estimate the energy demand of
the air bubble injection system. Numerical simulations prior to the experiments with
five different flows indicated 3 values that presented the greatest potential for
experimental optimization. These three air flow rates were tested in experiments with
330 L photobioreactors. The theoretical analyzes of energy expenditure and
experimental biomass production showed that the adjustment of an air flow of 0,024 L
min" presents the best cost-benefit for the production systems of N. oceanica.
However, comparisons of the energy expenditure for the production of microalgae at
the different air flows rates and the energy contained in the lipid produced showed that
the systems present a negative balance, demanding more optimizations to increase their

production.



3. INTRODUCAO GERAL
3.1. As microalgas

As microalgas sdo organismos unicelulares clorofilados que realizam fotossintese e
formam a base da cadeia tr6fica em ambientes marinhos e dulciaquicolas. O carbono
organico sintetizado a partir do carbono inorganico fixado pelas microalgas ¢ a
principal fonte de energia para niveis mais elevados da cadeia trofica. Esta reducdo no
carbono assimilado pela microalga ¢ realizada durante a fotossintese, resultando na
producao de biomassa (carbono organico) para manutencdo metabodlica e geragao de
novas células, que podem ser utilizadas por consumidores (Richmond, 2004). Portanto,
os fluxos de energia e matéria em toda a biosfera sdo influenciados pela produgao

primaria de microalgas (Reynolds, 2006).

Durante a fotossintese, a energia luminosa ¢ absorvida por pigmentos e
transformada em energia quimica na forma de adenosina tri-fosfato (ATP) e adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) (Richmond, 2004). Estas moléculas energéticas sao
utilizadas na fixacdo e reducdo do didxido de carbono (CO,) para sintetizar
carboidratos e outros compostos organicos celulares (Chisti, 2007). A fotossintese
consiste em uma sé€rie de reagdes que envolvem a absor¢ao de luz (fotons) e a injegao
de energia para a reducdo de moléculas de agua e liberacao de oxigénio. A captura de
elétrons liberados na sintese de compostos energéticos ¢ utilizada no Ciclo de Calvin,

na carboxilacao do CO; e, por fim, formar hexose (Richmond, 2004).

Além do carbono e da luz, o crescimento das microalgas necessita de outros
nutrientes, tais como o nitrogénio, que € necessario para a formagao de proteinas. Este
pode ser absorvido na forma de nitrato, amoénia e nitrito, além de ureia e aminoacidos
(Flynn e Butler, 1986). Outros nutrientes, tais como fosforo, enxofre e magnésio sao
absorvidos em quantidades menores, mas continuam sendo essenciais para o
desenvolvimento das células. Por outro lado, elementos tracos como ferro, zinco e

cobre sdo importantes para o desenvolvimento celular (Andersen, 2005).

O termo microalga ndo possui valor taxondmico, englobando uma enorme variagao
de tamanhos e formas (Reynolds, 2006). Na ficologia o termo microalga se refere a
organismos microscopicos (2-200 pum), autotréficos, unicelulares que podem formar

colonias, ou viver de forma isolada. Nesta denominagdo enquadram-se as bactérias



oxigénicas fotossintéticas (cianobactérias — 0,2-2,0 um) e algas de diferentes filos do
Reino Protista (Richmond, 2004). Uma estimativa conservativa do nimero de espécies
de microalgas aponta a existéncia de 72.500 espécies, sendo 44.000 ja descritas em
estudos publicado, e 33.248 ja adicionados a plataforma digital AlgaeBase (Guiry,
2012). Muitas destas espécies ja sdo cultivadas para uso comercial em industrias de

alimentos, farmacos e na propria aquicultura (Fig. 1).

3.2. Composi¢do bioquimica das microalgas e bioprodutos com valor comercial

A grande variedade de espécies caracterizadas como microalga resulta também em
uma grande diversidade de compostos produzidos por estes microrganismos (Ferreira e
Sant’Anna, 2017). Varias espécies ja sao produzidas em sistemas de aquicultura para
comercializacdo de biomassa e bioprodutos (Figura 1). Por exemplo, espécies de
microalgas, como Spirulina platensis (Figura 1 a) e Chlorella vulgaris (Figura 1 b)
apresentam alto teor de proteina, com 58-62% (El-Sayed e El-Sheekh, 2018) e 34-40%
(Papapolymerou et al., 2018) de seu peso seco, respectivamente. Estas espécies de
microalgas sdo amplamente cultivadas e comercializadas para a alimentacdo humana
(Borowitzka €  Moheimani, 2013). Além disso, a Spirulina  apresenta altas
concentragdes de vitaminas importantes para a saude humana, como a vitamina B12,
enquanto que a Chlorella contém o composto -1,3-glucan, que ¢ um imunoestimulante
ativo, eliminando radicais livres e reduzindo a quantidade de lipideos no sangue

(Spolaore et al., 2006).



Figura 1: Fotos de alguns géneros de microalgas cultivados para fins comerciais. A)
Spirulina (Fonte: www.algaebase.org); B) Chlorella (Fonte: www.algaebase.org); C)
Dunaliella (Fonte: www.ctb.unh.edu); D) Haematococcus (Fonte:
www.algaebase.org); D) Chaetoceros (Fonte: www.algaebase.org); E) Isochrysis

(Fonte: www.sustainableaquatics.com).

Outra espécie encontrada no mercado ¢ a Dunaniella salina (Figura 1 c), cuja
biomassa ¢ utilizada na producdo de B-caroteno para comercializagdo, principalmente
por industrias farmacéuticas e alimenticias (Borowitzka e Moheimani, 2013). A
producao de Haematococcus pluvialis (Figura 1 d) também merece destaque como
fonte do pigmento Astaxantina, que possui um alto valor comercial devido a sua alta
capacidade antioxidante. Esta espécie ainda possui pigmentos que, eventualmente,
podem ser utilizados como corantes na industria de producdo de salmonideos, por

exemplo (Borowitzka e Moheimani, 2013).

Carboidratos em microalgas podem ser encontrados na forma simples como glucose
e outros monossacarideos, ou na forma complexa, como polissacarideos (amido,
celulose e outros). Sua digestibilidade geral ¢ boa ndo havendo, portanto, limitacao ao
uso de biomassa de microalgas secas em alimentos ou ragdes (Richmond, 2004). Neste
contexto, as microalgas podem ser empregadas como alimento durante um breve

periodo do ciclo de vida do organismo cultivado, tal como na fase larval de organismos



aquaticos (Barbieri e Ostrensky, 2001; Sampaio et al., 2016), ou por todo o ciclo de
vida de organismos filtradores e herbivoros (Pillay e Kutty, 2005). As microalgas
também podem ser empregadas na produg¢do do zooplancton que servird de alimento
para larvas e pos-larvas de peixes e crustaceos (Barbieri e Ostrensky, 2001; Sampaio et

al., 2016).

Mesmo que sejam necessarias apenas por um breve periodo, como na larvicultura,
as microalgas sdao essenciais, pois determinam o sucesso da oferta de juvenis
disponiveis para produgdo. Além disto, as microalgas também podem ser empregadas
em ragdes, como substituto parcial de proteina (Lavens e Sorgeloos, 1996; Macias-
Sancho et al., 2014), diminuindo a pressdo sobre estoques de peixes pelagicos
geralmente empregados para producdo de farinha de peixe (Pauly, 2009). Além das
espécies ja mencionadas, outras como Chaetoceros muelleri (Figura 1 e) e Isochrysis
galbana (Figura 1 f) também sdo amplamente produzidas para utilizacdo da biomassa

ou como alimento vivo na aquicultura (Lopez-Elias et al., 2005; He et al., 2018).

Recentemente, microalgas do género Nannochloropsis (Eustigmatoficea) (Fig. 2 C)
foi alvo de muitos estudos para a produgao de lipideos para uso como biocombustivel
(biodiesel) e consumo humano (Ma et al., 2014; Meng et al., 2015; Alves Sobrinho et
al., 2015; Borges et al., 2016). O contetdo lipidico das células deste género pode variar
entre 37% e 60% do peso seco da célula (Ma et al., 2016). Os lipideos apresentam
acidos graxos saturados e insaturados, sendo estes ultimos formados por grandes
cadeias (12 a 22 4tomos de carbono) e com muitas duplas ligacdes (Borowitzka e
Moheimani, 2013). Entre todos os acidos graxos das microalgas, alguns das familias -
3 e ®-6 sdo de particular interesse como, por exemplo, o acido eicosapentaenoico (EPA
— C20:5) (Spolaore et al., 2006), que € um constituinte abundante do lipideo produzido
por Nannochloropsis (Ma et al., 2014; Borges et al., 2016; Faé Neto et al., 2018).

O EPA ¢ crucial para atividades cerebrais e apresenta beneficios para a visdo
(Bazinet e Layé, 2014). Além disso, reduz o risco de ataques de coragdo e € altamente
recomendado para mulheres gravidas ou em processo de amamentagdo (Calder, 2004;
Krauss-Etschmann et al., 2007). Normalmente este composto ¢ extraido de peixes (6leo
de peixe), no entanto os peixes ndo sintetizam estes lipideos. O  acido

eicosapentaenoico € ingerido pelos peixes através da cadeia trofica que a origem ¢ da



biomassa de microalgas na base da cadeia trofica. A pressao existente sobre estoques de
peixes pelagicos geralmente empregados para produgdo de dleo de peixe (Pauly, 2009)

aumenta a necessidade de novas fontes de EPA para a alimentacdo humana.

Além da utilizagdo como alimento, o género Nannochloropsis vem ganhado
destaque para a utilizagdo do TAG (triacilglicerol), também presentes em altas
concentragdes na composi¢ao de sua biomassa (30 — 60%) (Borges et al., 2011; Ma et
al., 2014; Borges et al., 2016;). Este produto pode ser utilizado para a fabricagcdo de
biocombustiveis, especialmente o biodiesel (Borowitzka e Moheimani, 2013), em
sistemas de produgdo fechados (fotobiorreatores) (Fig. 2 A) ou abertos (tanques

circulares) (Fig. 2B).

Figura 2: Cultivo de Nannochloropsis. A) Sistema de cultivo em fotobiorreatores
fechados cilindricos (330 L) com sistema de mistura por coluna; B) Sistema de cultivo
em tanques circulares abertos cilindricos (1600 L) com sistema de mistura por coluna
borbulhante; C) Imagem de microscopico das c€lulas de Nannochloropsis (Fonte:
http://cfb.unh.edu). Os dois sistemas de cultivos apresentados (A e B) sdo instalados em
estufas agricolas na Estagdo Marinha de Aquicultura - Universidade Federal do Rio

Grande (Roselet et al., 2013).

3.3. 4 produgdo de microalgas em larga escala

A viabilidade de industrias que utilizem os valiosos produtos das microalgas
depende de um aumento na escala de produ¢do (Borowitzka e Moheimani, 2013). A
dificuldade no escalonamento de poucos litros de meio de cultura em condi¢des
controladas de laboratério para milhares de litros expostos a condi¢des naturais de

irradiancia, temperatura e precipitagdo, ¢ um obstaculo para o sucesso da atividade,



uma vez que ainda existem muitas dificuldades para a obten¢do de altas produtividades
em cultivos massivos (Slade e Bauen, 2013). Recentemente, melhorias na produgdo do
cultivo de microalgas em larga escala tem sido alvo de inumeros estudos, passando por
melhorias genéticas das cepas, adaptacao a condi¢des mais rigorosas de cultivo visando
o aumento da producao (Kaye et al., 2015; Naduthodi et al., 2018). De maneira geral,
busca-se o desenvolvimento de tecnologias que aumentem a produgdo, com reducao de

custos (Gomez-Pérez et al., 2015; Chua e Schenk, 2017).

Para a produg¢do em larga escala, existem dois tipos de sistemas de producdo
normalmente empregados, i.€., i) os sistemas fechados (fotobioreatores ) (Figura 2 A) e
ii) sistemas abertos (tanques raceway e circular — Figura 2 B). Para ambos os sistemas
existem vantagens e limitacdes, que sdo abordados em detalhes por Borowitzka (1999)
e Narala et al. (2016). De maneira geral, os sistemas abertos sdo amplamente utilizados
em extensas areas de producdao comercial e sdo caracterizados por custos menores de
instalagdo, manutencdo e operagdo (Stephenson et al., 2010). No entanto, estes
apresentam maior suscetibilidade as contaminacdes, estdo mais sujeitos as variagoes
ambientais (Borowitzka e Moheimani, 2013) e maior exposi¢do a variacdes de
condig¢des abioticas como, temperatura e precipitagao (salinidade em cultivos com agua
salgada) (Roselet et al., 2013). Ao contrario, sistemas fechados sdo menos suscetiveis a
contaminagdes € a variacoes de fatores abidticos (Borowitzka, 1999; Narala et al.,
2016), mas apresentam elevado custo de instalacio e manutencdo (Stephenson et al.,
2010). A produtividade ¢ considerada maior para os sistemas fechados, pois possuem
geometrias que aproveitam melhor a luz incidente em d4reas menores construidas

(Borowitzka e Moheimani, 2013).
3.4. Os gargalos na produgdo em larga escala de Nannochloropsis

As microalgas do género Nannochloropsis t€m enorme potencial para a utilizagao
na industria de biocombustiveis (Borowitzka e Moheimani, 2013; Alves Sobrinho et al.,
2015; Ashour et al., 2019), e de bioprodutos (Lubian et al., 2000; Milledge, 2011; Faé
Neto et al., 2018). Estas microalgas apresentam valor nutricional que tornam a sua
biomassa muito adequada a alimentacdao de organismos cultivados (peixes, camardes €
moluscos), contendo altas concentracdes de acidos graxos poli-insaturados (Ferreira et

al., 2009; Borges et al., 2011; Ashour et al., 2019). Algumas caracteristicas apontadas
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como vantajosas na utilizacdo das espécies de Nannochloropsis para fins comerciais
sdo, por exemplo,: i) a alta eficiéncia fotossintética (Valdiveloo et al., 2016); ii) a alta
produtividade lipidica (Ma et al., 2016); iii) composicao rica em pigmentos (Faé Neto
et al., 2018); iv) o pequeno tamanho de seu genoma (9000-12000 genes) (Poliner et al.,
2015) v) a possibilidade de realizar seu cultivo com nutrientes aproveitados de efluentes

descartados por outras atividades (Mitra et al., 2016).

No entanto, a implantagdo de fazendas de cultivos massivo de espécies do género
Nannochloropsis ainda depende de aperfeigoamentos nas condi¢des de cultivo e no
desenvolvimento de novas tecnologias em todos os elos da cadeia produtiva (Chua e
Schenk, 2017). Ressalta-se que a viabilidade econdmica de um sistema de cultivo de
microalgas ¢ favorecida quando se obtém altas densidades celulares e com um gasto

minimo de energia e nutrientes (Borowitzka e Moheimani, 2013).

Neste contexto, uma boa mistura/circulagdo da coluna de agua dos tanques de
cultivo ¢ imprescindivel para se atingir uma alta produtividade desta e de outras
espécies de microalgas (Ugwu e Aoyagi, 2012). A importancia de uma boa
mistura/circulagdo da agua estd no fato de que esta minimiza a sedimentacdo das
c€lulas (Borowitzka e Moheimani, 2013), aumenta a frequéncia de exposicdo das
mesmas a luz e a nutrientes (Ugwu e Aoyagi, 2012), especialmente quando a densidade
de células comeca a aumentar, como acontece nas fases finais de crescimento em
cultivos massivos por batelada (Borowitzka e Moheimani, 2013). Além disso, a maior
movimentacdo da agua permite a manutencdo de outros parametros abidticos como
temperatura, salinidade, pH e taxa de transferéncia de gases em niveis Otimos e
homogéneos em toda a coluna de 4gua dos tanques de cultivo, propiciando um melhor

crescimento das microalgas (Ugwu e Aoyagi, 2012).

Dois mecanismos tipicos sdo empregados para produzir a circulagdo/mistura da
coluna de agua em tanques de cultivo. Primeiro, o uso de pas giratérias que,
mecanicamente, criam velocidades horizontais na 4agua, os quais ja foram
extensivamente otimizados e apresentam uma tecnologia estabelecida (Huang et al.,
2015; Zhang et al., 2015; Fernadndez et al., 2016). O segundo mecanismo ¢ a circulagdao
da coluna de 4gua vertical pela inje¢do de bolhas de ar no fundo do tanque. Este

procedimento forca o movimento da agua em direc¢ao a superficie do tanque, sendo este
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movimento gerado pelo gradiente de pressao formado pela transferéncia da energia das
bolhas de ar para a coluna de agua adjacente. A mistura por sistemas de coluna de
bolhas, como este, possui uma area de superficie maior que sistemas abertos, ou seja, a
coluna de agua mais alta em fotobiorreatores de coluna borbulhante permite um maior
tempo de contato das bolhas de ar com a coluna de dgua, resultando em um maior
coeficiente de transferéncia e em um aumento de energia transferida a ser utilizada para

mistura do tanque de cultivo (Kommareddy e Anderson, 2004).

De acordo com Acién et al. (2012), o sistema de mistura dos tanques de cultivo de
microalgas ¢ responsavel pelo gasto de cerca de 27 % da energia de todo o ciclo
produtivo de biomassa. Desta forma, a viabilidade econdmica de um sistema de cultivo
de Nannochloropsis s6 sera alcancada ultrapassando-se as limitagdes dos sistemas de
producao, de maneira que a producao de biomassa seja mantida em niveis que tornem o
balango produgdo/gasto positivo (Arudchelvam e Nirmalakhandan, 2012; Pegallapati et
al., 2013).

Ajustes no sistema de inje¢do de ar podem resultar em mudancas significativas na
demanda de energia para o sistema de cultivo e em um incremento na produgdo,
resultando em melhores condi¢des de cultivo das microalgas (Pegallapati et al., 2012;
Norsker e Barbosa, 2012). Sistemas de mistura/circulagdo por coluna borbulhantes
podem ser otimizados através de i) tamanho das bolhas de ar; ii) controle da vazdo de
ar; iii) distribuicado/numero de injetores de bolhas de ar no fundo do tanque de cultivo;
iv) geometria do tanque (Kulkarni e Joshi, 2005). Em todas estas abordagens, a ideia ¢
sempre aumentar o coeficiente de transferéncia de massa das bolhas de ar para a coluna

de 4gua (Rampure et al., 2007).

A otimizagao do sistema de inje¢do de ar vem sendo cada vez mais utilizada em
busca de tecnologias de cultivo mais produtivas e mais eficientes energeticamente. Por
exemplo, Bannari et al. (2011) conseguiram melhorar o desenho geométrico de um
airlift de volume util igual a 21 L, aumentando o coeficiente de transferéncia de massa
e diminuindo tensdes de cisalhamento. Yang et al. (2014) quantificaram a mistura
turbulenta em um fotobioreator de placa-plana de 15,45 L com diferentes vazdes de ar e
distribuicao de injetores de ar. Segundo os autores a turbuléncia em niveis ideais seria

capaz de conectar de maneira eficaz a dindmica de fluidos, a taxa fotossintética e o
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metabolismo da célula de microalga para determinar o desempenho de um sistema de
cultivo (Yang et al., 2014). Os autores determinaram condi¢des de turbuléncia (mistura
da coluna de &4gua) mais adequadas ao crescimento da microalga Scenedesmus
dimorphus. Yu et al. (2009) observaram o comportamento de parametros
hidrodindmicos como turbuléncia e porcentagem de zonas mortas de acordo com
diferentes geometrias de um airlift de 15 L e apOs a otimizagdo experimentos de
crescimento da microalga Isochrysis galbana foram avaliados em escala maior (300 L)
e provaram a maior eficiéncia para o sistema de injecdo de ar otimizado. Bitog et al.
(2014) avaliaram a porcentagem de zonas mortas, o tempo de circulagdo e a condigdo
de turbuléncia em um fotobioreator de 30 L com diferentes didmetros de injetores de ar,
diferentes geometrias do fotobiorreator e diferentes vazdes de ar. Os autores chegaram
a um sistema de injecdo de ar e de geometria do tanque otimizado que foi testado em
experimentos de cultivo com a microalga Chlorella vulgaris e resultou em um

aumento na producao de 214%.

O Laboratério de Producao de Microalgas (LPM), localizado na Estagdo Marinha
de Aquicultura da Universidade Federal do Rio Grande, possui sistemas de mistura de
coluna de 4gua por borbulhamento instalados em tanques fechados e abertos. No
primeiro caso, empregam-se fotobiorreatores cilindricos fechados com volume til
maximo de 330 L e uma coluna de agua de 1,25 m (Figura 2 A), e no segundo caso
utilizam-se tanques circulares abertos de 1600 L, com uma coluna de dgua de 0,30 m
(Figura 2 B). O sistema de injecdo de bolhas de ar utilizado para os tanques cilindricos
e circulares sdo basicos € ndo passaram por nenhum processo de melhoria. Sendo
assim, existe a necessidade de aprimoramentos destes tanques de cultivo, do LPM, para

uma maior produ¢do de Nannochloropsis oceanica.

Fotobiorreatores de coluna borbulhante, normalmente, apresentam menores
producdes se comparado a outras tecnologias (tanques) de cultivo de microalgas (Ugwu
e Aoyagi, 2012). No entanto, a utilizacdo destes apresenta algumas vantagens sobre a
construgdo de sistemas mais complexos, como um airlift, uma biocerca tubular, um
placa-plana e outros (Ugwu e Aoyagi, 2012). Fotobiorreatores de coluna borbulhante
sao simples em seu desenho nao possuindo partes moéveis, de facil construcido e
operagdo (Bitog et al., 2011). Possuem boa capacidade em manter o calor (menor

variacdo de temperatura que outros sistemas) (Bitog e Lee, 2017). Portanto, os custos
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de constru¢do e operacdo sao menores. Do ponto de vista hidrodinamico a sua
produtividade ndo ¢ muito boa, porém pode ser maximizada como foi realizada em
outros estudos mencionados anteriormente, € potencialmente se tornar um sistema de

viavel de producao de biomassa de N. oceanica.

A grande diferenca entre um fotobiorreator fechado e um tanque aberto circular,
ambos com sistemas de mistura por coluna borbulhante ¢ a altura da coluna de 4gua.
Uma menor coluna de agua no tanque circular (0,30 m) contra o fotobiorreator (1,25 m)
resulta em um menor gasto de energia para cada injetor de ar (Arudchelvam e
Nirmalakhandan, 2012). Além disso, Perner et al. (2003) argumentam que tanques mais
rasos (como o circular) apresentam menos gradientes de fatores abidticos, como
temperatura, salinidade, pH e de nutrientes e gases (oxigénio e dioxido de carbono). Por
outro lado, o nimero de injetores de ar ¢ muito mais elevado devido ao maior didmetro
do tanque (circular — 2,90 m vs. fotobiorreator 0,55 m) em consequéncia disto, uma

area muito maior de borbulhamento ¢ necessaria para manter uma boa mistura no

tanque.

A otimizagdo da circulacao no interior de tanques de cultivo de microalgas pode ser
realizada por experimentos em sistemas de larga escala e/ou em laboratorio. A
otimizacdo de um sistema em laboratério muitas vezes pode ndo apresentar um
comportamento igual quando escalonado para um volume maior (Bitog e Lee, 2017).
No entanto, otimizar todas a configuragdes possiveis, em larga escala, como tamanho
de bolhas de ar e vazdo de ar injetado em tanques pode vir a ser muito custoso,
necessitando de inumeros experimentos para se atingir a configuragdo ideal. Além
disso, os mecanismos para medi¢des hidrodinamicas no interior do tanque (velocidade
de circulacdo, por exemplo) sdo pontuais e para se determinar toda a condi¢do de
mistura na coluna de dgua seria necessario um arduo e longo trabalho (Bitog et al.,

2011).

A utilizacao da ferramentas numéricas como a Dindmica Computacional de Fluidos
(Computational Fluid Dynamics — CFD), pode minimizar o gasto de tempo e com
materiais. A utilizacdo desta ferramenta esta se tornando mais acessivel, uma vez que
computadores de alta performance se tornaram mais baratos nos ultimos tempos. A

utilizacdo do CFD permite, também, a avaliacio da otimizacdo de diversas
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configuragdes dos tanques de cultivo em pouco tempo, se comparado as mesmas
avaliacOes realizadas experimentalmente, pelo método de tentativa e erro, como ¢é

normalmente feito (Kommareddy e Anderson, 2004).

3.5. O uso de simulagdo numérica e tecnologia computacional na melhorias de

sistemas de cultivo de microalgas

Os fatos apresentados anteriormente demonstram que hd ainda muito o que fazer
para o aprimoramento de sistemas de cultivo massivo de microalgas, principalmente
para o cultivo de microalgas do género Nannochloropsis. A fim de se evitar um longo e
custoso caminho de tentativas e erros até se conseguir se chegar a um padrao 6timo de
sistemas de cultivo, empregamos neste estudo simulagdes numéricas do tipo Dinamica
Computacional de Fluidos (CFD) para projetar novos sistemas, avaliando-se diferentes
componentes como tamanho de bolhas e vazdo de ar. Estes afetam a dinamica de
flutuagao/sedimentacdo das microalgas no meio de cultivo (Bitog et al., 2017) e os

ciclos claro/escuro, aumentando a eficiéncia de fotossintese (Wijffels e Barbosa, 2010).

A ferramenta numérica que resolve as equagdes matematicas basicas da mecanica
dos fluidos, conhecida como Dinamica Computacional de Fluidos (CFD), esta
disponivel no Laboratorio de Interacdo Fluido Estrutura, da Escola de Engenharia da
FURG, como o programa comercial de CFD, STAR-CMM-+. Este programa resolve as
equacdes que regem a hidrodindmica/circulacdo no interior dos tanques de cultivo
(Ferziger e Peric, 2002). Todas as equagdes matematicas multifasicas que descrevem os
fendmenos de inje¢do de bolhas de ar no fundo do tanque, a subida destas a superficie e
a interagdo do ar com a coluna de agua (transferéncia de energia) sdo resolvidas
numericamente pelo STAR-CCM+ (Siemens, 2017). Algumas carateristicas das bolhas
de ar sdo necessarias com varidveis de entrada destas equagdes a serem resolvidas,
como tamanho de bolha de ar e velocidade de subida das bolhas de ar (Neto et al.,
2008). Uma série de estudos realizados com esta tecnologia estdo descritos na revisao

bibliografica realizada por Bitog et al. (2011).

Através das simulacdes numéricas as melhores condi¢des de circulagdo da agua
foram analisadas para se evitar sedimentagdo e disponibilizar mais luz as células e,

consequentemente, atingir um aumento de produtividade com minimizagdo do gasto de
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energia em sistemas de mistura por injecdo de bolhas de ar em fotobiorreatores
cilindricos fechados de 330 L e em tanques circulares abertos de 1600 L utilizados no

cultivo da microalga marinha N. oceanica.

O desafio de producao de biomassa de microalgas em larga escala com um sistema
economicamente viavel permanece necessitando solugdes de baixo custo. Podendo ter
suas respostas em abordagens multidisciplinares, que envolvam a utilizacdo de
ferramentas da engenharia (como CFD), visando uma alta produgcdo em larga escala
com um gasto minimo de energia (Wijffels e Barbosa, 2010). Fatores que devem ser
fortemente considerados neste desafio sao a penetragdo e a distribuicdo da luz, a
mistura e a distribui¢do de zonas mortas nos tanques de cultivo (Bitog e Lee, 2017).
Esses fatores estdo intimamente inter-relacionados entre si fazendo com que este
desafio seja ainda mais complexo. E muito importante, ainda, que todas as melhorias
resultantes do desenvolvimento de um sistema viavel de cultivo leve em conta o gasto
de energia deste sistema a ser otimizado (Wijffels e Barbosa, 2010). Aprimorar o
sistema de mistura/circulagao de um tanque de cultivo surtird efeito em todos os fatores

mencionados, tanto no aumento de producao quanto na economia de energia.

4. OBJETIVO GERAL

Aumentar a produgdo e diminuir o gasto de energia do cultivo massivo da microalga
marinha Nannochloropsis oceanica através da melhoria do sistema de inje¢do de ar
(mistura) em sistemas fechados (fotobiorreatores) e abertos (tanques circulares) de

producao de microalgas.

4.1. Objetivos Especificos

* Determinar o diametro do injetor de bolhas de ar que melhor transfere
energia para a coluna de 4gua, minimizando zonas mortas e melhorando a
mistura, sem um custo adicional de energia;

* Investigar o fator de gatilho para uma maior producdo de biomassa resultado

de um sistema de injecdo de bolhas de ar menores;
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* Desenvolver melhorias no sistema de producdo de N. oceanica em

fotobioreatores de coluna borbulhante através do controle da vazao de ar.

4.2. Hipoteses

* O sistema de injecdo de bolhas menores € capaz de transferir mais energia
para a coluna de 4gua, resultando em uma redugdo de zonas mortas, maior
mistura da coluna de dgua, e consequentemente uma maior produtividade;

* A disponibilidade de luz ¢ um fator limitante quando a densidade de cultivo
aumenta e esta limitagdo pode ser minimizada por uma mistura da coluna de
agua mais eficiente com o uso de bolhas menores;

* O ajuste da vazdo de ar em um nivel moderado resultarda em um maior

equilibrio entre producao de biomassa e o custo do gasto de energia.

5. ESTRUTURA DA TESE

No capitulo 1 desta Tese, avaliamos a alteracdo dos didmetros dos injetores de
bolhas de ar responsdveis pela mistura de tanques de cultivo em dois sistemas de
producao, fotobiorreatores de 300 L e tanques circulares de 1600 L, sem alterar o gasto
de energia. Os resultados deste capitulo foram publicados no trabalho “Hydrodynamic
performance of two air nozzles diameters on the massive microalgae culture:
Computational and Experimental approaches” por B. Kubelka, W. Pinto e P.C. Abreu.
2017. Algal Research 27: 318-324. (Anexo )

No capitulo 2, testamos as hipoteses que as células de microalgas seriam limitadas
por luz, ou nutrientes e que esta limitacdo seria superada pelo emprego de bolhas
menores. Os resultados deste capitulo foram publicados no trabalho “The action of
small bubbles in increasing light exposure and production of the marine microalga
Nannochloropsis ocednica in massive culture systems” por B. Kubelka, F. Roselet, W.

Pinto e P.C. Abreu. 2018. Algal Research. 35: 569-576. (Anexo II)

17



No capitulo 3, foi realizada a avaliacdo de um balango entre produgdo e o gasto de
energia para determina¢do da condi¢do 6tima de vazdo de ar. Trabalho a ser submetido

para Algal Research.
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6. CAPITULO 1- RESUMO EXPANDIDO

O aumento da escala de sistemas de produgao de microalgas passa pela minimizagao da
sedimentacao das células de Nannochloropsis oceanica pelo aumento da mistura da
coluna de agua. Uma maior mistura da coluna de dgua resulta em um aumento na
produtividade, com maior exposi¢do das cé€lulas a luz e nutrientes. Neste estudo
comparou-se o efeito de bolhas menores (6,5 mm), produzidas por nove dispersores de
1 mm de diametro, com bolhas maiores (9,0 mm) produzidas por um tnico dispersor de
3 mm de diametro. O uso de bolhas menores resultou no aumento da producao de até
36% da biomassa da microalga N. oceanica em fotobiorreatores cilindrico fechado com

volume de 300 L e tanques circulares aberto de 1600 L.

Palavras-chaves: Zonas mortas; Cultivo de microalgas; Escalonamento; Mistura da

coluna de 4gua.

6.1. Introducdo

A transi¢do de producdo de microalgas em pequeno volume e condi¢des controladas
no laboratorio para milhares de litros em tanques de cultivo expostos, sujeitos a
oscilagdes naturais de temperatura, irradidncia e precipitagdo € um obstaculo para
atingir altas produtividades em fazendas comerciais. A busca de altas produtividades
vem sendo topico de diversos estudos na atualidade, principalmente através de
melhorias pela engenharia genética ou pelo desenvolvimento de novas tecnologias que
aumentem a producdo e diminuam o custo de energia do sistema de cultivo

(Borowitzka e Moheimani, 2013).

A criacdo de padrdes de circulagdio no interior do tanque de cultivo pela
transferéncia de energia para a coluna de dgua pode ser realizada pela injecdo de bolhas
de ar no fundo do tanque. A movimentagdo das bolhas em direcdo a superficie do
tanque, resulta em uma movimentacao na coluna de agua adjacente (Borowitzka e
Moheimani, 2013). A reducdo do tamanho de bolhas de ar resulta no aumento do
coeficiente de transferéncia de massa e, como consequéncia, mais energia ¢ transferida
para a coluna de 4gua (Kulkarni e Joshi, 2005). Como consequéncia ocorre uma

redu¢do no volume de zonas mortas e um aumento na turbuléncia. Este trabalho
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avaliou, através de simulacdes de Dindmica de Fluido Computacional (CFD) e
experimentos, o volume de zonas mortas e a turbuléncia resultante de dois sistemas de
injecdo de bolhas de ar com diferentes tamanhos. Um sistema padrao de borbulhamento
do Laboratorio de Producdo de Microalgas da Universidade Federal do Rio Grande,
composto por um Unico injetor de 3 mm de didmetro, foi comparado a outro sistema
com um conjunto de nove injetores de 1 mm de diametro cada, perfazendo nos dois
casos a mesma area. Apos as analises numéricas, experimentos de crescimento foram
realizados para comprovagdao dos resultados numéricos em sistemas de cultivo

fotobiorreator cilindrico fechado de 300 L e tanque circular aberto de 1600 L.

6.2. Materiais e Métodos

O programa comercial, STAR-CCM+, foi utilizado para realizar as simulagdes de
CFD. Este programa inclui ferramentas de geracdo de geometria e malhas
tridimensionais. Através destas, as duas configuragdes de injetores de ar foram
desenhadas computacionalmente. A primeira reproduzindo o sistema padrdo do
Laboratorio de Producdo de Microalgas (LPM) da Universidade Federal do Rio
Grande, um unico injetor de 3,0 mm de didmetro, que produz bolhas de 9,0 mm de
diametro (Roselet et al., 2013). O outro sistema foi desenvolvido com um conjunto de
nove injetores de bolhas de 1,0 mm de didmetro cada, produzindo bolhas de 6,5 mm de
diametro. A lei de Stokes foi aplicada na célula de microalga para calcular sua
velocidade de sedimentacao. Em seguida, a partir da velocidade vertical da coluna de
agua (parametro de saida das simulagdes). Com esta velocidade de sedimentagdo

tedrica € possivel determinar o volume de zonas mortas do tanque de cultivo.

Os resultados numéricos foram verificados por quatro experimentos de cultivo da
microalgas marinha Nannochloropsis oceanica em dois tanques de cultivo diferentes,
fotobiorreator cilindrico fechado de 300 L (dois experimentos) e tanque circular aberto
de 1600 L (dois experimentos). O meio de cultura empregado utilizou fertilizantes
comerciais de baixo custo, contendo sulfato de aménio (0,15 g L), uréia (0,0074 g L)
e superfosfato de calcio (0,025 g L") (Faé Neto et al., 2018). Ambos os sistemas de
cultivo foram submetidos a iluminagdo natural e tiveram a duragdo de 12 dias (fim da

fase exponencial de crescimento). Medidas de crescimento (absorbancia) e de fatores
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abidticos (pH, temperatura e salinidade) foram realizados a cada dois dias logo acima
(10 cm aproximadamente) do sistema de injecao de ar, mantendo uma homogeneidade
na amostragem. O crescimento celular foi determinado pela absorbancia em um
comprimento de onda de 750 nm medidos com um espectrofotdmetro FEMTO 600S.
Para todos os dados analisados no presente trabalho, diferencas significativas (com

95% de intervalo de confianca) foram testadas por ANOVA com medidas repetidas.

6.3. Resultados e Discussoes

Uma velocidade de sedimentacdo de 2,0E® m s™' foi estimada através da Leis de
Stokes. Esta velocidade corresponde ao valor da intensidade de circulagdo necessario
para manter em suspensdao uma célula de N. oceanica. Quando a velocidade de
circulacdo no interior do tanque esteve abaixo desta, formaram-se zonas de
sedimentacao conhecidas como zonas mortas. Esta velocidade ¢ muito mais baixa do
que a citada na literatura como a velocidade de formacdo de zonas mortas (Yu et al.,
2009; Gomez-Pérez et al., 2015). Isto pode resultar em economia de energia e ser

crucial para se atingir produgdes viaveis em tanques de maior volume.

Nas simulagdes por CFD foi observado uma reducao de trés pontos percentuais na
presenga de zonas mortas no sistema de injecdo de ar com bolhas menores (9x1 mm).
As bolhas menores conseguem transferir mais energia para a coluna de dgua adjacente
em comparacdo com o sistema padrdao (1x3 mm), com bolhas maiores. Além disso, o
sistema de injecdo de ar melhorado apresentou uma dissipagdo mais homogénea da
energia turbulenta na coluna de agua. Sugerimos que ambas as andlises poderiam
justificar um aumento na producao do sistema de injecao de ar melhorado, com bolhas
menores, sem um acréscimo no gasto de energia. Logo, esses resultados foram testados

experimentalmente.

Nos experimentos dos fotobiorreatores cilindricos fechados de 300 L o ganho de
densidade do sistema otimizado sobre o sistema padrdao do LPM foi de 16% no
primeiro experimento e 36% no segundo. Para os tanques circulares aberto de 1600 L,
foi observado um ganho de biomassa de 33% no terceiro experimento e de 7% no

quarto experimento. Todos estes resultados de ganho foram calculados a partir de uma
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densidade final dos experimentos de cultivo estatisticamente (p<0,05) maior do sistema

de injec¢ao de ar melhorado (bolhas menores).

6.4. Conclusoes

As varidveis de desempenho hidrodinamico aplicadas neste trabalho, obtidas a partir
da saida das simulagdes de CFD, se mostraram bons indicadores para a selecao de
sistemas de cultivo de microalgas mais produtivos. O sistema de injecao de bolhas de ar
melhorado com bolhas menores resultou em um menor volume de zonas mortas e uma
dissipagdo mais homogénea da energia de turbuléncia na coluna de agua, sugerindo
uma maior mistura da coluna de 4gua sem acréscimo no gasto de energia. Os resultados
numéricos se mostrara adequados para aplicacdo em estudos de melhorias de sistemas
de cultivo, quando foi observado ganhos de densidade significativos em ambos os
sistemas de cultivo, isto €, tanto fotobiorreatores cilindricos fechados (300 L), como

tanques circulares abertos (1600 L).
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7. CAPITULO 2 - RESUMO EXPANDIDO

O desenvolvimento de um sistema de produ¢do economicamente viavel depende de um
cultivo altamente denso com um gasto minimo de energia. Estudos anteriores
mostraram que a redu¢do do tamanho de bolhas de ar (9,0 mm para 6,5 mm) resultou
em ganho de biomassa de Nannochloropsis oceanica sem um gasto extra de energia.
No entanto, diferencas na producao foram verificadas somente a partir do quarto dia de
cultivo. Hipotetizamos que tais diferengas devem resultar de uma maior exposi¢ao das
células a luz incidente ou, alternativamente, a uma maior absor¢ao de nutrientes
inorganicos dissolvidos (N e P). Para testar estas hipotese, a concentragdo de nutrientes
e irradiancia foram medidas durante 10 dias de cultivo em fotobiorreatores cilindricos
de 330 L e tanques abertos circulares de 1600 L. Os resultados mostraram que a
concentracdo de nutrientes ndo foi estatisticamente diferente entre os tratamentos. No
entanto, as diferencas entre produ¢ao de biomassa comegaram a aparecer somente
quando a densidade de cultivo chegou a certo limiar e a intensidade de luz a 5,0 cm de
profundidade foi consideravelmente reduzida, indicando que a luz ¢é o fator limitante e
que o sistema de borbulhamento otimizado, expde as células mais frequentemente a luz.
Estes resultados foram confirmados também por simulacdes Lagrangianas por modelo

de Dinamica Computacional de Fluidos (CFD).

Palavras-chaves: Melhorias na mistura; Concentragdo de nutrientes; Limitagdo do

crescimento microalgal; disponibilidade de luz; Dinamica de Fluidos Computacional.

7.1. Introducdo

A interagdo entre a fisiologia da célula e uma mistura da coluna de agua eficiente é
uma abordagem chave para aperfeigoar sistemas de cultivo de microalgas (Tredici,
2010). Uma mistura eficiente podera fornecer nutrientes para a c€lulas de forma mais
eficiente (Andersen, 2005) e/ou gerar maior exposicao das microalgas a luz incidente
(Carvalho et al., 2011). A demanda energética do sistema de mistura deve manter estas
condigdes Otimas com gasto minimo, maximizando a producdo e minimizando os
custos (Borowitzka e Moheimani, 2013). Kubelka et al. (2017) mostraram que o uso de
bolhas menores gera um ganho de biomassa observado de 7,0 até 36,0 % em relagdo a

condi¢des com bolhas maiores, sem gasto extra de energia. Entretanto, estes autores
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observaram que diferencas de biomassa somente ocorriam apds quatro a seis dias de
cultivo em fotobiorreatores cilindricos fechados (330 L) e em tanques circulares abertos
(1600 L). Porém, a causa especifica deste padrao repetitivo de diferenca entre a
producao dos diferentes tamanhos de injetores de bolhas de ar com diferentes didmetros

permaneceu incerta (9x1,0 mm vs. 1x3,0 mm).

Durante o crescimento de um cultivo por batelada de microalgas, a densidade do
cultivo aumenta no decorrer do cultivo até o final da fase exponencial. Nas fases
posteriores de crescimento (estacionaria e senescente) a penetracao da luz ¢ reduzida e
a concentracao de nutrientes decresce (Borowitzka e Moheimani, 2013). Neste estudo,
testamos a hipotese de que a disponibilidade de luz e/ou nutrientes seriam fatores
limitantes para o crescimento da microalga marinha Nannochloropsis oceanica, sendo
que o sistema de borbulhamento melhorado minimizou uma destas limita¢des. Para
testar esta hipdtese, foram realizados experimentos com tratamentos de diferentes
tamanhos de bolhas de ar em diferentes tanques de cultivo (fotobiorreatores cilindricos
fechados e em tanques circulares abertos), como descrito em Kubelka et al., (2017).
Para isto, medidas de nutrientes e irradiancia foram realizadas simultaneamente com as
medidas de producdo de biomassa durante 10 dias de cultivo. Adicionalmente,
simulagdes com um modelo Lagrangiano foram realizadas pelo programa comercial de
Dindmica de Fluidos Computacional, STAR-CCM+, com o objetivo de comparar a
frequéncia de exposi¢do das células de microalgas a luz incidente nos dois tamanhos

diferentes injetores de bolhas de ar.

7.2. Materiais e Métodos

Os experimentos de crescimento da microalga marinha N. oceanica seguiu a mesma
metodologia que o trabalho anterior. Porém, agora as medi¢des de crescimento foram
realizadas pelo método de peso seco por filtros de fibra de vidro de 0,7 um previamente
secos. O filtrado foi usado para medir as concentragdes dos seguintes nutrientes: i)
nitrogénio amoniacal (N-NH4"); ii) nitrato (N-NO3y"); iii) fosfato (P-PO,4 ). Além disso,
medicoes de irradidncia a 5,0 cm de profundidade foram realizadas pelo sensor da
LICOR, modelo 192. A ANOVA de medidas repetidas foi aplicada e ndo mostrou

diferengas significativas no valores iniciais de concentracdo de nutrientes e biomassa.
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Valores similares de irradidncia (entre os tratamentos) foram medidos na superficie de
cada tanque durante todos os dias de experimentos. As amostragens foram realizadas a

cada dois dias.

Os tanques computacionais e suas malhas foram os mesmos que nas simulacdes do
trabalho anterior. Porém neste trabalho, além de simular a movimentagdo de ar e agua,
uma terceira fase foi adicionada, as particulas de N. oceanica. Caracteristicas como o
didmetro da célula (4,0 um) e a densidade de cultivo (1050 kg m™) foram inseridas
como entrada do modelo. Assim, um modelo Lagrangiano no programa comercial,
STAR-CMM+, foi utilizado para simular a trajetoria da particula/célula de microalga

no interior de um fotobiorreator cilindrico fechado de 330 L.

7.3. Resultados e Discussoes

Assim como no Capitulo anterior, os sistemas de injecdo de bolhas de ar menores
(injetores de 9x1 mm de diametro; bolhas de 6,5 mm de didmetro) apresentaram ganhos
significativos de biomassa ao final do periodo de cultivo. Nos experimentos 1 e 2, com
o fotobiorreator, os ganhos foram de 22% e 24%, respectivamente e no experimento 3,
com o tanque circular, o ganho de biomassa foi de 43%. A diferenga na produgdo da
biomassa ficou evidente mais uma vez apds quatro a seis dias de cultivo, em ambos os
sistemas de cultivo. Neste periodo de cultivo a concentragdo de nutrientes nao foi
diferente entre os tratamentos, indicando que nutrientes inorganicos dissolvidos nao
foram limitantes ao crescimento das microalgas nos trés experimentos. Mais
precisamente, a concentragdo de nutriente permaneceu elevada do inicio ao fim do

periodo de cultivo avaliado.

Por outro lado, no periodo de 4-6 dias de cultivo houve uma queda brusca (de 200
para menos que 50 pmol photons m™ s7?) na irradidncia incidente a 5,0 cm de
profundidade para todos os experimentos (fotobiorreatores e tanque circular), o que
indica que a luz ¢ um fator limitante devido, provavelmente, ao auto-sombreamento das
células no cultivo. Sugerimos também que condi¢des de maior turbuléncia (mistura da
coluna de agua) no sistema de injecdo de bolhas de ar menores (9x1 mm) resultou um
melhor aproveitamento da pouca disponibilidade de luz, incrementando a produgao do

cultivo.
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As simulagdes de acompanhamento das trajetorias das células no interior do
fotobiorreator mostraram que o sistema de inje¢cao de bolhas de ar menores (9x1,0 mm)
resultaram em uma aumento de uma ordem de grandeza na frequéncia de exposi¢ao a

luz, se comparado ao sistema com bolhas maiores.

7.4. Conclusoes

Os dados experimentais aqui avaliados mostram que as concentragdes de nutrientes
nao foram afetadas pelo tratamento com bolhas de ar menores. No entanto, as medidas
de irradiancia mostraram que no periodo de quatro e seis dias de cultivo, a luz no
tanque foi reduzida significativamente como consequéncia do crescimento celular.
Neste ponto, a luz se torna um fator limitante para o crescimento de microalgas.
Entretanto, uma condi¢do de mistura melhorada, resultante das bolhas menores,
minimizou essa limitagdo. Portanto, um ganho significativo de biomassa foi observado
no sistema com bolhas menores se comparado ao com bolhas maiores. Os resultados
numéricos corroboraram essas observagdes experimentais, mostrando que a
distribuicdo otima de turbuléncia e a transferéncia de movimento de ar para cultura
resultam em maior frequéncia de exposi¢ao a luz e menor tempo de permanéncia em

areas escuras do tanque de cultivo.
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8. CAPITULO 3
RESUMO

O alto contetido lipidico, juntamente com caracteristicas de alta produtividade e
rusticidade da microalga marinha Nannochloropsis oceanica, faz com que seu cultivo
massivo tenha um alto potencial de uso como fonte lipidica para biocombustiveis e
bioprodutos. Entretanto, o custo de producao da biomassa de microalgas ¢ ainda muito
elevado para que estas atividades comerciais prosperem. A inje¢do de bolhas de ar é
uma etapa essencial do dispendioso processo de cultivo de microalgas, impedindo a
sedimentacao das células e aumentando a exposicdo destas a luz e nutrientes, sendo
necessario melhorar este sistema para se aumentar a mistura/circulagao da coluna de
agua de fotobiorreatores de colunas borbulhantes. O controle da vazdo de ar que entra
no tanque ¢ uma maneira eficaz de reduzir a demanda de energia e, consequentemente,
os custos da producdo da biomassa. Com auxilio da ferramenta Computational Fluid
Dynamics, a eficiéncia de cinco vazdes de ar foi avaliada. Dentre estes testes, trés casos
de simulacdo foram selecionados para realizacdo de experimentos de crescimento em
fotobiorreatores cilindricos fechados com volume de 330 L. Estas vazdes foram
escolhidas por apresentar como resultados menor percentual de zonas mortas € menor
demanda de energia. Nos experimentos, a energia liquida resultante foi calculada
considerando a demanda de energia do sistema de injecdo de ar e a estimativa da
energia extraida do lipidio produzido pelas microalgas com estas vazdes de ar. O
melhor desempenho ocorreu no caso 2 (0,0024 vvm), mesmo apresentando uma energia
liquida negativa (-2,65 + 0,51 W m™). Entretanto, este resultado pode ser melhorado
com melhorias adicionais do sistema de injecdo de ar para o fotobiorreator de coluna
borbulhante com volume de 330 L, que serdo determinados em futuras simulagdes

numeéricas.
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ABSTRACT

The high lipid content, along with other environmentally friendly characteristics of the
production of marine microalgae Nannochloropsis oceanica, makes its biomass a high
potential of use as a lipid source for biofuels and bioproducts. However, the cost of
producing microalgae biomass is still too high for these commercial activities to thrive.
The injection of air bubbles is an essential and expensive process of microalgae
cultivation, preventing the cells to settle and increasing their exposure to light and
nutrients, and it is necessary to improve this system to increase the mixing/circulation
of the water column of bubble column photobioreactors. Controlling the air flow rate
entering the tank is an effective way to reduce the energy demand and, consequently,
the costs of biomass production. With the help of the Computational Fluid Dynamics
tool, the efficiency of five airflow rates was evaluated in closed cylindrical
photobioreactors of 330 L. Among these tests, three simulation cases were selected for
growth experiments. These air flow rates were chosen due to the lower percentage of
dead zones and lower energy demand. The resulting net energy was calculated
considering the energy demand of the air injection system and the estimated energy
extracted from the lipids produced by the microalgae with these airflows. The best
performance occurred in case 2 (0.0024 vvm), even with a negative net energy (-2.65 +
0.51 W m™). However, this result can be improved with additional improvements of the
air injection system for the 330 L bubble column photobioreactor, which will be
determined in the future with numerical simulations that will allow to balance the

energy use with the achieved productivity.

1. INTRODUCAO

Nas tultimas décadas, houve um numero crescente de pesquisas voltadas ao cultivo
massivo de microalgas marinhas do género Nannochloropsis (Borowitzka, 1999;
Narala et al., 2016). Isto esta, em parte, relacionado ao potencial destas microalgas em
produzir grandes quantidades de lipideos e acidos graxos poli-insaturados de elevado
valor comercial (Alves Sobrinho et al., 2015; Borges et al., 2016). Em algumas espécies
do género Nannochloropsis o conteudo de lipideos pode representar at¢ 60% da

biomassa seca (Rodolfi et al.,, 2009). O alto conteudo lipidico, juntamente a
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possibilidade de utilizar como meio de cultura nutrientes (Nitrogénio e Fdsforo)
aproveitados de efluentes descartados por outras atividades (Mitra et al., 2016), bem
como neutralizagdo de gases do efeito estufa, especialmente o dioxido de carbono
(Borowitzka e Moheimani, 2013), fazem com que o desenvolvimento de um sistema
de producao de Nannochloropsis de baixo custo e de alta rentabilidade comercial seja

de particular interesse (Chua e Schenk, 2017).

A viabilidade econdmica de um sistema de cultivo de microalgas depende de
cultivos altamente densos com um gasto energético minimo (Acién et al., 2012). Ou
seja, a producao da microalga precisa apresentar ganhos liquidos no balango energético
entre o gasto de sua producdo e a energia que pode ser extraida de sua biomassa
(Arudchelvam e Nirmalakhandan, 2012; Pegallapati et al., 2013) ou, pelo menos, de
valores do balango de energia liquidos neutros (zero). Um balango positivo pode ser
conseguido ultrapassando as limitagdes como a alta demanda de energia para misturar e
circular as células de microalgas no interior de tanques de cultivo (Norsker e Barbosa,
2012). De toda a cadeia de producdo de biomassa de microalgas, aproximadamente
27% do custo total deve-se ao consumo de energia do sistema de mistura de tanques de
cultura (Acién et al., 2012). Entretanto, ajustes no sistema de injecdo de ar sdo de
simples execugdo e podem resultar em mudancas significativas, reduzindo a demanda

de energia do sistema de cultivo (Bitog et al, 2011).

Controlar a vazao de ar dos sistemas de mistura ¢ uma forma eficaz de melhorar o
balanco energético de um reator de producao de microalgas (Pegallapati et al., 2013).
No entanto, se a vazao de ar injetada no tanque de cultivo for reduzida, a velocidade
superficial do géas dentro do tanque também sera reduzida (Kulkarni e Joshi, 2005). Isso
pode resultar no aumento da sedimentagdo das células de microalgas formando as
chamadas zonas mortas (Kubelka et al., 2017; Yang et al., 2014), diminuindo sua
produtividade (Kubelka et al., 2018). Para se obter maxima produ¢do com menor custo,
deve-se encontrar uma vazao de ar 6tima, que permita méxima circulacdo da agua e
producao da microalga (Sierra et al., 2008). Calculando a energia liquida decorrente da
diferenca entre a energia gasta para se produzir a microalga e a energia que se pode
extrair desta biomassa produzida permite uma estimativa do balango energético que
pode ser utilizado para melhorias nas vazdes utilizadas nos tanques de cultivo. Neste

estudo a determinagdo da energia liquida foi determinada pela diferenga entre a energia
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gasta no sistema de injecdo de bolhas de ar e a energia estimada através da extragdao de
lipidios da biomassa das microalgas produzidas (Arudchelvam e Nirmalakhandan,

2012; Pegallapati et al., 2013).

Alguns trabalhos foram realizados para encontrar vazdes de ar 6timas em tanques
de cultivo de microalgas. Por exemplo, Norsker et al. (2012) estudaram a relagdo das
vazoes de ar e o balanco energético liquido em reatores de placa-plana e evidenciaram a
forte influéncia da hidrodinamica do sistema de inje¢ao de ar na economia da biomassa
de microalgas. Modificacoes na velocidade de entrada de ar de fotobiorreatores
tubulares foram feitas por Zhang et al. (2013), observando a relagdo de produtividade e
consumo de energia, os autores descobriram que a maior velocidade de entrada causava
dano celular em microalgas de agua doce Chlorella sp. e a velocidade intermedidria foi

escolhida como a mais benéfica para a produgdo e a economia do sistema.

O fotobiorreator de 330 L (PBR) do Laboratério de Produgdo de Microalgas na
Universidade Federal do Rio Grande (FURG) ¢ usado para cultivar a microalga
marinha Nannochloropsis oceanica. Desde 2013 varios estudos foram realizados para
desenvolver um sistema de produgdo de baixo custo e economicamente viavel (Roselet
et al., 2013; Kubelka et al., 2017; Kubelka et al., 2018), de modo que os altos valores
nutricionais e conteudos lipidios desta microalga possam ser produzidos em larga
escala em instalagdes comerciais (Borges et al., 2016; Fa¢ Neto et al., 2018). Os
sistemas de injecao de ar dos PBR ja foram otimizados em relacdo ao tamanho da bolha
(Kubelka et al., 2017; Kubelka et al., 2018). Neste estudo pretendemos determinar a
vazao de ar mais adequada para o sistema de cultivo em questdo, levando em conta a
producao final de biomassa de Nannochloropsis oceanica ¢ o balanco liquido de
energia gasto para atingir essa producdo final. O programa de Dindmica dos Fluidos
Computacional (CFD) foi utilizado para se testar in silico as melhores vazdes de ar para
a producdo mdaxima da microalga N. oceanica. A partir destas simulagdes que
avaliaram a porcentagem de zonas mortas, foram selecionadas algumas vazdes para

serem testadas experimentalmente em fotobiorreatores cilindricos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Simulacgoes da otimizacdo da vazdo de ar
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2.1.1. Geometria e malha computacional do tanque

r

A geometria do tanque ¢ uma reprodugcdo computacional de um arranjo
experimental no Laboratorio de Producdo de Microalgas da Universidade Federal do
Rio Grande. A Figura 1 mostra os dois tanques, representacdo numeérica e configuragao
experimental. O volume de uso regular para o fotobiorreator de cultura ¢ de 330 L (0,33
m™) com uma altura de coluna de agua de 1,25 m. Testes de sele¢do de malha foram
executados (Kubelka et al., 2017) e os diagnosticos de malha foram avaliados
(Siemens, 2017), ambos os procedimentos garantiram alta qualidade de malha para as

simulacdes atuais.

Figura 1: Fotobiorreator de 330 L de coluna borbulhante utilizados no estudo de

otimizacao da vazao de ar no Laboratério de Produg¢dao de Microalgas da Universidade
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Federal do Rio Grande, Brasil. A) configuracdo experimental; B) Geometria

computacional/malha do tanque; C) Aproximagao dos injetores de ar.

2.1.2. Condicéoes iniciais e de contorno

Na medida em que as simulagdes sdo executadas, o ar entra pelo fundo do tanque
através de um bocal de ar composto por nove injetores de ar de 1 mm (Kubelka et al.,
2017) (Figura 1C). Uma condig¢do de desgaseificacdo (saida de ar) foi ajustada para a
parede superior do fotobiorreator (PBR). As paredes do tanque ndo permitem a saida de
ar nem de agua. O ajuste da vazdo de ar (Q) foi controlado numericamente pela
velocidade inicial do ar (U), a qual ¢ calculada pela Equacao 1 e os calculos das

condigdes iniciais de velocidade sdo mostrados na Tabela 1.

U= % Equacao 1

Onde A ¢ a area de injegao das bolhas de ar.

Outras condicdes iniciais aplicadas nas simulagdes multifasicas sdo a densidade de
particulas de microalgas (1050 kg m™), tamanho médio de bolha (6,5 mm), velocidade
média de subida da bolha (0,72 m s™) e didmetro de particulas/microalgas (4,0 pm).
Estes sdo parametros essenciais de entrada e sdo descritos em detalhes por Kubelka et

al. (2017) e Neto et al. (2008).

Tabela 1: Resultados das simulagdes de CFD para todos os casos estudados. Q
corresponde a vazao de ar, U ¢ a velocidade de entrada do ar, correspondentes a Q, para
as simulagdes, DZ ¢ a porcentagem de Zonas Mortas e P;, ¢ a demanda de energia do

sistema de injecao de ar.

Q U DZ Pin
Caso 4 3
(vvm) (ms”) (%) (Wm™)
1 0,0012 0,105 86,25 3,03
2 0,0024 0,210 77,49 6,06
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3 0,0082 0,720 75,55 21,00
4 0,0170 1,470 74,12 42,00
5 0,0242 2,100 73,82 63,00

2.1.3. Melhorias e consideracoes hidrodindmicas

Os fotobiorreatores do Laboratério de Producdo de Microalgas possuem um sistema
de mistura por coluna borbulhante, onde o ar entra no fundo e no centro do tanque e as
bolhas de ar sobem para a superficie da dgua. Zonas mortas sdo criadas onde uma
velocidade minima na dgua nao ultrapassa a velocidade de sedimentacdo caracteristica
da espécie. As zonas mortas de Nannochloropsis oceanica podem ser evitadas por
velocidades verticais acima de 2,06E°® m s (Kubelka et al., 2017). A velocidade de
sedimentacao de N. oceanica foi comparada, para um segundo de simulagdo, com
velocidades médias para todo o volume do tanque. Em cada caso analisado, foi
determinada uma porcentagem de zonas mortas (DZ). DZ foi utilizado como variavel
de melhoria para selecionar os casos a serem testados experimentalmente (Kubelka et

al., 2017).

2.2. Meétodos de cultivo

2.2.1. Condicoes da cultura

A espécie utilizada nos experimentos de cultivo, N. oceanica (Eustigmatophyceae),
foi cultivada em 4gua do mar natural (a salinidade variou de acordo com a €poca do ano
e o clima - Tabela 2) e filtrada através de filtros de polipropileno de 1,0 um. Apds a
filtragdo, hipoclorito de sédio a 12% (0,15 mL L) foi adicionado e apds 24 horas foi
neutralizado com 4cido ascérbico (30 mg L) (Andersen, 2005). Um meio a base de
fertilizante foi adicionado no inicio do experimento e foi composto por sulfato de
amonio (150,0 mg L), ureia (7,5 mg L) e superfosfato de calcio (25,0 mg L) (Faé
Neto et al, 2018). Os tanques foram colocados em estufas externas, de modo que a
irradiancia e o fotoperiodo foram naturais. O posicionamento dos fotobiorreatores foi
idealizado para mitigar o sombreamento entre os tanques, assim a luz incidente foi

igual para cada tanque (Tabela 2). Temperatura e pH ndo foram controlados, mas foram
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medidos todos os dias como mostrado na Tabela 2. Amostras de todas as variaveis

analisadas foram coletadas 10,0 cm acima dos injetores de ar para garantir uma amostra

de cultura bem misturada.

Tabela 2: Data, estacdo, média £ DP, valores minimo e maximo de temperatura (T - °© C),

salinidade (S), pH e Irradidncia Superficial (Lsy,p) medidos durante experimentos de

crescimento (Exp.) Com a microalga marinha Nannochloropsis oceanica em 330 L

fotobiorreator cilindrico fechado vertical (PBR) com a vazdo de ar correspondente (tratamento)

- Q
Exp. Data/estacao (V\?m) (QE) pH S Lsup
28.94 + 3.66 9.45+ 0,59 2007027 72034+ 370,54
13250 Dec. 0,0024 2275-3550  7,69-9.89  20,00—21,00 179,50 — 1235,00
! 20;3;’;‘;??31 204443690 9474064 20214054  697.63 +337.07
0,017 2275-3500  7,58-993  20,00—21,50 230,20 — 1230,00
33,75+ 1,28 8,51 + 0,39 33,85+0,58 910,73 = 16841
o e 0,0024 31,40-37,10  7.45-9,05  33,15-3472 555530 — 1099,00
05" — 15" Jan.
2 20;5;’;‘;??31 33,51 + 1,45 8,42 + 0,40 33,89+0,67 768,36+ 216,66
0,017 31,30-37,60  7.49-9,02  33,10-3495 457,30 — 1147,00
32,17+ 1,56 8,35+ 0,39 22,03+038 744,70 + 273,03
23" Jan — O1° Feb. 0,0024 2875-33,65  737-865  21,56-2257 269,35 930,35
3 20;5;’;‘;??31 31,77 + 1,61 831039 22,04+£040 779,93 + 303,61
0,017 2835-33,65  736-870  21,68—22,63 291,90 — 1.092,00
2939 + 544 9,40 + 0,33 29,50 +£0.5 73581+ 171.83
26" Mar. — 09" 0,0024 2045-3075  7,62-9,62  2830-30.00 484,80 — 986,00
4 ’Z‘l’lrs'tfﬁ lsig‘]gr;’f 2935+ 4,67 938+ 0,29 29.55 + 0,48 805,83 = 170,03
0,0012 21,75-32,50  7,69-9,59  2838-30,10 480,55 — 940,80
29.90 + 2,60 9,55+ 0,25 30,50+ 0,10 371,89+ 193,28
04" 14" May 0,0024 2750-3500  879-973  3030-30,70 216,65 — 665,00
3 ( Auszt?;ffam 2095+255 9594028 3040+0,1 411,51 +277.28
0,0012 2735-3495  874-973  3020-30,60 214,60 — 879,65
29.55+2.67 9,50 + 0,48 28924022 381,09+ 153,58
24" _ 14" May 0,0024 27,10 -34,00 832-9,66  28,70-29.14 195,15 — 605,00
6 2018
(Austral fall) 0.0012 29,50 +2.55 9,52+ 0,49 2890+£021 401,59 + 250,26
; 27123415  836-9,69  28,69-29,12 215,60 755,61
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A inje¢ao de ar em cada fotobiorreator de 330 L foi controlada por rotametros (erro
estimado em 10%) e foi ajustada como mostrado na Tabela 1, de acordo com o
experimento de cultivo. Quatro fotobiorreatores foram usados em cada experimento,
dois para cada tratamento de vazao de ar, € os experimentos foram repetidos no tempo.
Portanto, trés experimentos para cada comparagdo foram avaliados: i) vazao de ar
intermediaria (0,0024 vvm) vs. vazao de ar alta (0,017 vvm); ii) vazdo de ar baixa

(0,0012 vvm) vs. vazao de ar intermediaria (0,0024 vvm).

2.2.2. Analises de crescimento

Das amostras coletadas diariamente, a biomassa foi estimada por medida de
absorbancia da agua em um comprimento de onda de 750 nm. Embora este método de
analise de crescimento possa conter algumas imprecisdes ao relaciond-lo ao
crescimento de microalgas (Baroni et al., 2019), foi crucial estimar instantaneamente a
fase de crescimento para a cultura. Uma vez caracterizada a fase estaciondria, os

experimentos foram encerrados.

A cada dois dias, a contagem de cé€lulas foi realizada. Nos experimentos 4, 5 ¢ 6, a
contagem de células foi aplicada para avaliar a presenca de detritos nos ultimos dias de
experimentos, levando a superestimativa da producdo de microalgas para o tratamento
com vazao de ar baixa. A contagem de células foi feita com um hemocitometro de
Neubauer, contando com um minimo de 400 células de microalgas, logo o erro de

estimativa foi de 10% (Becker, 1994).

A biomassa de microalgas foi também determinada por medidas do peso seco, em
filtros de fibra de vidro pré-pesados de 0,7 um (GF/F) e lavados com formiato de
amoénio 0,65 M (10 ml) para remover os sais absorvidos, de acordo com Borowitzka e
Moheimani (2013). A partir da biomassa, a Equacdo 2 foi usada para calcular a taxa de

produgdo volumétrica (B,).

B, =-L- Equacao 2
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Onde, B € a biomassa no final do experimento, B; € a biomassa inicial e t representa o

tempo de duracdo do experimento.

2.2.3. Analise estatistica

Primeiramente os dados foram testados quanto a normalidade (teste de Shapiro-
Wilk) e homocedasticidade (teste de Levene). Posteriormente, estas premissas sendo
satisfeitas, a significancia das diferencas entre a biomassa nas duas condi¢des de
mistura (vazoes de ar) foi determinada através de uma Analise de Variancia (ANOVA)
com medidas repetidas. Um intervalo de confianca de 95% foi considerado para os

testes de significancia (Zar, 2010).

Todas as representagdes graficas foram desenvolvidas com o Graphpad Prism 7.
Todos os graficos foram plotados pelo valor médio dos dados e as barras de erro sdo

mostradas para representar os desvios padrao.

2.3. Balango energético

2.3.1. Energia aplicada para o sistema de mistura

A mistura no fotobiorreator cilindrico foi realizada por injecdo de bolhas de ar e a
vazdo de ar foi medida/controlada por rotametros. Trés vazdes de ar distintas (Q) foram
testadas, cada demanda de energia da vazao de ar (P;,) foi calculada a partir da equagao

3, conforme descrito por Arudchelvam e Nirmalakhandan (2012):

Qvh
Pin ="

= oV Equacao 3

Onde, Y é o peso especifico da cultura de microalgas (y = 9996 - N m™), h é a
profundidade da cultura (1,25 m) e V ¢ o volume da cultura (0,33 m™). Os valores de Q

sdo mostrados na Tabela 3.

2.3.2. Energia produzida por lipideos de N. oceanica
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Uma estimativa da produ¢do de energia a partir da producao lipidica de microalgas
pode ser feita a partir da taxa volumétrica de produgdo de lipideos determinada
experimentalmente como realizado por Arudchelvam e Nirmalakhandan (2012). O
trabalho atual ndo visou explorar a produgdo de lipidios, assim uma revisdo na
literatura, para N. oceanica, foi realizada determinando a taxa de producao de lipidios
(L). Primeiro, uma extensa pesquisa sobre o conteudo lipidico (% da biomassa) foi feita
para encontrar um valor méximo de lipidio produzido pela N. oceanica. Existe a
possibilidade do teor de lipideos atingir até¢ 60% do peso seco (Ma et al., 2014; Meng et
al., 2015; Ma et al., 2016), e esse valor foi aplicado nos calculos aqui apresentados. O
segundo passo foi determinar taxa de producdo de biomassa (B,) de todos os
experimentos, conforme descrito na equacdo 2. E finalmente, a taxa de producao de

lipidios foi calculada pela equacao 4.

_ Bff-Bofo
Y

L Equacao 4

Aplicando L na equagdo 5, se calcula a produgdo de energia a partir de lipideos, Py y;.

Pout = 0.0116LAG Equagdo 5

Onde, AG ¢ a energia dos lipidios, que ¢ igual a 38.390 J (g lipideo™).

2.3.3. Producgao liquida de energia

A partir das equacdes 2 e 5, € possivel estimar a producdo liquida de energia (Pyet)
para o sistema de mistura utilizado para produzir N. oceanica no fotobiorreator

(Equacao 6).

Pret = Pout — B Equacédo 6
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Simulagoes de desempenho hidrodindmico

Os desempenhos hidrodindmicos obtidos em distintas condi¢des de mistura a partir
de cinco diferentes vazdes de ar foram comparados e os resultados apresentados na
Tabela 1. O aumento da vazao de ar resultou em uma redugdo no percentual de zonas
mortas no fotobiorreator (Tabela 1). O pior desempenho foi observado no caso 1
(0,0012 vvm) com uma estimativa de 86,25% do tanque sendo zonas mortas. O caso 5
(0,0242 vvm) apresentou o menor percentual de Zonas Mortas (DZ) se comparado aos
outros casos simulados, 73,82%. Com um fotobiorreator de coluna de 30 L, Bitog et al.

(2014) também observaram uma relagao inversa entre a vazao de ar e a presenga de DZ.

No caso 5 o valor de DZ foi muito préximo ao calculado para o caso 4 (74.12%), no
entanto a entrada de energia para o sistema de mistura do caso 5 foi 57,55% maior que
no caso 4. Assim, os casos 1 (0,0012 vvm) e 4 (0,0170 vvm) foram selecionados para
serem testados experimentalmente como os dois extremos com potencial para serem
utilizados como a vazao de ar 6tima. No caso 1, o baixo desempenho hidrodinamico, ou
seja, uma baixa mistura da coluna de agua poderia ser compensado no balanco
energético pelo menor consumo de energia do sistema de inje¢ao de bolhas de ar (3,03
W m™). No caso 4, o alto consumo de energia (42,00 W m™), poderia ser compensado
por uma alta mistura da coluna de agua, resultando em um maior crescimento da
microalga marinha N. oceanica. Como sugerido por Yang et al. (2014), o crescimento
de microalgas pode ser maior, aumentando a vazao de ar, estes autores observaram por
analises experimentais de mecanica de fluidos um aumento na mistura da coluna de
agua de um fotobiorreator de 15,45 L, e nos experimentos de crescimento da espécie de
microalga Scenedesmus dimorphus, também realizados pelos autores, foi observado um

crescimento maior da microalga em um tempo menor de cultivo.

Outro caso, dentre as simulagdes do presente capitulo, foi selecionado, no qual
acreditamos que apresentaria um desempenho equilibrado de crescimento experimental
de microalgas e insumos energéticos. O Caso 2 (0,0024 vvm) foi a terceira escolha para
as simulacdes a serem testadas experimentalmente, e este caso foi comparado com os

dois previamente selecionados. Este caso mostrou um percentual de zonas mortas no
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tanque igual a 77,49% e uma demanda 6,06 W m™ (calculado através da equagdo 3) de

energia para atingir este desempenho hidrodinamico.

3.2. Producdo de biomassa

Os trés casos de vazdo de ar selecionados pelo desempenho hidrodindmico
numérico (casos 1, 2 e 4) foram comparados em experimentos de crescimento da
microalga marinha N. oceanica em fotobiorreatores. Primeiro, trés experimentos
compararam a maior vazao (0,0170 vvm - caso 4) com a vazdo de ar intermediaria
(0,0024 vvm - caso 2). Em seguida, outros trés experimentos compararam vazao de ar
baixa (0,0012 vvm - caso 1) com a vazao de ar intermediaria (0,0024 vvm - caso 2). Os
resultados de todos os seis experimentos de producdo de biomassa sdo mostrados na
Figura 2 e na Tabela 3. Os resultados das analises estatisticas mostraram uma biomassa

inicial sem diferenca significativa (p> 0,05) nos seis experimentos.
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Figura 2: Média e desvio padrio da produgdo de biomassa durante os seis
experimentos de crescimento com a microalga marinha N. oceanica em
fotobiorreatores de coluna. borbulhante de 330 L. Trés vazdes de ar foram avaliadas: i)
baixa (verde) — 0,0012 vvm; ii) intermediario (cinza) - 0,0024 vvm; iii) alta (azul) -

0,017 vvm.
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As Figuras 2 A e B mostraram uma concentracdo final de biomassa de 0,265 +
0,002 g L' e 0,159 + 0,012 g L'l, respectivamente, no tratamento da vazao de ar
intermediaria (0,024 L min). Nos tanques com alta vazio de ar, durante esses dois
primeiros experimentos, as biomassas finais foram significativamente maiores no final
do periodo de cultivo, 0,343 + 0,014 g L™ (Fig. 2A) e 0,234 + 0,019 g L' (Fig. 2B),
para os experimentos 1 e 2, respectivamente. Essas produgdes de biomassa resultaram
em ganhos de 33,14 = 10,54% no experimento 1 e de 78,33 = 12,87%, no experimento
2. No terceiro experimento (Fig. 2 C), ndo houve diferenca significativa (p> 0,05) entre
as duas vazoes de ar avaliadas (alta e média). O ganho médio de biomassa ¢ mostrado
para os dois primeiros experimentos na Tabela 3. Nao houve ganho médio no terceiro
experimento, uma vez que ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos

(p>0,05).

Na Fig. 2 D, E e F uma concentragdao de biomassa de baixa vazao de ar (0,0012
vvm) € comparada com a vazdo de ar intermediidria um (0,0024 vvm). Nos trés
experimentos, diferengas significativas surgem no ultimo dia de cultivo. A vazao de ar
intermedidria no experimento 4 resultou em uma produgao final de biomassa de 0,243 +
0,003 g L', quando comparada a vazdo de ar baixa, que teve uma producdo de 0,149 +
0,018 g L', houve uma diferenca significativa (p <0,05). A vazdo intermediaria
resultou em uma producdo significativamente maior de biomassa, no entanto foi
necessario um gasto maior de energia, para manter condi¢des de mistura adequadas na
coluna de 4gua. Portanto, uma perda (ganho negativo) de 48,64 + 0,78% foi observado
no experimento 4. O experimento 5 resultou em uma producao de biomassa de 0,225 +
0,042 g L' ¢ 0,145+ 0,007 g L' para vazdes intermediarias e baixas, respectivamente.
Em seguida, o experimento 6 resultou em 0,320 + 0,071 g L' de produgio de biomassa
para a vazio de ar intermediario e 0,165 + 0,071 g L™ para a vazio de ar baixa. Os
experimentos 5 ¢ 6 resultaram em perdas de biomassas de 48,40 + 13,22% e 60,43 +

6,89%, respectivamente.

Os resultados experimentais apoiam os resultados numéricos, pois a porcentagem de
DZ simulado com baixa vazao de ar (Caso 1) foi de 8,75 pontos percentuais superior ao
tratamento da vazdo de ar intermediaria (Caso 2) (Tabela 1). Em contraste, as

comparagoes realizadas nos trés primeiros experimentos mostram que a vazao de ar alta
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aparentemente nado compensa a maior producao de biomassa, no entanto uma analise

mais aprofundada deste fato sera realizada na proxima secao.

Através do aumento da vazdo de ar, a velocidade do ar superficial também ¢é
aumentada (Kulkarni e Joshi, 2005), a consequéncia desta velocidade superior da
coluna de agua ¢ um maior volume do tanque sendo submetido a maiores intensidades
de turbuléncia, aumentando a mistura da coluna de dgua (Neto et al., 2008). Uma
mistura mais efetiva ¢ importante para varias condigdes de cultivo, como impedir que
as células sedimentem (Bitog e Lee, 2017), aumentar os ciclos claro-escuro (Qiang e
Richmond, 1996), homogeneizar a coluna de agua, evitando gradientes de temperatura,
pH, salinidade e nutrientes (Andersen, 2005). Todos estes fatores devem ter
influenciado os resultados atuais (Fig. 2 A e B), onde a maior vazao de ar apresentou

um ganho médio de 53% de biomassa.

No entanto, como sera discutido mais adiante, o potencial da Nannochloropsis para
biocombustivel esta relacionado, ndo apenas com o aumento da producao, mas também
com a reducdo de custos para produg¢do de biomassa (Hulatt ¢ Thomas, 2011). Isso
significa que esse ganho significativo (experimentos 1 e 2) na biomassa pode ndo ser o
suficiente para ser compensada pela energia obtida a partir dos lipidios extraidos da
biomassa microalgas. Quando comparamos as vazdes intermediaria e baixa, novamente
um aumento no ganho de biomassa ¢ observado (55%), portanto assim como havia sido
argumentado por outros autores com espécies de microalgas diferentes (Zhang et al.,
2013; Norsker e Barbosa, 2012), o presente trabalho observou um significativo ganho
de biomassa da microalga marinha N. oceanica com aumento da vazdo de ar em

fotobiorreatores cilindricos fechados de 330 L.

3.3. Morte celular

No final do cultivo do quarto experimento, os tanques com o tratamento de baixa
vazdo de ar apresentaram uma coloracdo amarronzada. Isto ndo foi observado nos
outros dois experimentos, mas o fraco desempenho na curva de crescimento mostrada
na Fig. 3 indica que o tratamento de vazao de ar baixa apresenta um baixo desempenho
hidrodinamico da mistura da coluna de 4gua (baixa turbuléncia) levando a um menor

crescimento das microalgas.
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De todos os experimentos mostrados na Fig. 3, e comparando as duas curvas em
cada experimento comparando as vazdes de ar, intermedidria e baixa, pode-se observar
uma entrada prematura em fase de crescimento senescente para o tratamento com vazao
de ar baixa. Sugerimos que o fraco desempenho hidrodinamico resultante do campo de
baixa velocidade desenvolvido por essa inje¢do de ar (0,0012 vvm) e a alta
porcentagem de zonas mortas (Tabela 1) contribui para a sedimentacdo excessiva de

c€lulas de N. oceanica (Kubelka et al., 2017; Pires et al., 2017).

Experimento 4 Experimento 5 Experiment 6

5x107 5x107 5x107

—e— Low Airflow Rate (0.012 min"')
- Intermediate Airflow Rate (0.024 min™')

4x107 4x107- 4x10" -

3x107" 3x107 | 3x107

2x107 2x107- 2x107

1%107 1x107 1x107

Cell Counting (cells mI*')
Cell Counting (cells mI)
Cell Counting (cells mI*)

—T T T T T
S 4 x © & 9 S v % o & O O

Time (days) Time (days) Time (days)

Figura 3: Resultados de contagem de células para os experimentos 4, 5 e 6 para avaliar
a presenga de células mortas e/ou detritos da microalga marinha Nannochloropsis

oceanica em fotobiorreatores de coluna borbulhante de 330 L.

O aumento excessivo de zonas mortas de tanques de cultivo de microalgas resulta
em diversos problemas que levam a reducao da produtividade, tais como: i) zonas de
estagnacdo com alta sedimentacdo e acumulo de matéria organica (Pires et al., 2017);
ii) formacao de biofilme nas paredes (fundo) do tanque, impedindo a passagem de luz
(Perner et al., 2003); iii) desenvolvimento de condi¢des anaerdbicas, que levam a
propagacao de bactérias anaerobicas (Hadiyanto et al., 2013); iv) estas areas sao locais
em potencial para queda brusca de pH e formag¢do de compostos tdxicos, resultando em

morte celular (Hadiyanto et al., 2013).

Acreditamos que os fatores mencionados acima podem ter contribuido para excesso
de morte celular da microalga N. oceanica. Comparando a vazdo de ar baixa com a
intermedidria, acreditamos que a biomassa estaria superestimada para a vazao menor.
Baroni et al. (2019) observaram que este tipo de superestimativa ocorre com frequéncia

em andlises de biomassa de microalgas realizadas através de peso seco por gravimetria
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e o ideal ¢ realizar simultaneamente a contagem de células, como foi feito aqui. O

ganho na contagem de células destes experimentos comparando as vazodes de ar

intermediaria e baixa foi de 93%.

Tabela 3: Resultados do peso seco medido em experimentos de crescimento com a microalga

marinha Nannochloropsis oceanica em 330 L de fotobiorreator cilindrico fechado vertical no

primeiro dia de cultivo (B;) € no ultimo (By). Além disso, o rendimento (By) foi determinado

subtraindo final da biomassa inicial e o ganho/perda (% - B,) foi calculado comparando os

rendimentos em todas as vazodes de ar (Q). Os valores de perda sdo destacados em vermelho

(negativo). NS significa diferengas ndo significativas na producao de biomassa.

Q B; B¢ B, B,
Exp. 4 4 4 .
(vvm) gL (gL (gL?) (%)
0,0024 0,079 + 0,020 0,265 + 0,002 0,186 + 0,001 -
1
0,0170 0,095 + 0,049 0,343 +0,014 0,248 £ 0,019 33.14 £ 10,54
0,0024 0,066 = 0,017 0,159 +0,012 0,095 + 0,004 -
2
0,0170 0,064 +£ 0,015 0,234 +0,019 0,168 = 0,005 78,33 +£ 12,87
0,0024 0,055 £ 0,007 0,144 £ 0,006 0,089 + 0,001 -
3
0,0170 0,055+ 0,007 0,173 +0,011 0,118 +0,018 NS (0%)
0,0024 0,064 + 0,057 0,243 + 0,004 0,179 £ 0,022 -
4
0,0012 0,057+0,018 0,171 +£0,034 0,114 +0,019 -48,64 +0,78
0,0024 0,071 +0,010 0,220 + 0,049 0,149 + 0,040 -
5
0,0012 0,068 £0,011 0,145 £ 0,007 0,078 + 0,003 -48,40 £ 13,22
0,0024 0,085 + 0,007 0,320 = 0.007 0,235+ 0,028 -
6
0,0012 0,073 + 0,004 0,165 £+ 0.007 0,093 +£0,011 -60,43 + 6,89

O desempenho de mistura equilibrada e a demanda de energia devem ser a
abordagem principal para melhorar a injecdo de ar em fotobiorreatores (Pegallapati et
al., 2013). Quando a vazao de ar ¢ baixa demais, problemas como formagdao de DZ

(Bitog e Lee, 2017) e aumento de tempo de residéncia na regido sem luz do tanque a
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medida que a cultura se torna mais densa (Borowitzka e Moheimani, 2013) podem
ocorrer. Como resultado, uma fase estaciondria prematura ou morte celular pode ser

observada, como visto na Fig. 3.

3.4. Desempenho de economia de energia

Uma ultima analise foi realizada com o objetivo de estimar a producao de energia
liquida de um sistema de cultivo de microalgas em fotobiorreatores verticais cilindricos
fechados de 330 L. Uma revisao da literatura foi realizada para estimar o contetdo
lipidico médio da microalga marinha Nannochloropsis oceanica, determinando assim a
producao percentual de lipidios para a biomassa seca produzida para esta espécie
(Equacdo 4). Esta estimativa da producao de energia pela producdo de biomassa foi
comparada com a demanda de energia do sistema de injecdo de bolhas de ar, como

mostrado na Tabela 4.

A partir da Tabela 4 verifica-se que a demanda de energia do tratamento com vazao
de ar baixa foi de 3,03 W m™ e a produgdo de energia resultante do da biomassa
lipidica foi de 2,14 + 0,40 W m™. A geracdo estimada de energia a partir da biomassa
lipidica representa 70,63% da energia gasta no cultivo da biomassa de Nannochloropsis
oceanica. A entrada de energia da vazdo de ar intermediria foi de 6,06 W m™ ¢ a
producao de energia foi de 3,41 = 0,51 W m> , representando 56,27% da demanda de
energia do sistema de mistura. Além disso, a entrada de energia da vazao de ar alta foi
de 42,00 W m™ e a producio foi de 4,98 + 1,51 W m™. Assim, a produgdo de energia

resultante do crescimento da biomassa foi de apenas 11,86% deste insumo energético.

Verifica-se, portanto, que a energia liquida foi negativa para as trés vazdes de ar
aqui estudadas. Desta forma, pode-se dizer que a viabilidade econdmica da utilizagdo
de biomassa de Nannochloropsis oceanica para biocombustivel ainda depende da
redugdo dos gastos energéticos para a producdo de lipidio (Pegallapati et al., 2012).
Neste contexto, imediatamente apos analisar a Tabela 4, descartamos a vazao de ar alta.
A vazdo de ar baixa mostrou uma porcentagem de produgdo de energia da entrada de
energia, 14,36 p.p. maior que a vazdo intermedidria. No entanto, como mencionado na
secdo anterior, essa economia de energia para produzir a biomassa pode comprometer a

qualidade da cultura/produto.
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Os ganhos liquidos de energia sao mostrados na Tabela 4, e comparando com os
ganhos de biomassa, pode-se observar que a vazdo de ar alta para o cultivo de
fotobiorreatores de Nannochloropsis oceanica ndo ¢ viavel para aplicagdo na industria
de biocombustiveis. Como um aumento de 0,0024 vvm para 0,017 vvm correspondeu a
um aumento de 1297,00 = 410,09% no custo de energia, e essa alta demanda de energia
resultou apenas em um aumento de 52,59 + 6,88% na producdo de biomassa. O
aumento da vazao de ar de 0,0012 vvm para 0,0024 vvm resultou em um incremento de
238,80 £ 168,90% da demanda de energia, um ganho de 53,35 + 31,95% da biomassa.

O tultimo, parece muito mais viavel para aplicacdes de producao de biocombustiveis.

Tabela 4: Resultados médios da producdo liquida estimada de energia (Pye¢) para o sistema de
mistura utilizado para produzir Nannochloropsis oceanica em um fotobiorreator cilindrico
fechado vertical de 330 L. A energia liquida é calculada pela subtragdo de cada demanda de
energia do fluxo de ar da producédo de energia (Py,) da producao lipidica de microalgas (Poy). O
ganho liquido de producdo de energia (P -%) também é mostrado e o ganho médio de biomassa

B,) ¢é apresentado para ajudar nas comparagoes.
g) ¢ ap p ] p

Q l)in Pout l)net P Bg

(vvm) (Wm?)  (Wm?) (W m?) (%) (%)

0,0012 3,03 2,14+040 -0,88+0,40 - -

0,0024 6,06 341051 -2,65+0,51 238,80 + 168,90 37,35 £31,95

0,0170 42,00 498 +1.51 -37,02+1,51 1297,00+414,09 52,59 + 6,88

Uma investigagdo anterior a atual, da coluna de bolha vertical fechada PBR,
determinou velocidades de circulagdo 6timas/minimas dentro deste tanque para manter
a célula de N. oceanica de sedimentacio (2,0E° m s™) na PBR (Kubelka et al., 2017).
Esta velocidade ¢ muito mais baixa que as velocidades normalmente aplicadas a
mistura de fotobiorreatores de cultivo de microalgas. Sierra et al. (2008) gastaram 53 W
m” para atingir as velocidades 6timas de mistura em placas planas e colunas de bolhas.

Com a velocidade de circulagdo determinada por Kubelka et al. (2017) e a otimizagao
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da vazdo de ar feita no presente trabalho, a energia necessdria para atingir uma

produgio satisfatéria de biomassa foi muito menor (6,06 W m™).

Estes resultados estdo de acordo com Norsker et al. (2012) e com Arudchelvam e
Nirmalakhandan (2012), que argumentam que maximizar a produ¢do de biomassa ndo ¢
a melhor maneira para transformar uma planta comercial de microalgas em um negocio
economicamente viavel. Um planejamento adequado do sistema de injecdo de ar
(mistura da coluna de agua) ¢ uma das etapas cruciais para desenvolver fazendas de

microalgas lucrativas (Kommareddy e Anderson, 2004; Pegallapati et al., 2013).

O equilibrio de um sistema de mistura econdmica e produtivo foi alcangado pela
selecdo da vazdo de ar intermediaria. A energia liquida negativa de -2,65 + 0,51 W m™
da vazdo de ar selecionada (intermediaria - 0,024 L min™) parece ser um valor razoavel
(Arudchelvam e Nirmalakhandan, 2012; Norsker et al., 2012; Pegallapati et al., 2013),
que pode ser aumentado por melhorias hidrodindmicas no sistema de injecdao de ar,
como otimizar a distribui¢do de injetores de ar no fundo dos tanques (Seo et al., 2012)
ou melhorias em outras partes da cadeia produtiva (Acién et al., 2017) para alcancar

uma produc¢do comercial economicamente viavel de Nannochloropsis oceanica.

4. CONCLUSOES

A aplicagdo da Dinamica dos Fluidos Computacional para estimar condigdes de
mistura, especialmente velocidades de sedimentacdo (zonas mortas), dentro de
fotobiorreatores de colunas borbulhantes, tem sido de grande importancia para
melhorar o desempenho do crescimento de fotobiorreatores em Laboratorio de
Producdo de Microalgas da Universidade Federal do Rio Grande. As vazdes de ar
mostraram-se positivamente relacionadas com a producdo da microalga marinha
Nannochloropsis oceanica e por meio da otimizagdo por engenharia hidrodindmica foi
possivel reduzir a demanda de energia do sistema de borbulhamento e manter uma
producao satisfatoria. Portanto, a energia liquida incentiva a continuidade das melhorias

para alcancar um fotobiorreator de colunas borbulhante viavel e de baixo custo.

AGRADECIMENTOS

60



B. Kubelka foi financiado por uma bolsa de doutorado da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - CAPES. P.C. Abreu ¢ pesquisador do
“Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico - CNPq” e
agradecemos também a fundacdo concedida pelo projeto “Avaliacio de custos e

produtividade para o cultivo macigo de microalgas para produgdo de biodiesel”.

REFERENCIAS
Acién, F.G., Fernandez, J.M., Magan, J.J., Molina, E., 2012. Production cost of a real
microalgae production plant and strategies to reduce it. Biotechnology Advances 30, n.

6, 1344-1353.

Alves Sobrinho, R.C.M., Vauchinski, L., De Moura, R.R., Primel, E.G., Abreu, P.C.V.,
D’oca, M.G.M., 2015. FAME production and fatty acid profiles from moist Chlorella
sp. and Nannochloropsis oculata biomass. Journal of the American Oil Chemists’

Society 92, n. 3, 423-430.

Andersen, R.A., 2005. Algal Culturing Techniques. 1* ed. Elsevier Academic Press.
ISBN 0-12-088426-7.

Arudchelvam, Y. e Nirmalakhandan, N., 2012. Optimizing net energy gain in algal

cultivation for biodiesel production. Bioresource Technology 114, 294-302.

Baroni, E.G., Yap, K.Y., Webley, P.A., Scales, P.J., Martin, G.J.O., 2019. The effect of
nitrogen depletion on the cell size, density, gravitational settling of Nannochloropsis

salina, Chlorella sp. and Haematococcus pluvialis. Algal Research 39.
Becker, E.W., 1994. Microalgae: biotechnology and microbiology. Cambridge.

Bitog, J.P., Lee, I.B., Lee, C.G., Kim, K.S., Hwang, H.S., Hong, S.W., Seo, I.H.,
Kwon, K.S., Mostafa, E., 2011. Application of computational fluid dynamics for
modeling and designing photobioreactors for microalgae production: A review.

Computers and Electronics in Agriculture 76, 131-47.

Bitog, J.P.P., Lee, 1.B., Oh, H.M., Hong, S.W., Seo, [.H., Kwon, K., 2014. Optimized
hydrodynamic parameters for the design of photobioreactors using computational fluid

dynamics and experimental validation. Biosystems Engineering 122, 42-61.

61



Bitog, J.P. e Lee, 1., 2017. Designing Photobioreactors using Computational Fluid
Dynamics (CFD). Scholars’ Press. ISBN 978-620-2-30434-4.

Borges, L., Caldas, S.; Montes D’oca, M.G., Abreu, P.C., 2016. Effect of harvesting
processes on the lipid yield and fatty acid profile of the marine microalga

Nannochloropsis oculata. Aquaculture Reports 4, 164-168.

Borowitzka, M.A., 1999. Commercial production of microalgaell: ponds , tanks , tubes

and fermenters. Journal of Biotechnology 70, 313-321.

Borowitzka, M.A. e Moheimani, N.R., 2013. Algae for Biofuels and Energy. 1* ed.
Springer Netherlands, Dordrecht. ISBN 978-94-007-5478-2.

Chua, E.T. e Schenk, P.M., 2017. A biorefinery for Nannochloropsis: Induction,
harvesting, and extraction of EPA-rich oil and high-value protein. Bioresource

Technology 244, 1416-1424.

Faé¢ Neto, W.A., Borges, C.R.M., Abreu, P.C., 2018. Carotenoid production by the
marine microalgae Nannochloropsis oculata in different low-cost culture media.

Aquaculture Research, 1-9.

Hadiyanto, H., Elmore, S., Van Gerven, T., Stankiewicz, A., 2013. Hydrodynamic
evaluations in high rate algae pond (HRAP) design. Chemical Engineering Journal 217,
231-239.

Hulatt, C.J. e Thomas, D.N., 2011. Energy efficiency of an outdoor microalgal
photobioreactor sited at mid-temperate latitude. Bioresource Technology 102, n. 12,

6687-6695.

Kubelka, B.G., Pinto, W.T., Abreu, P.C., 2017. Hydrodynamic performance of two air
nozzles diameters on the massive microalgae culture: Computational and experimental

approaches. Algal Research 27, 318-324.

Kubelka, G.B., Roselet, F., Pinto, W.T., Abreu, P.C., 2018. The action of small bubbles
in increasing light exposure and production of the marine microalga Nannochloropsis

oceanica in massive culture systems. Algal Research 35, 569-576.

62



Kulkarni, A. e Joshi, J.B., 2005. Bubble Formation and Bubble Rise Velocity in Gas -
Liquid Systems[]: A Review. Industrial & Engineering Chemistry Research 44, 5873-
5931.

Ma, Y., Wang, Z., Yu, C., Yin, Y., Zhou, G., 2014. Evaluation of the potential of 9
Nannochloropsis strains for biodiesel production. Bioresource Technology 167, 503—

509.

Ma, X.N., Chen, T.P., Yang, B., Liu, J.,, Chen, F., 2016. Lipid production from
Nannochloropsis. Marine Drugs 14, n. 4, 61-79.

Meng, Y., Jiang, J., Wang, H., Cao, X., Xue, S., Yang, Q., Wang, W., 2015 The
characteristics of TAG and EPA accumulation in Nannochloropsis oceanica IMET1

under different nitrogen supply regimes. Bioresource Technology 179, 483-489.

Mitra, M., Shah, F., Bharadwaj, S.V.V., Patidar, S.K., Mishra, S., 2016. Cultivation of
Nannochloropsis oceanica biomass rich in eicosapentaenoic acid utilizing wastewater

as nutrient resource. Bioresource Technology 218, 1178-1186.

Narala, R.R., Garg, S., Sharma, K.K., Thomas-Hall, S.R., Deme, M., Li, Y., Schenk,
P.M., 2016. Comparison of Microalgae Cultivation in Photobioreactor, Open Raceway

Pond, and a Two-Stage Hybrid System. Frontiers in Energy Research 4 September.

Neto, L.E., Zhu, D.Z., Rajaratnam, N., 2008. Air Injection in Water with Different

Nozzles. Journal of Environmental Engineering 134, n. 4, 283-294.

Norsker N. e Barbosa M.J., 2012. On Energy Balance and Production Costs in Tubular
and Flat Panel Photobioreactors. Technikfolgenabschitzung — Theorie Und Praxi 21,
54-62.

Pegallapati, A.K., Arudchelvam, Y., Nirmalakhandan, N., 2012. Energy-efficient
photobioreactor configuration for algal biomass production. Bioresource Technology

126, 266-273.

Pegallapati, A.K., Arudchelvam, Y., Nirmalakhandan, N., 2013. Energetic Performance
of Photobioreactors for Algal Cultivation. Environmental Science and Technology

Letters 1, 2-7.

63



Perner, 1., Posten, C., Broneske, J., 2003. CFD Optimization of a Plate Photobioreactor

Used for Cultivation of Microalgae. Engineering in Life Sciences 3, n. 7, 287-291.

Pires, J.C.M., Alvim-Ferraz, M.C.M., Martins, F.G., 2017. Photobioreactor design for
microalgae production through computational fluid dynamics: A review. Renewable

and Sustainable Energy Reviews 79, n. September 2016, 248-254.

Qiang, H. e Richmond, A., 1996. Productivity and photosynthetic efficiency of
Spirulina platensis as affected by light intensity, algal density and rate of mixing in a

flat plate photobioreactor. Journal of Applied Phycology 8, n. 2, 139-145.

Rodolfi, L., Zittelli, G.C., Bassi, N., Padovani, G., Biondi, N., Bonini, G., Tredici,
M.R., 2009. Microalgae for oil: Strain selection, induction of lipid synthesis and
outdoor mass cultivation in a low-cost photobioreactor. Biotechnology and

Bioengineering 102, 100-112.

Seo, I.H., Lee, I.B., Hwang, H.S., Hong, S.W., Bitog, J.P., Kwon, K.S., Lee, C.G.,
Kim, Z.H., Cuello, J.L., 2012. Numerical investigation of a bubble-column photo-

bioreactor design for microalgae cultivation. Biosystems Engineering 113, 229-241.
Siemens, 2017. User Guide STAR-CCM+ v12.02.

Sierra, E., Acién, F.G., Fernandez, J.M., Garcia, J.L., Gonzalez, C., Molina, E., 2008.
Characterization of a flat plate photobioreactor for the production of microalgae.

Chemical Engineering Journal 138, 136-147.

Yang, Z., Del Ninno, M., Wen, Z., Hu, H., 2014. An experimental investigation on the
multiphase flows and turbulent mixing in a flat-panel photobioreactor for algae

cultivation. Journal of Applied Phycology 26, 2097-2107.
Zar, J.H., 2010. Biostatiscal Analysis, 5* edi¢do, Prentice-Hall/Pearson.

Zhang, Q., Wu, X., Xue, S., Liang, K., Cong, W., 2013. Study of hydrodynamic
characteristics in tubular photobioreactors. Bioprocess and Biosystems Engineering 36,

143-150.

64



65



9. DISCUSSAO GERAL

A produg¢do, em escala comercial, de biomassa de espécies do género
Nannochloropsis ainda permanece economicamente inviavel, mesmo apos duas
décadas de pesquisas (Zittelli et al., 1999; Janssen et al., 2019). Melhorias tecnologicas
e otimizagdes em todos os elos da cadeia produtiva vem sendo realizadas e ainda
continuam sendo cruciais para o desenvolvimento de fazendas de cultivo que possam
prosperar e obter sucesso no mercado (Liu et al., 2017). Pesquisas sobre o
desenvolvimento da produgdo (Roselet et al., 2013), a coleta de biomassa produzida
(Roselet et al., 2016) e sobre a extragao dos bioprodutos de alto valor comercial (Faé
Neto et al., 2018), ou de compostos utilizados para biocombustiveis (De Moura et al.,
2018) devem continuar sendo realizadas com o intuito de se aumentar a producdo e
diminuir o gasto de energia (Razon e Tan, 2011; Acién et al., 2012). A falta de estudos
em escalas de produ¢ao em massa dificulta o desenvolvimento de cultivos comerciais
(Seo et al., 2012). Neste sentido, o desenvolvimento de sistemas de mistura/circulagdo é
¢ um dos principais gargalos para o escalonamento bem sucedido para a transi¢ao de
cultivos em laboratério (< 20 L) para cultivos em escala de produgao em massa (> 300

L) (Ugwu e Aoyagi, 2012; Bitog e Lee, 2017).

No capitulo 1 desta Tese, apresentamos o primeiro passo dado pelo Laboratério de
Produgdao de Microalgas (LPM) da Universidade Federal do Rio Grande, para o
desenvolvimento de um sistema de cultivo de Nannochloropsis oceanica otimizado e
mais proximo de atingir a viabilidade econdmica em larga escala, aprimorando o
sistema de injecdo de bolhas de ar nos tanques de cultivo massivo da microalga
marinha N. oceanica. Até recentemente utilizdvamos no fotobiorreator cilindrico
fechado (330 L) e o tanque circular aberto (1600 L) do LPM um mecanismo de inje¢ao
de para geragdo da coluna borbulhante com um unico injetor de ar de 3 mm (bolhas de
ar com aproximadamente 9 mm — Neto et al., 2018). Este sistema foi comparado a um
sistema que se verificou ser mais eficiente, composto por um conjunto de nove injetores
de 1 mm cada , o que leva a produgao de bolhas de ar menores (aproximadamente 6,5
mm — Neto et al., 2018) . Esta modificacdo foi feita com o intuito de aumentar o
coeficiente de transferéncia de massa de 8.65 h™' para 13.88 h™' (Neto et al., 2018). Os
beneficios desta melhoria foram observados tanto nos sistemas fechados

(fotobiorreatores — 330 L), quanto abertos (tanques circulares — 1.600 L), com ganhos
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de produtividade de 36% e 32%, respectivamente. Esta diferenca entre tamanhos de
injetores de ar (logo, de tamanho de bolhas de ar e dos seus respectivos coeficientes de
transferéncia de massa) diminuiu o volume de zonas mortas e melhorou a mistura da

coluna de 4gua em ambos os tanques de cultivo (Kubelka et al., 2017).

E importante destacar que este ganho significativo na producio foi atingido sem um
acréscimo na demanda de energia no sistema de injecao com bolhas de ar menores (9x1
mm). Estes resultados foram obtidos em condi¢des estritas onde apenas o tamanho dos
injetores de bolhas de ar foi avaliado, uma vez que houve o controle da vazao de ar,
através de rotametros, de maneira que a vazao de ar fosse igual para os dois tamanhos
de bolhas de ar testados. Além disso, as areas dos injetores de ar eram equivalentes. Da
mesma forma, as alturas das colunas de agua e os volumes de dgua acima dos injetores
também foram iguais para ambos os tratamentos com diferentes de bolhas de ar.
Portanto, a energia gasta para inje¢do de bolhas de ar foi exatamente a mesma nos
tratamentos com tamanhos de bolhas diferentes. Arudchelvam e Nirmalakhandan
(2012) mostraram, através de formulagdes tedricas, que a energia de entrada em um
sistema de injecdo de bolhas de ar depende da vazao de ar, do volume do tanques e da
altura da coluna de agua acima dos injetores de ar. Todos estes aspectos foram

considerados em nosso experimento (Kubelka et al., 2017).

O sistema de injecdo de ar com bolhas menores apresentou 3 pontos percentuais a
menos de zonas mortas do que o sistema com bolhas grandes. Este resultado, obtido a
partir de estimativas numéricas (CFD), foi de pequena magnitude, porém comparavel
ao obtido por Bitog et al. (2014), que mostraram que a diminui¢do do tamanho de
bolhas de ar levou a uma diminui¢do do volume de zonas mortas em um tanque coluna
borbulhante de 30 L nas mesmas proporgdes observadas em nosso estudo (Kubelka et
al., 2017). Entretanto, os autores aplicaram uma metodologia diferente para determinar
as zonas mortas em suas modelagens numérica. Bitog et al. (2014), assim como outros
trabalhos definiram como velocidade limite para formacao de zonas mortas velocidades
arbitrarias que variam na literatura 0,001 m s™ (Yu et al., 2009) a 0,500 m s (Gémez-

Pérez et al., 2015).

Ja em nosso estudo, a velocidade de sedimentacao para a formagao de zonas mortas

foi definida a partir de caracteristicas especificas da microalga marinha
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Nannochloropsis oceanica, como diametro da célula e sua densidade no cultivo, sendo
aplicadas na Lei de Stokes, que resultou em um valor bem inferior (2,0E° m s™) ao que
usualmente ¢ empregado na definicdo de zonas mortas pela literatura em tanques de
cultivo de microalgas. Em nosso trabalho consideramos que 2,0E° m s™' ¢ a velocidade
minima necessaria para carregar uma cé€lula de N. oceanica, evitando a sua
sedimentacdao e formagao de zonas mortas. Portanto, qualquer entrada de energia que
alcance uma velocidade maior que esta pode ser um desperdicio de energia, se o intuito
¢ reduzir o volume de zonas mortas. Quando a escala de tanques de cultivo for
aumentada, este tipo de abordagem de velocidade 6tima pode ser crucial para termos

uma produc¢do de microalgas lucrativa.

Em nossa andlise para a otimiza¢ao do sistema de borbulhamento com diferentes
tamanhos, um padrdo repetitivo na curva de crescimento foi observado durante os
experimentos apresentados no Capitulo 1. Verificamos que ap6s um periodo de 4 a 6
dias de cultivo comecavam a ocorrer diferencas significativas entre os tanques com o0s
dois tamanhos de bolhas de ar. No capitulo 2, testamos em experimentos adicionais se
um possivel “gatilho” para este comportamento seria a maior exposicdo a luz
(Richmond et al., 2003) ou, alternativamente, a maior exposi¢do aos nutrientes
dissolvidos (Reynolds, 2006). Estes dois fatores foram avaliados como possiveis
precursores das diferencas observadas. No entanto, apos os experimentos verificou-se
que a concentracdo de nutrientes ndo apresentou diferencas significativas entre os
tratamentos nao podendo ser, portanto, limitante. Na verdade verificou-se que as
concentragoes de nutrientes empregadas no nosso meio de cultivo sdo altas (Fa¢ Neto et
al., 2018) e permaneceram assim durante todo o experimento independente do sistema
de mistura, garantindo um suprimento de Nitrogénio e Fosforo para o crescimento da

microalga.

Por outro lado, a incidéncia de luz, a 5 cm de profundidade, sofre uma queda brusca
(< 50 umols) apos o periodo de 4-6 dias de cultivo sendo, por isso, a luz foi sugerida
como o principal fator limitante em um sistema de mistura com baixo coeficiente de
transferéncia de massa (ou seja, bolhas maiores) (Kubelka et al., 2017; Abu-Ghosh et
al., 2016). Desta forma, nos tratamentos com bolhas menores ocorre uma maior
transferéncia de energia para a coluna de 4gua, resultando em uma maior mistura do

sistema e, por consequéncia, maiores chances de exposicao das célula a luz incidente.
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Estes resultados estdo de acordo com de Borowitzka e Moheimani (2013), de que o
efeito de autosombremaento em células de microalgas passa a ser mais evidente na
medida em que a densidade da cultura aumenta, especialmente em tanques
cilindricos/tubulares com diametros superiores a 10 cm. Nos fotobiorreatores
utilizados no presente trabalho, a disponibilidade de luz ¢ excessivamente reduzida no
centro do tanque (biomassa > 0,2 g L™"). Neste contexto, os resultados observados
anteriormente de melhores condi¢des de mistura (turbuléncia) nos tanques com sistema
de bolhas menores indicam uma distribuicdo mais eficiente das células de microalgas
nas zonas de claro e escuro dos fotobiorreatores cilindricos utilizados neste trabalho

(Kubelka et al., 2017; Abu-Ghosh et al., 2016).

Resultados similares foram apresentados para tanques raceways, onde houve a
insercdo de canaletas que aumentaram a velocidade de circulagdo do cultivo,
intensificando a mistura na coluna de dgua que resultou no aumento da frequéncia de
exposi¢ao das células de Chlorella sp. levando a um ganho de biomassa de 27% (Zhang
et al. 2015). Da mesma forma, Qiang e Richmond (1996) obtiveram um ganho de
densidade de Spirulina platensis na medida que as condi¢cdes de mistura foram
melhoradas ao ajustar vazdes de ar para ocorrer exposi¢cdes mais frequentes das células
a zonas de iluminacdo em um fotobiorreator placa-plana. Em um fotobiorreator de
coluna borbulhante Bitog e Lee (2017) analisaram o tempo de circulagdo de células de
microalgas em diferentes diametros de injetores de ar, logo diferentes didmetros de
bolhas de ar, e concluiram que bolhas menores sdo capazes de circular as células de

microalgas até 4 vezes mais rapido tanto em zonas escuras como iluminadas.

Neste contexto, mais uma andlise foi realizada para apoiar a hipdtese que o sistema
de mistura mais eficiente (com bolhas menores) foi crucial para superar a limitacao por
luz apés 4 a 6 dias de cultivo. A Dinadmica de Fluidos Computacionais (CFD), foi
aplicada como uma ferramenta exploratoria (Pires et al., 2017) e ndo com intuito de
validacdo como utilizada anteriormente (Kubelka et al., 2017). Simulagdes com um
modelo lagrangiano permitiram o acompanhamento de trajetérias de células de M.
oceanica no interior do fotobiorreator cilindrico de 330 L. O acréscimo de uma ordem
de grandeza na frequéncia de ciclos claro/escuro observadas nas simulagdes mesmo que
esteja muito abaixo (de 0.00002 Hz para 0.0001 Hz) do observado como condigdo

otima de outros estudos, proximo a 1 Hz (Combe et al., 2015), nos levou a formulagao
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da hipodtese de que o sistema de mistura com bolhas menores € capaz de expor com
maior frequéncia as células de microalgas a luz, resultando em um ganho significativo

de biomassa.

Grobbelaar et al. (1996) verificou que microalgas cultivadas ao ar livre mudam de
aclimatadas a alta intensidades de luz para aclimatadas a baixa intensidades, quando
atingem o final da fase de crescimento exponencial, quando a luz comeca a ficar
limitante para as células). E ainda, Grobbelaar et al. (1995) observou que cultivos com
longos intervalos de claro/escuro resultam em um efeito de aclimatagdo a baixa
intensidade de luz, e os organismos precisam de muito menos energia luminosa por
unidade de tempo, se comparado com organismos aclimatados a alta intensidade de luz.
Portanto, processos de fotoaclimatagao podem explicar como uma pequena diferenca
na frequéncia de claro/escuro devido a diferengas no tamanho de bolhas de ar, resultou
em uma significativa diferenca na producdo de biomassa da microalga marinha M.

oceanicd.

No capitulo 3, foi dado o segundo passo para otimizar a produgdo ¢ o gasto de
energia do sistema de mistura por coluna borbulhante, avaliando diferentes vazdes de ar
no sistema de injecao de bolhas de ar. Isto foi realizado através de estimativas de zonas
mortas, como descrito por Kubelka et al. (2017), por simula¢des numéricas (CFD) e
analises tedricas de gastos de energia, desenvolvidas por Arudchelvam e
Nirmalakhandan (2012). Dentre seis simulagdes numéricas realizadas (para diferentes
vazoes de ar), trés simulacdes foram selecionadas para comparativos de produgdo de

biomassa experimentalmente.

De maneira geral pode-se dizer que o aumento da vazdo de ar resultou em um
aumento na velocidade superficial do ar injetado no tanque de cultivo (Kulkarni e Joshi,
2005), a consequéncia desta velocidade superior da coluna de dgua ¢ um maior volume
do tanque sendo submetido a maiores intensidades de turbuléncia, aumentando a
mistura da coluna de agua (Neto et al., 2008). Assim como para a diminuicdo do
tamanho das bolhas de ar o aumento da vazdo de ar pode resultar em menos
sedimentacao de células de microalgas (Bitog e Lee, 2017), um aumento da frequéncia
dos ciclos claro/escuro (Qiang e Richmond, 1996) e homogeneizagdo da coluna de

agua, com redu¢do nas variagdes de temperatura, pH, nutrientes e salinidade (Andersen,
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2005). Portanto, o ganho de biomassa de até 53%, observado durante os experimentos
do Capitulo 3, da vazao de ar alta em comparagdo com a intermediaria, nos mostra que
o gasto de energia mais elevado na vazao alta (1297%) ndao compensou o ganho de

biomassa para esta vazao.

A otimiza¢ao da producdo de biomassa de microalgas, independente da aplicacao
em larga escala, deve buscar ndo somente o aumento na produtividade, mas também a
redugdo de custos (Hulatt e Thomas, 2011). Isso significa que a vazdo de ar mais alta
avaliada experimentalmente e seus ganhos de biomassa ndo justifica o seu emprego
devido ao seu alto gasto de energia para manter o sistema de inje¢do de ar funcionando,
assim como observado experimentalmente, com vazdes de ar intermediarias € possivel
atingir uma boa producdo de biomassa sem um gasto muito elevado de energia. Por
outro lado, nos experimentos com vazao de ar baixa, apesar de ter sido observado um
gasto muito baixo de energia, -240% se comparado a vazao intermedidria, houve um

grande aumento no volume estimado de zonas mortas (8,75 pontos percentuais).

O aumento excessivo de zonas mortas de tanques de cultivo de microalgas resulta
em diversos problemas que levam a reducao da produtividade, tais como: i) zonas de
estagnacdo com alta sedimentacdo e acumulo de matéria organica (Pires et al., 2017);
ii) formacao de biofilme nas paredes (fundo) do tanque, impedindo a passagem de luz
(Perner et al., 2003); iii) desenvolvimento de condi¢des anaerdbicas, que levam a
propagacao de bactérias anaerobicas (Hadiyanto et al., 2013); iv) estas areas sao locais
em potencial para queda brusca de pH e formag¢do de compostos toxicos, resultando em

morte celular (Hadiyanto et al., 2013).

Neste contexto, durante os experimentos do Capitulo 3 foi possivel observar, no
tratamento de vazao de ar baixa, uma deterioracdo na aparéncia do cultivo no ultimo
dia de cada experimento. Acreditamos que os fatores mencionados acima podem ter
contribuido para excesso de morte celular da microalga Nannochloropsis oceanica.
Comparando a vazdo de ar baixa com a intermedidria, acreditamos que a biomassa
estaria superestimada para a vazao menor. Baroni et al. (2019) observaram que este tipo
de superestimativa ocorre com frequéncia em andlises de biomassa de microalgas
realizadas através de peso seco por gravimetria e o ideal € realizar simultaneamente a

contagem de células, como foi feito aqui. O ganho na contagem de células destes
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experimentos comparando as vazdes de ar intermedidria e baixa foi de 93%. Este
resultado apoia a escolha da vazao intermediaria como a de melhor custo-beneficio para

o cultivo da microalga marinha N. oceanica.

10. CONCLUSOES GERAIS

A aplicagdo do programa comercial de Dinamica de Fluidos Computacionais
(CFD), STAR-CCM+, se mostrou uma excelente ferramenta tanto para planejamento e
otimizacdo de tanques de cultivo de microalgas e seus sistemas de injecdo de ar
(mistura/circulacdo), como uma ferramenta exploratoria para analise de
fendmenos/processos especificos a serem investigados nos sistemas de produgdo de
microalgas. O CFD apresentou, em ambos os casos, resultados robustos e validados em
experimentos de crescimento da microalga Nannochloropsis oceanica. Além disto, foi
possivel extrapolar os resultados numéricos obtidos para o fotobiorreator de 330 L para
o tanque circular aberto de 1600 L, ou seja, os dois desenhos e volumes de tanques
foram comparaveis. Portanto, apenas utilizando as simulag¢des dos fotobiorreatores, os
quais possuem uma demanda computacional menor, € possivel otimizar os dois

desenhos de tanques de cultivo.

O desenvolvimento de uma nova metodologia a partir da Lei de Stokes deve levar
em conta as caracteristicas da espécie alvo de microalga, bem como a velocidade de
sedimentacao definida a partir de parametros especificos para cada espécie, como
densidade de cultivo, diametro da particula (célula) e densidade da 4gua de cultura
(salgada ou doce). Esta nova velocidade de sedimentagdo, determinada pela Lei de
Stokes, pode ser aplicada na determinacao de zonas mortas em tanques de cultivo de N.
oceanica. Este método, além de ter sido util no aumento da produgao dos tanques do
Laboratorio de Producao de Microalgas, também permitiu uma economia de energia se
comparado a velocidades genéricas usualmente aplicadas no desenho, desenvolvimento
e otimizacdes de tanques de cultivo de microalgas. Principalmente, por caracteristicas

da microalga N. oceanica que favorecem a permanéncia da mesma em suspensao.

Dois tamanhos de bolhas de ar foram comparados quanto ao volume de zonas
mortas e a turbuléncia da coluna de dgua (indicador de mistura), em ambas as variaveis

o sistema de injecdo de bolhas de ar menores (injetores 9 x 1,0 mm) apresentou um
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melhor desempenho hidrodindmico através das simula¢des numéricas. Estes resultados
foram confirmados em experimentos de crescimento da microalga marinha N.
oceanica, resultando nao s6 em um bom desempenho hidrodindmico, mas também em
significativos ganhos de producio no sistema de mistura com bolhas de ar menores. E
importante ressaltar que este ganho de biomassa ndo gerou em um gasto adicional de
energia, pois a vazao de ar, a altura da coluna de dgua e o volume do tanque nos dois

tratamentos com diferentes tamanhos de bolhas foram mantidos iguais.

O presente estudo procurou identificar causas especificas para o padrio de
crescimento observado para a microalga marinha Nannochloropsis oceanica em
fotobiorreatores de 330 L e tanques circulares abertos de 1600 L onde, apds um
intervalo de 4 e 6 dias, ocorriam diferengas significativas na producao de biomassa
entre os sistemas de mistura de bolhas maiores e menores. Os dados experimentais aqui
avaliados mostraram que as concentragdes de nutrientes ndo foram afetadas pelo
tratamento com bolhas de ar menores. Por outro lado, as medidas de irradiancia
mostraram que a luz no tanque ¢ extremamente reduzida apds 4 e 6 dias de cultivo,

como consequéncia do crescimento das microalgas, o que leva ao seu auto

sombreamento. Neste ponto, a luz se torna um fator limitante para o crescimento de
microalgas, mas uma maior mistura da coluna de agua, resultante das bolhas menores,
superou essa limitagdo. Portanto, a produgdo de biomassa mostrou um ganho
significativo com o sistema de injecdo de bolhas de ar menores sobre as bolhas
maiores. Os resultados numéricos corroboraram esses achados, mostrando que a
distribuicdo 6tima de turbuléncia e a transferéncia de energia do ar para a cultura
resultam em maior frequéncia de exposi¢ao a luz e menor tempo de permanéncia em

areas escuras do tanque.

O sistema de injecao de bolhas de ar menores agora foi melhorado quanto a vazao
de ar entrando no tanque de cultivo, simulagdes numéricas indicaram que um nivel
intermediario de vazao de ar resulta em condi¢des razoaveis, com menos zonas mortas
no fotobiorreator de 330 L. A vazdo de ar mais baixa analisada aqui mostrou um
aumento no volume de zonas mortas que foi sugerido como problematico para a cultura
de N. oceanica. Estes resultados foram corroborados com os experimentos de

crescimento realizados. Tendo em vista, que o aumento da vazdo de ar diminui o
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volume de zonas mortas avaliamos o gasto de energia com relagdo a vazao de ar e ao
conteudo lipidico produzido a partir da biomassa resultante de trés niveis de vazao de ar
(baixo, intermediario e alto). A vazao de ar mais alta foi descartada, pois o custo
beneficio de aumentar a vazao com relagdo ao balango energético (producao de energia/
gasto de energia) ficou muito longe de um sistema economicamente viavel. Por outro
lado, vazao de ar baixa, apesar de apresentar um gasto muito baixo de energia, resultou
em um alto volume de zonas mortas e isto foi relacionado a uma quantidade excessiva
de morte celular. Portanto, o sistema com bolhas de ar menores (9x1 mm) e vazao de ar
intermediéria (0.024 min™") se mostrou promissor na busca de um sistema de produgio

de microalgas de baixo custo operacional.

11. TRABALHOS FUTUROS

Apds a analise da influéncia da vazdo de ar e do tamanho de bolhas de ar nos
sistemas de cultivo de microalgas do Laboratorio de Producao de Microalgas (EMA-
FURG), nosso proximo objetivo € analisar de que forma o numero e distribuicdo de
injetores no fundo dos tanques de cultivo podem ser otimizados a partir da metodologia

de modelagem numérica e experimentagdo, como nos estudos anteriores.

Outra area de estudo que se abre € a avaliagdo na altura da coluna de agua em busca
de um balango energético positivo. O gasto energético de um sistema de
mistura/circulagdo estd diretamente relacionado com a altura da coluna de dgua sobre
os injetores de ar (Arudchelvam e Nirmalakhandan, 2012). Portanto, diminuigdes na
coluna de agua poderdo ser testadas quanto ao desempenho hidrodinamico e ao gasto
de energia. Assim como realizado para os parametros otimizados neste projeto, a
otimizacdo da altura da coluna de 4gua poderia ser analisada, primeiramente, pela

ferramentas de CFD, e em seguida, por comprovagdes experimentais.

Adicionalmente, pode ser também avaliado a transformacdo do fotobiorreator
cilindrico em um airlift pela instalacdo de uma canaleta central direcionando o fluxo de
bolhas de ar. Ugwu e Aoyagi (2012) argumentam que a aleatoriedade da mistura
resultante de um fotobiorreator cilindrico de coluna borbulhante ¢ menos eficiente que
0 uso de uma canaleta central para direcionamento do fluxo central de bolhas de ar,

pois neste ultimo caso ocorre uma circulagao mais eficiente junto as paredes laterais do
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tanque. Este procedimento poderia ser analisado e otimizado numericamente (CFD)
antes de ser testado experimentalmente para obtencao de melhores resultados (Kubelka
et al., 2017). A transformag¢do de um fotobiorreator de coluna borbulhante para o tipo
airlift pode resultar em uma maior frequéncia de exposicao das células de N. oceanica a
luz incidente, desta maneira a metodologia aplicada por Kubelka et al. (2018) poderia

ser novamente utilizada.

Como mencionado ¢ possivel a aplicagdo destes métodos de analise e otimizacao
para outras espécies de microalgas cultivadas pelo Laboratério de Producdo de
Microalgas e por outros laboratorios da Estagdo Marinha de Aquicultura da FURG.
Como, Conticribra weissflogii e Chaetoceros muelleri, que sao diatomaceas e
apresentam caracteristicas morfologicas bem diferentes da espécie em que a presente
metodologia foi para qual desenvolvida seria necessario adaptacdes na Lei de Stokes
(Reynolds, 2006) para esta apresentar resultados aplicaveis em estudos de otimizacao

de hidrodinamica e eficiéncia de mistura de tanques de cultivos.
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ANEXO I - ARTIGO DO CAPITULO 1:

Hydrodynamic performance of two air nozzles diameters on the massive microalgae
culture: Computational and experimental approaches. Kubelka, B.G., Pinto, W.T,
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ANEXO II - ARTIGO DO CAPITULO 2:

The action of small bubbles in increasing light exposure and production of the marine

microalga Nannochloropsis oceanica in massive culture systems. Kubelka, B.G.,

Roselet, F., Pinto, W.T, Abreu, P.C. Algal Research. 35 (2018), 569-576.
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