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RESUMO

O crescimento da populacdo mundial vem causando um aumento na demanda por energia 0
que podera causar em curto prazo uma crise energética. Grande parte da energia consumida
no mundo é vem do petrdleo, porém sua prospeccao e utilizacdo causam grandes danos a
natureza, impactando os ecossistemas e contribuindo para o aquecimento global. Portanto,
novas tecnologias para geracdo de energia limpa vém sendo criadas, sendo as células a
combustivel (CC), dispositivos que convertem energia quimica em elétrica, porém com
algumas limitac6es, como deficiéncias na transferéncia de elétrons, baixa geracdo de poténcia
e altos custos de implantacdo. Assim, uma alternativa menos onerosa sdo as Células a
Combustivel Fotossintéticas (CCF), utilizando organismos fotossintetizantes como aceptores
de elétrons, em substituicdo dos catalizadores metalicos. Neste sentido, estudos foram
realizados com a microalga C. vulgaris utilizada no compartimento catddico de uma célula a
combustivel fotossintética, com a finalidade de analisar a eficiéncia na geracdo de energia,
além da capacidade de sequestrar o CO2 da atmosfera, com producdo e acimulo de
metabdlitos secundarios de reserva (amido e lipidios), além de pigmentos fotossintéticos e
carotenoides. Na primeira parte do estudo com a microalga Chlorella vulgaris foi utilizado
com aceptor de elétrons em um compartimento catédico de uma CCF e a capacidade de
consumir CO2 e acumular amido foram testadas apresentando um Idmax = de 0,24 V/cm2,
consumo de 3,5 mg/L-1 de dioxido de carbono, com acimulo de 40% de amido na biomassa.
Posteriormente, esta condicao foi submetida a diferentes condic¢Ges de cultivo, modificando o
tempo de iluminacdo, aeracdo, fontes de nitrogénio (Uréia e Nitrato de Sodio) e as
concentracdes de nitrogénio e fosforo no meio de cultivo, sequindo um planejamento fatorial
completo 272. As condigdes de crescimento do ensaio Al(cultura heterotréfica ,iluminagdo
continua, CO2 como fonte de Carbono e ureia como fonte de N), a microalga apresentou o
maior resultado na acumulacdo de amido (36%), e a relacdo entre as concentracfes limitantes
de fosforo e nitrogénio influenciaram positivamente na acumulagéo dos lipidios, produzindo
66%. O crescimento foi aumentado, com consequente aumento na geracdo de energia,
apresentando picos de ldmax= 0,25 V/Cm2, com uma eficiéncia couldbmbica de CE=63%. Em
um segundo momento o crescimento da microalga em CCF foi realizado utilizando o0s
melhores parametros obtidos anteriormente, porém, utilizando diferentes tipos de
comprimento de onda 450 nm e 620nm (azul e vermelho, respectivamente) e luz branca como

controle para induzir a producdo de carotenoides durante o processo de geracdo de energia.



Ao final do processo foram detectados licopeno e betacaroteno nas seguintes concentracoes:
Licopeno: luz branca =20,9 mg/100g; azul = 29,6 mg/100g; vermelha = 30,4 mg/100g. B-
caroteno nas concentracgdes: Luz branca = 11,2 mg/100g; Azul = 39,2 mg/100g e vermelho =
40,4 mg/100g. Os resultados obtidos com os estudos realizados demonstraram a eficiéncia e o
grande potencial do prototipo de CCF e da C. vulgaris como aceptor de elétrons, além da
producdo de biomoléculas com amplas aplicabilidades biotecnoldgicas.

Palavras-chave: Célula a Combustivel; Sequestro de Carbono; Biocatodos; Biomassa;

Bioeletricidade.



ABSTRACT

The growth of the world population has been causing an increase in the demand for energy
which could cause an energy crisis in the short term. Much of the energy consumed in the
world comes from oil, but its prospection and use cause great damage to nature, impacting
ecosystems and contributing to global warming. Therefore, new technologies for the
generation of clean energy have been created, being fuel cells (DC), devices that convert
chemical energy into electricity, however with some limitations, such as deficiencies in
electron transfer, low power generation and high energy costs. implantation. Thus, a less
costly alternative is the Photosynthetic Fuel Cells (CCF), using photosynthetic organisms as
electron acceptors, replacing the metallic catalysts. In this sense, studies were carried out with
the microalgae Chlorella vulgaris using in the cathodic compartment of a photosynthetic fuel
cell, in order to analyze the efficiency in the generation of energy, in addition to the ability to
sequester CO2 from the atmosphere, with production and accumulation of secondary reserve
metabolites (starch and lipids), in addition to photosynthetic pigments and carotenoids. In the
first part of the study with microalgae C. vulgaris, it was used with an electron acceptor in a
cathode compartment of a CCF and the ability to consume CO2 and accumulate starch were
tested with an ldmax= 0.24 V/cm2, consumption of 3,5 mg/L-1 of carbon dioxide, with
accumulation of 40% of starch in the biomass. Subsequently, this condition was subjected to
different cultivation conditions, changing the time of illumination, aeration, nitrogen sources
(Urea and Sodium Nitrate) and the concentrations of nitrogen and phosphorus in the culture
medium, following a complete 2°2 factorial design. The growth conditions of the Al test
(heterotrophic culture, continuous lighting, CO2 as a source of carbon and urea as a source of
N), the microalgae presented the highest result in the accumulation of starch (36%), and the
relationship between the limiting concentrations of phosphorus and nitrogen positively
influenced the accumulation of lipids, producing 66%. Growth was increased, with a
consequent increase in power generation, with peaks of Idmax=0.25 V/Cm, with a coulombic
efficiency of EC =63%. In a second step, the growth of the microalgae in CCF was carried out
using the best parameters obtained previously, however, using different types of wavelength
450 nm and 620nm (blue and red, respectively) and white light as a control to induce the
production of carotenoids during the power generation process. At the end of the process,
lycopene and beta-carotene were detected in the following concentrations: Lycopene: white

light = 20.9 mg/100g; blue= 29.6 mg/100g; red= 30.4 mg/100g. B-carotene in concentrations:



White light= 11.2 mg/100g; Blue= 39.2 mg/100g and red = 40.4 mg/100g. The results
obtained with the studies performed demonstrated the efficiency and the great potential of the

prototype of CCF and C. vulgaris as an electron acceptor, in addition to the production of
biomolecules with wide biotechnological applications.

Keywords: Fuel Cell; Carbon Hijacking; Biocathodes; Biomass; Bioelectricity.
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INTRODUCAO

O mundo moderno é totalmente dependente de energia e a medida que a populagédo
mundial aumenta esta demanda também aumenta. Atualmente, 80% de toda energia utilizada
é oriunda de combustiveis fosseis. Entretanto, a utilizagdo desta fonte de energia apresenta
varios problemas, pois ndo é uma fonte renovavel e sua prospecc¢éo, refino, armazenamento e
transporte causam derramamentos, impactando o meio ambiente, assim como a queima libera
uma grande quantidade de gases toxicos que podem causar diversas doengas respiratorias em
seres humanos. Dentre estes gases o dioxido de carbono. o qual é o principal responsével pelo
fendbmeno do aquecimento global e contribui com as mudangas climaticas no planeta
(MEDEIROS et al, 2015; ESPINASA et al, 2017; GENC, 2017; JIHONG CHEN et al, 2018;
PAL & MITRA, 2018; AHMADI, 2020.; JACKETTI, 2020; WANG, 2021).

Devido a esses problemas, nos ultimos anos vérias tecnologias renovaveis e eficientes vém
sendo desenvolvidas visando diminuir a dependéncia dos combustiveis fosseis. Dentre estas
as mais conhecidas sdo: energia solar, eolica, hidroelétrica e os biocombustiveis. No entanto,
todas as tecnologias apresentam algum tipo de problema, como por exemplo, 0s
biocombustiveis que sdo combustiveis derivados de matéria viva, como plantas, animais e
micro-organismos, onde para sua producdo se faz necessario cultivar grandes areas, as quais
poderiam ser cultivadas com o objetivo de produzir alimentos deixam de ser utilizadas para
este fim. Assim, as principais culturas como o milho, cana-de-acUcar e soja sao desviadas para
producdo destes combustiveis ao invés de ser destinada a alimentagdo, gerando assim um
grande problema social e econdmico (ZAH et al, 2009; VELIKOVIC et al, 2018; SILVA et
al, 2018.; BAGHERIAN, 2020.).

Assim, um dos principais objetivos das pesquisas no campo da energia é 0
desenvolvimento de tecnologias de conversdo. Dentre estas tecnologias destacam-se as
Células a Combustivel (CC). Esta tecnologia converte a energia quimica em energia elétrica
sem a necessidade de combustdo, permitindo alcancar uma maior eficiéncia e um menor
impacto ambiental (DUIC et al 2013). Porém esta tecnologia ainda é inacessivel, pois seus
custos sdo bastante elevados, por utilizarem componentes caros como catalisadores metalicos,
tais como platina (Pt), 6smio (Os), rédio (Rh), baixa eficiéncia de conversdo e problemas na
transferéncia de eletrons (HWANYEONG OH, 2020.; YUHSIEH, C. 2021).
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Neste sentido, diminuir os custos operacionais desta tecnologia Células a Combustivel
(CC). e torna-la mais acessivel para outra configuracdo desta tecnologia desenvolvida,
denominada de células a combustivel microbianas (CCM). Este tipo de célula a combustivel
convertem a energia armazenada nas ligagcdes quimicas de compostos organicos em energia
elétrica  através de reacOes eletrocataliticas realizadas por  micro-organismos
(ANTONOPOULDO, et al., 2010.; SERRA, P.M.D. 2021).

Nesta categoria de CC existe uma variacdo que consegue diminuir ainda mais seus custos e
torna esta tecnologia vidvel e acessivel por meio do uso de varios componentes alternativos e
de baixo custo, sendo testados, entre eles estdo as microalgas, que sdo utilizadas como
aceptoras de elétrons nos catodos em uma variacao das células a combustivel, denominadas
células a combustivel fotossintéticas (CCF) (SHAIKH, 2020).

Portanto, esta tecnologia apresenta varias vantagens em relacdo as demais, pois utilizam a
elevada capacidade fotossintética destas microalgas para produzir eletricidade com baixo
custo, utilizando apenas o dioxido de carbono da atmosfera para crescerem, produzindo
biomassa extremamente rica, que acumula vérias biomoléculas de interesse biotecnoldgico e
de elevado valor comercial, como o carotenoide astaxantina, luteina, betacaroteno, entre
outros. Além de possuir uma grande capacidade de produzir e acumular lipidios e amido, que
podem ser utilizados para producdo de biocombustiveis, como o biodiesel e o etanol,
reduzindo os custos desta tecnologia e ampliando as vantagens da sua utilizacdo
(VELJKOVIC et al, 2018; CHEN et al, 2018; ULLAH et al, 2018.; PARKHEY, 2020).
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2. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL
Desenvolver sistemas eletroquimicos otimizados para geragdo de energia elétrica em uma
Célula a Combustivel Fotossintética de baixa temperatura, com biofixa¢do de CO,, associado

a producao simultanea de biodiesel e pigmentos carotenoides, a partir da biomassa residual

do processo de desenvolvimento de Chlorella vulgaris.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudar as condi¢bes 6timas de cultivo da microalga, em funcdo do tempo, iluminacéo,

concentracédo de nitrogénio e comprimento de onda;

Desenvolver estudos para otimizar as condi¢Ges de biofixacdo de carbono pelo sistema de

geracdo de energia (microalga);

Avaliar a geracao de energia elétrica a partir de dispositivos eletroquimicos otimizados;

Extrair simultaneamente as biomoléculas lipideos e pigmentos carotenoides, a partir da

biomassa da microalga;

Isolar, purificar e caracterizar fisico-quimicamente os pigmentos carotenoides;

Realizar a obtencéo, caracterizacdo e aplicacdo do biodiesel obtido através do processo de

transesterificagcdo dos lipidios previamente extraidos;

Validar estatisticamente todos os resultados;
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REVISAO DA LITERATURA

3.1. MICROALGAS

As algas séo classificadas de acordo com sua coloragdo e suas substancias de reserva em
cinco grupos principais: Cyanophyceae (Algas azuis esverdeadas), Chlorophyceae (Algas
verdes), Phaeophyceae (Algas marrons), Rhodophyceae (Algas vermelhas) e
Bacillariophyceae (Diatomaceas), figura 6. Também possuem uma grande diversidade de
formas e tamanhos, variando de espécies unicelulares (podendo formar col6nias), a formas

pluricelulares com estruturas complexas.

Figure 1 - Classificacdo das algas de acordo com sua coloracdo e substancias de reserva.

Rhodophyceae Bacillariophyceae

Fonte: http://www.lookfordiagnosis.com

Dentre esta grande diversidade bioldgica destacam-se as microalgas. Estes micro-
organismos fotossintetizantes podem ser procariotas (como as Cyanophyceae) ou eucariotas
(como as Chlorophyceae), crescem rapidamente e podem viver em condi¢des adversas, pois
possuem uma estrutura celular simples. Na ficologia aplicada o termo “microalga” se refere
estritamente a algas microscépicas e a bactérias fotossintéticas aerdbias (Cianobactérias)
(TOMASELLI, 2004; LI et al., 2008; RAMANNA et al, 2017.; BOLGOVICS, 2019.
POLIKARPOV, 2020).
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As microalgas se destacam por ser um grupo de micro-organismos extremamente diverso,
presentes em todos os ecossistemas da terra, ndo s6 em ambientes aquaticos, mas também, em
ambientes terrestres por esta razdo possuem uma grande diversidade. Estima-se que exista
mais de 50.000 espécies, mas, apenas 30.000 ja foram estudadas (RICHMOND, 2004).

Estes micro-organismos fotossintetizantes possuem uma grande capacidade de sequestrar
Dioxido de Carbono da atmosfera (sendo responsaveis por mais da metade da fixacdo do CO,
no planeta) através da fotossintese e acumular biomassa mais rapida e eficientemente que as
plantas terrestres, podendo alcancar uma produtividade por area 100 vezes maior que as
plantas convencionais além de ter um crescimento rapido e a capacidade de acumular ou
secretar alguns metabdlitos (PIENKOS e DARZINS, 2009; MENDES et al.,2012;
RAMANNA et al, 2017.; YANA, 2020).

Nos Gltimos anos devido a necessidade de explorar fontes alternativas de geracdo de
energia, a biomassa de microalgas tem recebido grande atencdo, pois a partir dela pode ser
produzidos combustiveis, como o bioetanol e o biodiesel, além de varios outros subprodutos
de interesse industrial como pigmentos (Clorofilas e Carotenoides), além de poderem ser
utilizadas diretamente na alimentacdo devido ao seu alto valor nutricional, podendo chegar até
60% de proteina, uma alta produtividade de 6leo, chegando a conter de 1-70% de lipidios em
sua célula, além de mais de 20 tipos de vitaminas, sais minerais e aminoacidos essenciais
(FAROOQ et al 2015., PING ZHANGA et al 2017, PUGAZHENDHI, 2020).

Como qualquer matéria-prima, a utilizacdo de microalgas possuem algumas vantagens,
como: Producdo durante todo o ano, permite a utilizacdo de terrenos marginais, ndo compete
com a producdo de alimentos, permite a utilizacdo de aguas improprias para 0 uso (agua
salobra e aguas residuais), o Scale-up é relativamente simples, permite a utilizacdo de
residuos e gases produzidos por sociedades industrializadas, mas também possui algumas
desvantagens como, baixa densidade celular, pequeno tamanho das células, elevados custos
de colheitas, baixo rendimento ao ar livre, contaminagdes por outras espécies, problemas na
utilizacdo de biorreatores e perdas do meio por evaporacdo e foto inibicdo quando séo
cultivadas ao ar livre (RUSSO, 2011., MUJTABA et al 2017).
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3.2. CHLORELLA VULGARIS

As microalgas do género Chlorella, foram identificadas pela primeira vez pelo pesquisador
holandés Martinus Willem Beijerinck em 1890 como sendo a primeira microalga com um
nucleo definido em um lago nos arredores da cidade de Delft na Holanda. Em seu artigo ele
descreve que as aguas do lago estavam tomadas por microalgas de um verde intenso ao qual
ele comparou com o verde da grama que crescia nas margens. O nome Chlorella vem da
palavra grega chloros (XAwpdg) que significa verde, e o sufixo latino ella que se refere ao
seu tamanho microscépico (SAFI et al 2014). Em 1965, Ikuko Shihira e Robert W. Krauss
pesquisadores da Universidade de Maryland estudaram a fisiologia e a taxonomia de 41

isolados deste género de microalgas, dentre eles estava a Chlorella vulgaris.

Figure 2 - Cultura pura da microalga Chlorella vulgaris.

Fonte: Acervo Pessoal

A espécie descrita por Beijerick, C. vulgaris (Figura 7) pertence a seguinte classificacdo
cientifica:. Dominio: Eukaryota, Reino: Protista, Divisdo: Chlorophyta, Classe:
Trebouxiophyceae, Ordem: Chlorellales, Familia: Chlorellaceae, Género: Chlorella, Espécie:
Chlorella vulgaris. E uma alga verde, unicelular ou colonial, possui forma cocoidal medindo
de 2-10 um de diametro. Ndo possuem motilidade sendo encontrada em sua grande maioria
em ambientes dulciaquicolas, mas também em aguas salobras em praticamente todo 0 mundo.
Possui um Unico cloroplasto e podem acumular pigmentos como Clorofilas a e b, B-carotenos
e xantofilas. Seu carboidrato de reserva intracelular é o amido, mas possuem a capacidade de
acumular lipidios quando se encontram em condigdes de estresse (BEIJERINCK, 1890,
NURACHMAN, et al. 2015; CHEN et al, 2018; KULKARNI & NIKOLOV, 2018).
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Estudos evolutivos mostraram que as microalgas do género Chlorella ja estavam na terra
desde o Pré-cambriano, mantendo sua integridade genética e estrutural a cerca de 2,5 bilhGes
de anos atras. Em sua morfologia C. vulgaris possuem muitos elementos estruturais
semelhantes as plantas 0 que sugere gque estes organismos possam ter dado origem as plantas
terrestres (SAFI et al 2014).

Sua celula possui uma parede celular rigida que preserva a integridade da célula,
protegendo-a contra invasores e ambientes asperos. Sua espessura e composicao variam de
acordo com a fase de vida, onde uma célula logo ap6s sua divisdo possui uma parede celular
mais fina e uni laminar elétron-densa de aproximadamente 2 nm e em uma célula madura a
espessura desta parede aumenta gradativamente até alcancar de 17-21 nm. Porém, a espessura
da parede celular de uma célula madura pode variar de acordo com as condi¢cGes ambientais e
0 crescimento. Sua rigidez é atribuida a uma camada microfibrilar composta por quitosana-
glucosamina e alguns trabalhos indicam a esporopoleina como responsavel por sua rigidez
(YAMAMOTO et al, 2004., 2005).

Além disso, possui um citoplasma composto por proteinas e minerais solliveis em agua que
abriga as organelas internas como mitocondrias, nucleo, vacuolos, corpusculo de Golgi e
cloroplasto. Suas mitocdndrias possuem parede dupla e abrigam uma parte de seu material
genético. A membrana externa da mitocdndria possui a mesma proporcdo de proteinas e
fosfolipidios, j& a por¢do interna da membrana possui uma proporcao trés vezes maior de
proteinas do que fosfolipidios (BURCZYK et al, 2000., HAGEN et al, 2002., LU WANG et
al 2017).

Possui um Unico cloroplasto com membrana dupla composta por fosfolipidios, onde a
membrana externa é permeavel a metabdlitos e ions e a membrana interna possui uma fungédo
mais especifica no transporte de proteinas. Nesta organela se encontram 0s pigmentos
fotossintéticos como clorofilas e carotenoides como a luteina dentro de estruturas
denominadas de tilacoides e em condicbes favoraveis os granulos de amido sédo formados no
cloroplasto. O pirenoide possui um alta concentragdo de ribulose-1,5-bifosfato-carboxilase-
oxigenase (RuBisCO) e é o centro de fixacdo do didxido de carbono nas células de C. vulgaris
(YAMAMOTO et al, 2004., 2005., SAFI et al 2014).
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Figure 3 - Esquema basico da organizacdo celular das organelas da microalga Chlorella
vulgaris

Envelope do Cloroplasto
/ Cloroplasto

Mitocondrias — Clorofilas e Carotenoides

Citoplasma —_ ————Parede celular

Goticulasde Lipidios ~

—Amido
Corpusculo de Golgi
Pirenoide

—Tilacoide

Nucleo —

Fonte: SAFI et al 2014

Sua reproducdo é assexuada e rapida, assim, dentro de 24 horas uma Unica célula de C.
vulgaris cultivada em condicBes 6timas se multiplica por autoesporulacdo, que é o modo mais
comum de reproducdo assexuada entre as algas, onde uma célula de C. vulgaris da origem a
quatro células filhas. Deste modo, a parede celular das células filhas é formada dentro da
parede celular da célula mée. Ap6s a maturacdo das células filhas, a parede celular da célula
mée se rompe, liberando as células recém-formadas e os detritos remanescentes da célula mée
sdo utilizados como nutrientes que vado ser absorvidos pelas células recém-formados
(YAMAMOTO et al, 2004., 2005., SAFI et al 2014).

Figure 4 - Fases da reproducdo da C. vulgaris: (a) Crescimento celular precoce; (b)
Crescimento celular com atraso; (c) Divisdo do cloroplasto; (d) Inicio da divisdo do

protoplasto; (e) Final da divisdo do protoplasto, (f) Maturagéo das células filhas; (g) Fase

& b c d e f g

Fonte: SAFI et al 2014
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3.3. PRODUTOS DE VALOR AGREGADO DA BIOMASSA DE MICROALGAS

3.3.1.

Dentre todos os organismos fotossintetizantes as microalgas sdo uns dos mais
diversificados, tanto na diversidade de formas como em cores e habitats. Toda esta
diversidade € devido a sua ampla adaptabilidade ao meio natural devido a seus diversos tipos
de metabolismos, acarretando diversos produtos metabolicos. Dentre estes produtos varios
possuem potencial biotecnoldgico, tanto para a alimentacdo como para a utilizacdo para a
producdo de biocombustiveis como os carotenoides, lipidios e amido, dentre outros.

Os alimentos a base de microalga possuem um impacto positivo na saide humana por
ajudarem na prevencdo de diversas doencas. Também ajuda no combate a desnutricdo sendo
utilizadas como suplementacdo alimentar e por ser ricas em Varios nutrientes como acidos
graxos poli-insaturados, proteinas, fitoeritrinas, ficocianinas, minerais importantes, vitaminas,
polissacarideos e enzimas (YONG JIN.et al 2019).

Além de sua utilizacdo na suplementacdo alimentar humana e animal, as microalgas
possuem uma capacidade elevada na producdo e acimulo de lipidios e carboidratos, que séo
dois substratos de alto interesse como fontes de energias renovaveis servindo de base para a
producdo de biocombustiveis como o biodiesel e o bioetanol. As microalgas apresentam
vantagens sobre outras fontes de biomassa destinadas a producdo de biocombustiveis, pois
possuem um rapido crescimento, podem ser cultivadas em aguas improprias para 0 consumo
humano e animal, além de ndo competirem diretamente com a producdo de alimentos
(REHMAN, A. 2020.; YONG JIN.et al 2019).

Carotenodides

O interesse mundial por pigmentos de origem natural em substituicdo aos pigmentos
sintéticos estd cada vez maior devido a preocupacdo crescente das pessoas com uma
alimentacdo saudavel. Dentre esses pigmentos 0s carotenoides sdo uns dos mais utilizados e

requisitados pelas industriais devido a sua alta capacidade antioxidante.

Os carotenoides sdo pigmentos lipofilicos responsaveis pelas cores amarelo, laranja e
vermelho em plantas, micro-organismos e em alguns animais como peixes e crustaceos. Suas
caracteristicas e suas cores sdo devido a uma grande diversidade estrutural formada por um

sistema de ligacGes duplas conjugadas localizadas no centro de sua estrutura e que recebe o
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nome de cromdéforo. Porém o cromdéforo torna estes pigmentos suscetiveis a oxidagdo e
isomerizacdo, além de sua cadeia longa. A maioria dos carotenoides compartilham uma
estrutura em comum C40 e sdo divididos em dois grupos carotenos e xantofilas. Cada
carotenoide possui diferentes formas trans e cissobmeros. Ao contrario dos carotenos as
xantofilas possuem grupos hidroxila e grupos ceto em seus anéis terminais em sua estrutura
tornando-as um carater hidrofilicos (BEZERRA, et al.2019.; REHMAN, 2020).

Naturalmente os carotenoides servem para dar destino ao excesso de energia do processo
fotossintético, porém menos de 30 destes tem papel importante no processo fotossintético. A
grande maioria esté relacionado ao complexo de colheita leve (LHCs). Alguns carotenoides
primarios possuem agem como pigmentos acessorios transferindo energia para a clorofila
aumentando o espectro de absorcdo de luz dos organismos fotossintetizantes como algas e
plantas (REHMAN, 2020).

Os carotenoides podem ser sintetizados artificialmente, porém, o consumo humano destes
tipos de carotenoides € limitado devido a preocupacfes de seguranca quanto ao produto final
deste processo é composto predominantemente por estruturas trans, enquanto os carotenoides
sintetizados naturalmente por organismos fotossintetizantes sdo uma mistura complexa de
varios isémeros e que geralmente sdo encontrados misturados a outros compostos naturais
bioativos (RODRIGUEZ-AMAYA, etal. 2019).

Os carotenoides sdo amplamente utilizados como corantes alimentares, cosméticos e
aditivos na alimentacdo animal, porém, estes pigmentos desempenham um papel muito
importante na satide humana. Eles atuam de maneira semelhante ao seu papel nos organismos
fotossintetizantes de onde se originam, eles possuindo acdo antioxidante. Os antioxidantes
impedem os efeitos nocivos dos radicais-livres, além de estar relacionado com a diminuigo
do risco de céncer, degeneracdo macular, envelhecimento prematuro, catarata, diabetes e
também ja foi relatado sua participacdo na reducdo dos riscos de contrair a AIDS entre outras
coisas. Demonstrando assim um grande potencial de mercado e de producdo a partir de fontes
naturais e renovaveis (GONG, .et al.2016.; RODRIGUEZ-AMAYA, etal. 2019

Lipidios e Carboidratos

A demanda crescente por produtos alimentares naturais e fontes de energias renovaveis

vem crescendo a cada dia e as microalgas sdao uma fonte rica em suplementos alimentares e
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produtos naturais. Dentre estes produtos destacam-se os lipidios e os carboidratos como o
amido, que sdo produtos de reserva energética e estruturais destes organismos
(MANIRUZZAMAN, A. et al.2020).

As microalgas realizam a conversao fotossintética de energia solar, didxido de carbono e
agua em Carboidratos de reserva e lipidios, estes por sua vez podem ser utilizados para
produzir uma variedade enorme de produtos, como aditivos alimentares, produtos
farmacéuticos, cosméticos e biocombustiveis. Dentre todos o0s metabolitos primarios
produzidos pelas microalgas os lipidios tém chamado muita atencdo por seu potencial na
geracdo do biodiesel, pois possuem varias vantagens sobre outras fontes oleaginosas, pois
possuem crescimento rapido e uma capacidade elevada de producdo e acumulacdo dos
lipidios (FERREIRA, G.F. et al 2019).

As microalgas podem acumular em sua biomassa entre 30 e 80% de lipidios, porém,
algumas espécies que possuem um grande potencial de acumulacéo de lipidios possuem um
crescimento lento, o que inviabiliza sua utilizacdo comercial. Porém, existem espécies que
apresentam todas estas caracteristicas desejaveis como crescimento rapido aliado a grande
capacidade de acumulacdo de lipidios como a Botryococcus braunii, Scenedesmus obliquus e
Chlorella vulgaris dentre outras. O conteudo lipidico em microalgas pode variar bastante de
acordo com a fase de seu crescimento. Na fase estaciondria encontra-se uma maior
acumulacdo de lipidios neutros. Os lipidios neutros possuem fungdo de armazenamento de
energia onde 0s mais comumente encontrados nas microalgas sdo os triacilglicerois. Estes sao
formados por trés moléculas de acidos graxos ligadas a uma molécula de glicerol e sédo
armazenados no citoplasma em forma de goticulas (YONG JIN.et al 2019.; DESHMUKH,
S.etal. 2019.; KATIYAR, R. et al.2020).

O entendimento da sintese dos triacilglicerois ainda estdo incompletos, porém, grandes
avancos foram feitos através de estudos comparativos de analises de genoma e transcritora. A
sintese lipidica requer reacbes complicadas em locais distintos. A sintese lipidica nas
microalgas € analoga as plantas, podendo ser dividida em duas etapas a sintese de novo de

acidos graxos e a subsequente montagem dos glicolipideos.

A sintese de acidos graxos nas plantas é realizada no cloroplasto, onde as microalgas fixam
0 dioxido de carbono através da fotossintese em glicerato-3-fosfato que é convertido em
Acetil-CoA atraveés da glicolise que é o precursor direto na sintese de &cidos graxos. A enzima

acetil-CoA carboxilase converte o acetil-CoA em malonil-CoA, que por sua vez tem o grupo
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malonil retirado e acoplado a proteinas transportadoras de acetil. Esta reacdo € catalisada pela
enzima malonyl-CoA:ACP aciltransferase. Os acidos graxos séo sintetizados através de uma
série de reacOes repetitivas de alongamento, condensacédo, reducédo e desidratacdo resultando

em &cidos graxos de comprimento de cadeia entre 16 a 18 carbonos (RANA, et al. 2019).

Assim como os lipidios, 0 amido é um dos componentes de reserva de energia das células
de microalga. Ele é formado através do processo de fotossintese e sua producdo e acumulo
podem variar dependendo da disponibilidade de nutrientes no meio onde as microalgas se
desenvolvem (SUPARMANIAM et al 2019.; MATHIOT et al 2019).

O amido de microalgas € estruturalmente igual ao amido das plantas superiores sendo
composto por moléculas de glicose polimerizada ligada por ligagdes a-1,4 glicosidicas e
ramificado nas posi¢des a-1,6. O amido de microalga possui grande valor agregado pois pode
ser utilizado em biorrefinarias com varios propdsitos como por exemplo a producdo de
biocombustiveis como o bioetanol, biobutanol e biohidrogénio, além de que quando sob
condicdes controladas servem como base de producdo de quimicos bioldgicas (RANA.et al.;
MATHIOT.et al 2019.).

A biossintese do amido envolve diversas reacdes que sdo controladas pelas condicdes
ambientais. Nas microalgas verdes (Chlorophytas) o amido é sintetizado nos cloroplastos,
onde o diéxido de carbono (CO,) é fixado durante a fase escura pela enzima ribulose 1,5-
bifosfato carboxilase oxigenasse (Rubisco) e transformado em &cido 3-fosfoglicerilico.
Utilizando ATP e NADPH o acido 3-fosfoglicerilico é reduzido e convertido a frutose-6-
fosfato, que por sua vez sofre a acdo da enzima fosfoglucose isomerase e € convertida em
glicose-6-fosfato, que assim sai do Ciclo de Calvin para a biossintese do amido. Dai, a
glicose-6-fosfato é convertida em glicose-1-fosfato pela acdo da enzima fosfoglucomutase. A
ADP-glicose pirofosforilase catalisa a reacdo de conversdo da glicose-1-fosfato em ADP-
glicose com consumo de ATP. A ADP-glicose serve como doadora de glicose para o
alongamento da cadeia glucana catalisada por amido sintetizado por granulos (GBSS)
formando amilose e a amido sollvel sintase (SSS) que forma a amilopectina (RANA,W. et al.
2019.; MATHIOT,C.et al 2019).
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3.4.CELULAS A COMBUSTIVEL

O desenvolvimento das primeiras células a combustivel (CC) em inglés Fuel Cell (FC)
para geracdo de energia remonta a meados do século 19 e ¢ atribuida a Sir William Grove,
porém os principios teoricos desta tecnologia foram descobertos e propostos por Christian
Friedrich Schonbein professor da Universidade da Basileia. Num entanto, nesta época as
fontes primarias de energia eram baratas e abundantes, o que restringiu seu uso. Porém no
inicio do século 20 a conversdo de energia quimica em energia elétrica tornou-se mais
importante devido ao aumento da utilizagdo da eletricidade, pois nas ultimas décadas vem
ocorrendo um aumento da populacdo mundial somado a crescente preocupacdo com as
consequéncias ambientais causadas pela utilizacdo das matrizes energéticas atuais, o que torna

indispensavel o uso de outros sistemas eficazes de geracdo de energia limpa.

Células a combustivel sdo uma tecnologia emergente e muito promissora na geracdo de
energia limpa. Estes equipamentos convertem energia quimica em energia elétrica sem a
necessidade de combustdo e com maior eficiéncia sem a emissdo de poluentes, podendo
chegar a uma eficiéncia de conversao de 85 a 90%. Devido a sua alta reatividade o hidrogénio
é o combustivel mais utilizado em células a combustivel, mas, podem ser utilizados outros
gases, como 0 gas natural ou mesmo o metanol. Por ter uma alta eficiéncia e uma grande
versatilidade as CFs permitem a montagem de usinas em micro escala (< 1kW) e grande
escala (> 10 MW), (HARTMUT, W et al 2000.; McPHAIL et al 2011.; TAN ZHONGFU et
al, 2015.; YING et al, 2018.; WANG et al 2018, BAGHERIAN, 2020.; YUHSIEH, 2021).

Figure 5 - Esquema de uma célula a combustivel: a) Célula a combustivel a hidrogénio. b)
Célula a combustivel a metanol.
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Fonte: VILLULLAS et al 2002

A estrutura basica de todas as células a combustivel é semelhante, sendo compostas por
dois compartimentos: um compartimento anodico e um catodico com eletrodos separados por
um eletrolito (Figura 1). Nos compartimentos anddico e catddico é adicionado um fluxo de
gas ou liquido para fornecer aos eletrodos combustivel/oxidante (Anodo) e oxigénio (Catodo).
Os eletrodos, em sua maioria S80 porosos para gque sejam permeaveis ao combustivel utilizado
(gas ou liquido). Assim ao introduzir um combustivel como o hidrogénio no compartimento
anodico, ele passa por um processo de oxidagao direta utilizando catalizadores de platina para
acelerar a reacdo (Equacédo 1), liberando assim elétrons (Equagdo 2). Estes elétrons por uma
diferenca de potencial entre os dois compartimentos sdo conduzidos para 0 compartimento
catdédico através de uma resisténcia externa gerando assim uma corrente elétrica. No
compartimento catodico estes elétrons iram reduzir o oxigénio gerando agua ao final do
processo (Equacédo 3) (YUAN et al. 2018.; USTOLIN & TACCANI, 2018).

2Pt+ H2 Pt'Hads + Pt'Hads (1)
Pt-HagsH++ e- +Pt (2)
H,+Y% O, H,0O com AG=-237 KJ/mol (3)

A oxidacdo do hidrogénio envolve a adsorcdo do gas (Hags) sobre a superficie do
catalisador (Pt-H,gs) seguido de uma dissociacdo da molécula e reacdo eletroquimica a dois

prétons de hidrogénio.

As células a combustivel sdo geralmente classificadas pelo eletrélito que utilizam. Uma
excecdo a esta classificacdo sdo as DMFCs (Direct Methanol Fuel Cell), que é uma CC na
qgual o metanol alimenta diretamente o compartimento anddico. As CC também podem ser
divididas segundo sua temperatura de operacdo em: Células a combustivel de baixa
temperatura e de alta temperatura, que podem chegar a temperaturas de 600 a 1000 °C.

As células a combustivel possuem inimeras vantagens em relagdo a outras tecnologias,
como, ndo emitem poluentes, rapida implantacdo/instalacéo, alta eficiéncia, escalabilidade,
pode operar em condi¢Bes extremas, baixa manutencdo, entre outras, mas, atualmente o
principal fator que dificulta a inclusdo bem sucedida desta tecnologia no mercado € seu alto
custo em comparacdo com outras tecnologias existentes (HARDMAN et al, 2015,

CHANDRA et al, 2018). Visando diminuir os custos de operagdo das CC, variagOes delas
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vém sendo desenvolvidas. Dentre elas destacam-se as células a combustivel microbiana
(CCM), que substituem componentes de alto valor em CC convencionais por micro-
organismos que atraveés de sua maquinaria metabdlica convertem a energia contida em
substratos organicos em energia elétrica (HWANYEONG OH. 2020.; YUHSIEH, C. 2021).

3.5.CELULA A COMBUSTIVEL MICROBIANA

O conceito de bioeletricidade em seres vivos foi proposto pela primeira vez em meados de
1700 por Luigi Galvani (1737-1798), um médico e fisico italiano que constatou eletricidade
intrinseca em tecidos de rds. Algum tempo depois em 1911 Michael C. Potter desenvolveu o
primeiro prototipo de célula a combustivel microbiana (CCM), onde ele utilizou uma cultura
bacteriana e constatou um fluxo de elétrons entre dois eletrodos. O conceito de designe atual
de CCM foi proposto em 1977 por Karube et al (1977), porém néo se sabe ao certo como foi
desenvolvida naquela época. E em 1999, Kim et al conseguiram gerar eletricidade com
sucesso em uma CCM, sendo considerado um marco para esta tecnologia (HAI-LIANG et al
2015.; SERRA, P.M.D 2021).

A Célula a combustivel microbiana ¢ uma tecnologia promissora que tem chamado muita
atencdo nos ultimos anos, pois ela possibilita a producdo de corrente elétrica a partir da
oxidacdo de matéria organica por micro-organismos ou enzimas (RAHIMNEJAD et al.,
2011). Estes biorreatores convertem a energia armazenada nas ligacdes quimicas de
compostos organicos em energia elétrica através de reacdes eletrocataliticas realizadas por
micro-organismos (ANTONOPOULDO, et al.,, 2010, SANTORO et al, 2017.; XIA et al,
2018.; PARKHEY, P. 2020.; SERRA, P.M.D 2021).

Figure 6 - Esquema de uma CCM simples com um anodo anaerébico e um catodo aerdbico
separado por uma Membrana de Troca Proténica (PEM).
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A principal vantagem em utilizar a CCM em relagdo a celula a combustivel convencional,
é poder utilizar uma grande variedade de compostos que podem ser utilizados como
combustiveis, como efluentes domésticos e industriais, materiais lignocelulosicos, dioxido de
carbono, entre outros (LOGAN, 2008). Por esta razdo as CCMs podem ser aplicadas a
diversos sistemas, como por exemplo, no tratamento de &guas residuais, onde ao se utilizar a
matéria organica da &gua como combustivel para a geracdo de energia pode ajudar suprir uma
parte da demanda por eletricidade, diminuindo assim 0s custos operacionais da estacdo de
tratamento (LU et al., 2009; LI et al, 2018). Seguindo este raciocinio, verificou-se que as
CCMs podem ser utilizadas eficientemente como um biossensor para 0 monitoramento da
quantidade de matéria organica em aguas residuais, pois existe uma correlacdo entre a
eficiéncia coulémbica, que € definida como a razdo entre o numero de Coulombs
efetivamente transferido para o anodo e o total de Coulombs produzido, considerando que
todo o substrato oxidado produza elétrons e a quantidade de matéria organica em aguas
residuais, fornecendo assim uma ideia da quantidade de matéria organica (QUEK et al, 2015,
HE et al, 2017, CHIN-TSAN, et al, 2018.; PARKHEY, P. 2020).

As CCMs também podem auxiliar no tratamento e descoloracdo de corantes que sdo
extremamente danosos ao meio ambiente, pois sdo compostos toxicos resistentes a
degradacdo microbiana e que impedem a penetracdo da luz e do oxigénio na agua, causando
um grande dano a vida aquatica (UMBUZEIRO et al, 2005, LIANG et al, 2018). Os corantes
sdo utilizados no compartimento anddico, onde através da oxidacdo em anaerobiose de
substratos organicos, ocorre a reducdo dos corantes, causando assim a descoloracdo. A
reducdo destes corantes também pode ocorrer por varios mecanismos, como a acdo de
enzimas de descoloracdo, mediadores redox, reducdo quimica com redutores biogénicos ou a
combinacdo destes (PANDEY et al, 2007., SOLANKI, 2013).Elas também sdo utilizadas na
degradacdo de contaminantes como o fenol, que geralmente é encontrado em efluentes
industriais, petroleo e petroderivados e na remocéo de pesticidas (LUOA et al, 2009., XIAN
CAO et al, 2015).

O desempenho de uma CCM depende das reagdes eletroquimicas entre a matéria organica
e o aceptor final de elétrons como, por exemplo, 0 oxigénio. No entanto, esta tecnologia ainda
apresenta alguns problemas, como a geracdo de baixos niveis de poténcia, onde estes niveis
sdo afetados por ainda existir limitagbes nos processos e reagdes que ocorrem nos
compartimentos catodicos e anodico. Além de perdas por quedas 6hmicas, onde estas podem

ser minimizadas diminuindo a distancia entre os eletrodos, aumentando a condutividade
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ibnica dos eletrdlitos e utilizando membranas de baixa resisténcia. J4& em densidades de
corrente muito altas, a maior perda ocorre devido a incapacidade de manter a concentragao
inicial do substrato no fluido e a limitacdo de transporte de massa (OLIVEIRA et al., 2013;
SANTORO et al, 2017; MATEO et al 2018).

As CCM mais comuns sdo compostas por dois compartimentos: catodico e anddico
separados fisicamente por uma membrana de troca proténica (PEM) ou uma ponte salina. No
anodo as reacdes acontecem em anaerobiose, onde um biocatalizador ativo oxida a matéria
orgénica liberando prétons e elétrons. Os prétons migram para o compartimento catodico
através da PEM/Ponte Salina, entram no compartimento catédico onde reagem com o0
oxigénio formando agua. Os elétrons sdo absorvidos no anodo e transportados ao catodo
através de um circuito externo gerando corrente elétrica (ANTONOPOULOU et al., 2010.;
GHASEMI, et al., 2012, OLIVEIRA et al., 2013.; RAHIMNEJAD, et al., 2015; YOON et al
2018.; SERRA, P.M.D 2021).

Além da configuracdo classica, existem variagdes nas configuracGes dos compartimentos
anodico e catodico visando o aumento da geracdo de eletricidade e a diminuicdo dos custos
operacionais. Dentre essas variagdes destacam-se as Células a Combustivel Microbiana
Hibrida (CCMH) e as Células a Combustivel Fotossintéticas (CCF).

3.6. CELULAS A COMBUSTIVEL FOTOSSINTETICA

Tecnologias voltadas a utilizacdo da energia solar estdo cada vez mais ganhando
importancia devido a preocupacdo crescente com a escassez dos recursos naturais ndo
renovaveis e o0 meio ambiente.  Nos Ultimos anos vérias tecnologias vém sendo

desenvolvidas, dentre eles as células a combustivel fotossintética (CCF).

A célula a combustivel fotossintética € um dispositivo onde organismos fotossintéticos
atuam como biocatalizadores transformando a energia da luz em bioeletricidade utilizando
CO, ou outro tipo de substrato organico. Os organismos fotossintetizantes tem a capacidade
de separar, capturar e liberar elétrons durante o fluxo das reacbes em cadeia, por isto é
possivel utilizar o metabolismo fotossintético para capturar a luz solar e transformar em
bioeletricidade (CHANDRA et al, 2012; EL MEKAWYA, 2014; WU et al 2018, ZHAO et al,
2018.; SHAIKH, R. 2020).
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Neste tipo de CCM, os micro-organismos fotossintetizantes séo utilizados como aceitador
de elétrons bioldgico no compartimento catédico, onde simultaneamente reduz o CO; a
biomassa e oxigénio (Equacdo 4). No anodo, ocorre a oxidacdo do substrato liberando
elétrons (Equacdo 5), onde estes sdo transportados até o catodo por um circuito externo. No
compartimento catédico os elétrons reduzem um mediador eletroquimico oxidado. Este
mediador penetra nas células dos organismos fotossintetizantes onde libera sua carga de
elétrons tornando-se mais uma vez oxidado. Uma vez dentro de suas células, estes organismos

utilizam estes elétrons em suas vias metabolicas para transformar o CO, em biomassa e O,.
CesH 1206 (Biomassa) + 6 H,0 — 6 CO,+ 24 H +24 ¢ (4)
6 CO,+12H" +12¢ — C¢H 12 O (Biomassa) + 30 , (5)

(ZHOU et al, 2012, WU et al 2018).

Figure 7 - Esquema de funcionamento de uma Célula a Combustivel Fotossintética (CCF)
com cétodo de microalgas.
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Fonte: Autor.

Existem vaérias configuragdes de CCF, onde as microalgas podem ser cultivadas em ambos
0s compartimentos (catodico ou anodico). Em grande parte das CCF, as microalgas séo
utilizadas como biocatalizadores anddicos, onde desenvolvem um biofilme que possui a
capacidade de assimilar um substrato gerando elétrons, que por sua vez sdo transferidos para o
eletrodo de forma direta ou com o auxilio de um mediador. As microalgas sdo utilizadas como
biocatodos a fim de substituir os sistemas convencionais de aeracdo, sendo assim uma

alternativa mais econdmica. Além disso, os catodos de microalga contribuem com a
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diminuicdo da concentragdo do didxido de carbono na atmosfera. O dioxido de carbono
capturado por estas microalgas séo convertidos em biomassa e oxigénio. Biomassa esta que
possui um alto valor agregado, pois sdo ricos em varios nutrientes essenciais como vitaminas,
carboidratos, acidos graxos, proteinas, antioxidantes, sais minerais entre outros, podendo ser
utilizada para a alimentacdo humana e animal, além de poder ser utilizada para a producéo de
biocombustiveis como o biodiesel, bioetanol e biogas, agregando assim valor a biomassa e
reduzindo os custos de operacdo. Por estes motivos este tipo de CCM vem recebendo bastante
atencdo nas Ultimas décadas (PANDIT et al, 2012.; GOUVEIA, et al, 2014; EL MEKAWY et
al 2014; FISCHER, 2018.; CHAMATH, 2020.; KUMAR et al 2020).

Além da configuracdo mais comum utilizada neste sistema de CCF (Figura 3.), existem
algumas variacdes, como: CCF de camara Unica, CCF de sedimentos, CCF hibrida, CCF
acoplada. Nas CCF de camara Unica (Figura 4.a) os eletrodos do catodo e do &nodo ficam em
uma Unica cAmara sem separacdo por membranas. As microalgas ficam aderidas ao eletrodo
anodico enquanto o catddico fica livre. Durante o dia ocorre a fotossintese, onde ocorre a
oxidacdo do dioxido de carbono liberando elétrons e oxigénio. Durante a noite ocorre o
processo de respiracdo celular. Estas reacGes de fotossintese e respiracdo geram corrente
elétrica (El MEKAWY et al, 2014; FISCHER, 2018.; KUMAR, M. et al 2020.; HAI, T.H.
2020).

Nas CCF de sedimentos ou CCM bentbnicas (Figura 4. b) a energia é gerada através da
diferenca de potencial elétrico natural utilizando um &nodo enterrado em uma camada de
sedimentos e um catodo submerso em agua. A geracao de energia se da a partir da diferenca
de potencial gerada a partir da oxidacdo de moléculas organicas por micro-organismos no
sedimento que ira liberar elétrons, que por sua vez irdo migrar para 0 compartimento catédico
onde as microalgas irdo realizar fotossintese liberando oxigénio que ira ser reduzido a dgua
(De SCHAMPHELAIRE et al 2008, FISCHER, 2018).

As CCF hibridas (Figura 4. C) s@o compostas por dois compartimentos separados por uma
membrana de troca protonica. No compartimento anddico adiciona-se algum substrato, onde
geralmente se utiliza lama ativada de alguma estacdo de tratamento com micro-organismos.
No compartimento catddico, utilizam-se culturas de microalga, geralmente iluminadas 12
horas por dia. Ambos 0os compartimentos séo ligados por um tubo coletor de gases localizado
no topo de cada compartimento. Assim, o dioxido de carbono gerado durante a fermentagéo
no compartimento anddico é levado ao compartimento catédico onde sera utilizado pelas

microalgas para a realizagdo da fotossintese. A geracdo de corrente se d& através da diferenca
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de potencial elétrico gerado entre as cdmaras anodicas e catddicas, onde no anodo ocorre a
liberacdo de elétrons pela oxidacdo do substrato. Na camara catddica, 0 processo
fotossintético libera oxigénio que sera reduzido e formara agua, gerando assim um fluxo de
elétrons entre as camaras (LOBATO et al, 2013.; KUMAR et al 2020).

Nas CCF acopladas (Figura 4.d) sdo fotobiorreatores que sédo acoplados a tanques de
fermentacdo, onde o CO, é produzido por fermentacdo. Neste tipo de CC, ndo se faz
necessaria a utilizacdo de membranas de troca protdnica, o que possibilita sua utilizacdo em
grande escala. Este tipo de CC ja foi utilizado em industria produtora de etanol, onde este
sistema foi acoplado em tanques de fermentacdo de levedura. Este sistema integrado é
benéfico, pois a energia produzida supre parte da demanda da fébrica, além de diminuir as
emissdes de didxido de carbono (POWELL e HILL 2009.; HAI, T.H. 2020).
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Figure 8 - Diferentes configuracbes de uma célula a combustivel fotossintética CCF. a) CCF
de cdmara unica. b) CCF de sedimentos. c) CCF hibrida. d) CCF acoplada.

a) @ —0,,2—0 b)

Fonte: EIl MEKAWY et al, 2014

3.7.SEQUESTRO DE CO2

O didxido de carbono é um gas encontrado naturalmente na atmosfera, variando de 0,03 —
0,06% v/v da sua composicao natural, mas devido a grande utilizacdo de combustiveis fosseis,
sua concentracdo atmosférica tem aumentado drasticamente, variando de 6 — 15%, o0 que
causa varios efeitos deletérios ao planeta, como o aquecimento global (RAHAMAN et al
2011.; WANG, 2019.; CHAFIK, 2020.; CAO, . 2020).

Um dos métodos naturais de retirada deste gas da atmosfera é o sequestro de carbono, que
€ um processo realizado por organismos fotossintetizantes, como plantas, algas e algumas

bactérias. Estes organismos utilizam o CO, atmosférico como sua principal fonte de carbono,
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transformando este composto em carboidratos necessarios a sua nutricdo através da
fotossintese. Este processo constitui a principal rota de entrada de toda energia na biosfera.
Estima-se que a cada ano estes organismos fotossintetizantes produzam mais de 100 bilhdes

de toneladas métricas de agucar em escala mundial.

A fotossintese é basicamente dividida em dois estagios: dependente e independente da luz.
O estagio dependente da luz é o primeiro estagio, onde 0s organismos absorvem a luz solar e
a utilizam para converter ADP e NADP+ em ATP e NADPH. No segundo estagio, o
independente da luz, os organismos capturam o CO, atmosférico e o convertem em
compostos organicos no ciclo de Calvin-Benson, utilizando as moléculas geradas
anteriormente (ZHAO e SU, 2014.; HO et al, 2014, SADEGHIZADEH et al 2017; OBEID et
al 2018).

O sequestro de carbono por microalgas esta sendo considerada uma alternativa promissora
na mitigacdo dos gases causadores do efeito estufa, pois estes organismos possuem uma alta
eficiéncia fotossintética, estima-se que para produzir 1 Kg de biomassas, as microalgas fixam
cerca de 1,83 Kg de CO,. Por esta alta eficiéncia a biomassa de microalgas vem sendo
reconhecida como uma fonte promissora na producdo de biocombustiveis (JIANG et al,
2013., CHEAH et al 2015).

As condicOes de cultura onde o processo de crescimento utiliza gases de combustdo séo
mais complexas do que o crescimento realizado sob as condi¢Bes atmosféricas naturais do
ambiente, assim alguns fatores podem influenciam no desempenho das microalgas no
processo de fixacdo de CO,, como fatores bioldgicos (a espécie de microalga utilizada, a
concentracdo inicial de inoculo). Fatores fisicos e quimicos como a concentracdo de
substancias toxicas contidas nos gases de combustdo utilizados no cultivo, temperatura do
cultivo, luz, pH e nutrientes. Assim como alguns parametros hidrodinamicos, como por
exemplo, os parametros de fluxo, a mistura e transferéncia de massa, etc. (SCHENK, 2008;
SADEGHIZADEH et al 2017).
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Abstract

The increasing levels of carbon dioxide in the atmosphere, due to the consumption of fossil
fuels, is the main cause of man-made greenhouse effect, thus, global warming and all sort
problems associated to it. To solve those questions, researchers from different countries are
developing new and more sustainable technologies and products. Among these technigues,
the production of biofuels using new sources is relevant. In Brazil, ethanol obtained from
sugarcane it is the most produced and used biofuel by local population. To produce enough
ethanol to meet the Brazilian’s demand, large crop areas are required, reducing the available
space for growing food crops. An option to conventional raw materials is the employment of
microalgae such as Chlorella vulgaris, that can remove and assimilate large amounts of CO,
from atmosphere, producing a high-starch biomass, which can be used to produce ethanol. In
addition, other possible application of these microalgae is as biological catalyst
Photosynthetic Fuel Cell (PFC) system in the cathode of a microbial fuel cell, designed to

produce clean energy. In this paper, the microalgae Chlorella vulgaris was applied in an
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electrochemical system to generate electricity, with maximum value of Vay 244mV.cm™. C.
vulgaris It’s also an efficient carbon sink, absorbing 3.5 mg.L™ CO; after 10 days of growing.
The biomass composed by 40% starch, which shows potential use of these microalgae to

produce clean energy and biofuels.

Keywords: Microalgae, Bioenergy, Fuel Cells, Biocathodes.

Resumo

O aumento dos niveis de dioxido de carbono na atmosfera, devido ao consumo de
combustiveis fosseis, é a principal causa do efeito estufa antropico, portanto, o aquecimento
global e todos os problemas a ele associados. Para resolver essas questfes, pesquisadores de
diferentes paises estdo desenvolvendo tecnologias e produtos novos e mais sustentaveis.
Dentre essas técnicas, a producdo de biocombustiveis a partir de novas fontes é relevante. No
Brasil, o etanol obtido da cana-de-agucar € o biocombustivel mais produzido e utilizado pela
populacdo local. Para produzir etanol suficiente para atender a demanda brasileira, grandes
areas de cultivo sdo necessarias, reduzindo o espaco disponivel para o cultivo de alimentos.
Uma opcdo as matérias-primas convencionais é o emprego de microalgas como a Chlorella
vulgaris, que pode remover e assimilar grandes quantidades de CO2 da atmosfera, produzindo
uma biomassa com alto teor de amido, que pode ser utilizada para a producéo de etanol. Além
disso, outra possivel aplicacdo dessas microalgas é como catalisador bioldgico de célula a
combustivel fotossintética (PFC) no catodo de uma célula a combustivel microbiana,
projetada para produzir energia limpa. Neste trabalho, a microalga Chlorella vulgaris foi
aplicada em um sistema eletroquimico para geracdo de energia elétrica, com valor maximo de
Vmax 244mV.cm-2. C. vulgaris Também é um sumidouro de carbono eficiente, absorvendo
3,5 mg.L-1 de CO2 apo6s 10 dias de crescimento. A biomassa composta por 40% de amido, 0
que mostra potencial de uso dessas microalgas na producdo de energia limpa e

biocombustiveis.

Palavra-chave: Microalgas, bioenergia, Células a combustivel, Biocatodo.
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1. Introduction

The world population has grown exponentially in recent decades now reaching 7.7
billion people. This increase leads to a constant and growing need for energy, and our global
energy matrix are fossil fuels. One of the challenges that this type of energy entails is due to
its scarcity, besides its exploitation, refining, transport and use causes great damage to the
environment, releasing tons of gases that aggravate the greenhouse effect including the main
one, carbon dioxide (GONZALEZ BARRIUSO et al. 2019)

Thus, various technologies aimed at replacing this type of energy have been created and
studied, such as Fuel Cells (FC), which convert the energy of chemical transformations into
electrical energy. But this technology has a high cost. In order to reduce operating costs, new
configurations of this equipment have been developed, replacing high cost components such
as platinum used in traditional FC with materials of biological origin as microorganisms,
being this type called Microbial Fuel Cells (MFC). These microorganisms are used as

electron acceptors in their compartments, reducing the costs.
2. Materials and methods

2.1 Microorganism

The green microalgae Chlorella vulgaris was collected in Araca Lagoon, located at Recife

city, Pernambuco, Brazil. The microorganism was maintained in photosynthetic medium.
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2.2 Photosynthetic growth conditions of Chlorella vulgaris

Chlorella vulgaris microalgae was grown according to the methodology described by of La
Rotta Hernandez et al. (2014) and modifiedby Cavalcanti et al., (2015), using mineral medium
with a Carbon:Nitrogen ratio of 0.104:4.12 g.L™* (Table 1), in 500 ml Chamber until reached a
density of 3x10™ cel.ml™, the suspension was centrifuged, resuspended in distilled water,
centrifuged again and resuspended in the mineral Erlenmeyers flasks incubated at constant
aeration at room temperature (25 °C) and photoperiod lighting of 12 h - 12h (light/dark). The

cells were counted in a Neubauer.

Table 1 - Composition of the mineral medium used in experiments to growth Chlorella

vulgaris.

Components Amount Unit
K,HPO, 75x10° g.L
KH,PO, 1,75x 10°® g/L

MgSO, 75x 10°® /L
Urea 1,16 x 10°® g/L
CaCl, 25x10° g/L
NaCl 25x10° g/L
EDTA 0,5x 10°® /L
KOH 3,1x10° /L
FeSO, 498 x 107 g/L
H3BO3 0,7x10° g/L
ZnSOy 706 x 10°° g/L
MnCl, 116 x 10°° g/L
CuSO, 126 x 10°° g/L
Co(NOs), 0,4 x 10°® g/L
(NH4)2M00, 0,96 x 107 /L
H,S0;, 1x107% Y,
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2.3 Carbon Dioxide Consumption

The experiments were performed in triplicate in a 500 ml conical flask where the culture
medium was saturated with air for two hours to dissolve the carbon dioxide in the culture
medium and measured with the Alfakit Compact Kit© quantification kit for CO..
Immediately after saturation, the pre-inoculum was added at a concentration of 3x102 cel.mL"
! Aeration was turned off and cultivation was done under lighting and static so that more CO,
was added later to the measurement. The dissolved carbon dioxide in the culture medium was
quantified by taking 10 mL daily aliquots of the culture medium for 10 days, obtaining the
results in mg.L™* of CO,.

2.4 Starch Analysis

The amount of starch was measured according to the methodology proposed in Appenroth et
al. (2010), which is based on a colorimetric method, where 200 mg of fresh biomass is
homogenized in 4mL of 18% HCI. The suspension was stirred for 1 hour at 5°C and
centrifuged for 20 min at 5000 rpm. An aliquot is mixed with the same volume of lugol
solution (0.5% w/v Kl and 0.25% wi/v I, in water) and the absorbance at 605 and 530 nm is
measured. The amount of starch per fresh weight (S) in % w/w was calculated as follows on

equation 1.

__ Cs-Vol(ext)

S e 100 (1)
A605
Cs = 0.078 - (P+4.463) (2)
7.295 - —2005
= 4830 - 4288 (3)

(7.757 —0.729)- 530

“Cs” in equations 1 and 2, is the starch concentration in (ug,mL™). “P” in equations 2 and 3,

is the amylose fraction in %. “Vol(ext)” in equation 1, is the volume of the microalgae extract
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after homogenization in (mL). Fw in equation 1, is the fresh weight of biomass (mg). A605
and A530 are the absorbance at 605 nm and 530 nm respectively.

2.5 Photosynthetic Fuel Cell Configuration

A two-compartment photosynthetic fuel cell was used. As shown in Figure 1, the Chlorella
vulgaris was inoculated into a 1L cathode compartment containing an exploded graphite plate
electrode with an area of 660 cm? immersed in the mineral culture medium with an initial cell
density of 3x103 cel.mL™.The 1L Anode is composed of an exploded graphite plate electrode
immersed in a potassium ferrocyanide solution at 20 mmol/L. And as a cation/ion exchange

system, a 5 cm salt bridge was used with 3M KCI on agar connecting the two compartments.

Figure 9 - Schematic Photosynthetic Fuel Cell using microalgae Chlorella vulgaris.
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2.6 Chronovoltametric Analysis

The chronovoltammetry was recorded using a Fluke 8080 multimeter with Flukeview® data
acquisition software (Fluke Corporation, USA). The chronovoltammetry data were obtained

as a graph of potential in VV.cm™ by time in days.

3. Results and Discussion

3.1 CO, Consumption

The consumption of carbon dioxide by green microalgae Chlorella vulgaris was followed
during ten days of experiments, where it was observed that the concentration of carbon
dioxide decreased with a maximum consumption at the end of the experiment of 3.5 mg.ml™,
as shown in the Figure 2, with an average daily consumption. 0.35 mg.ml™ of CO.,.
Microalgae are known to be responsible for the fixation of more than half of the carbon
dioxide in the atmosphere, and green microalgae such as C. vulgaris have a high fixation
capacity and are therefore very useful for use in biotechnological processes that are involve
photosynthetic metabolism, as in MFCs aimed at energy generation (SINGH et al. 2014;
MOTIE & ASSAREH et al. 2020)

Figure 10 - Declining CO2 amount in the Photosynthetic Fuel Cell for 10 Days.

6,0

5,5

5,0

4,5
4,0 ~.

[CO,] mg.mI”

3,0 )
0 2 4 6 8 10

Time (days)

Source: Authors, 2020.



61

3.2 Biomass Analysis

Cell growth was quite satisfactory reaching a weight of 200 mg at the end of the experiment,
showing a good adaptation of the microalgae to the culture conditions, resulting in a good
starch accumulation, its reserve carbohydrate. Analyzing the microalgae biomass at the end of
the experiment showed a good starch accumulation, about 40% of its dry weight. It is
estimated that to produce 1 kg of microalgae biomass, it is necessary to fix about 1.83 kg of
carbon dioxide. (JIANG et al, 2013., SINGH et al. 2013., CHEAH et al 2015). Starch
accumulation is related to its photosynthetic capacity which is increased by the fact that
Chlorella vulgaris has a higher concentration of ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase
oxygenase (RuBisCO) enzyme in a cell structure called pyrenoid. (SAFI et al 2014). Due to
the ability of C. vulgaris microalgae to accumulate carbohydrates such as starch, it also has an
excellent lipid accumulation, being viable for the production of biofuels such as ethanol and
biodiesel, as well as having a nutritional value because they also have a good amount of
protein, vitamins and some minerals, thus considered a great food supplement (SCHENK,
2008.; CELOKA-EBOKA & AHLUWALIA, 2019).

3.3 Cronovoltametry

At the end of the ten-day experiment, the photosynthetic fuel cell had a maximum potential
generation of 0.244 V.cm™. However, due to its sudden decay after the fifth day, the same
approach as Cui et al. (2014) could be adopted, with the replacement of culture medium
during the fifth day ensuring greater durability in the generation of electric potential.
According to Baicha et al. (2016) the maximum potential of PFC was similar to that of some
microalgae such as Spirulina platensis, but optimization conditions must be adopted so that
the energy potential of this cell has a significant increase, and the author Baicha et al. (2016)
also demonstrates higher potentials for PFCs with Chlorella vulgaris. Different anode
conformations present changes in potential. Varied anodic structures should be tested to
optimize the energy potential of the photosynthetic fuel cell, since models integrating a biotic
anode degrading organic matter releasing ions and electrons present a large energy generation
that can treat polluted effluents lowering the cost of the cell and increasing its life ecological
value (LEE et al. 2015; SEDVA et al. 2019; KUSMAYADI).
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Figure 11 - Cronovoltametry of the Photosynthetic Fuel Cell during 10 days.
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4. Conclusions

The results obtained in this work demonstrate the great potential of Photosynthetic Fuel Cells
as an ecologically viable alternative to the current energy model. Thus, proving that a
microalgae cathode such as electron acceptors can effectively replace traditional materials
used in traditional FCs such as platinum. It was also possible to verify that the microalgae C.
vulgaris has a great ability to sequester carbon dioxide, fixing it and converting it into rich
biomass in compounds of added commercial value such as starch, which can be used in
human food and also in production. of biofuels like ethanol. However, more studies are

needed to improve the power generation potential of PFCs.
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RESUMO

A demanda por energia vem crescendo a cada ano devido ao aumento da populagéo
mundial. Grande parte desta energia é proveniente de fontes ndo renovaveis como o petroleo.
Por esta razdo nova fontes de energias limpas e renovaveis vém sendo desenvolvidas. Entre
elas destacam-se as células a combustivel, que convertem energia quimica em eletricidade.
Porém, esta tecnologia possui um alto custo. Visando diminuir os custos novas configuragdoes
destas células vém sendo desenvolvida como a célula a combustivel fotossintética, que utiliza
micro-organismos fotossintéticos no compartimento catodico, substituindo catalizadores

guimicos e tornando essa tecnologia economicamente viavel. No presente estudo a microalga
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Chlorella vulgaris foi utilizada como aceptora de elétrons em um compartimento catédico de
uma célula a combustivel microbiana e submetida a diferentes condi¢bes de cultivo,
modificando seu tempo de iluminacéo, aeracao tipos de fontes de nitrogénio (Uréia e Nitrato
de Sodio) e as concentracdes de nitrogénio e fosforo meio de cultivo seguindo um
planejamento fatorial completo 22, durante 20 dias. Os resultados demonstraram que nas
condigdes de crescimento Al, a microalga obteve o melhor resultado na acumulagdo de
amido, obtendo 36% e a relacdo entre as concentraces limitantes de fosforo e nitrogénio
influenciaram na acumulacdo dos lipidios, produzindo 66% o acUimulo nas células da
microalga, além de proporcionar um crescimento mais acelerado o que permitiu um aumento
na geracao de eletricidade, alcangando picos de 1d=250 mA/Cm? e uma eficiéncia couldombica
de CE=63%, demonstrando a eficacia do protétipo e o poténcial da biomassa residual para a

fabricacdo de biocombustiveis.

Palavras-chave: Biocatodo, Microalgas, Energia Limpa, Lipidio, Amido.

1. Introdugéo

A dependéncia energética do mundo moderno vem crescendo exponencialmente com o
aumento da populacdo mundial que j& ultrapassa os 7 bilhdes de pessoas. Porém, cerca de
80% de toda a energia utilizada atualmente vem de combustiveis fosseis. Por serem
vastamente utilizados, os combustiveis fésseis sdo uma das principais causas de poluicdo do
meio ambiente, onde seu transporte, armazenamento causam poluicdo do solo e da &gua e sua
combustdo liberar gases téxicos como o didxido de carbono, que é um dos principais gases
agravantes do aquecimento global (ESPINASA et al, 2017; GENC, T.S, 2017; JIHONG
CHEN et al, 2018; PAL, D. & MITRA, K.S. 2018).

No Brasil, além da utilizacdo dos combustiveis fosseis, uma das principais fontes
energéticas sdo as usinas hidroelétricas que geram eletricidade para todo o pais. Este tipo de
energia tem a desvantagem que para ser implantada necessita da geragdo de gigantescos lagos
artificiais, que inundam e destroi parte da biodiversidade local. Alem da matéria organica que
se acumula e se decompdem no fundo dos lagos das usinas liberarem grandes quantidades de
dioxido de carbono e metano contribuindo com a poluicdo atmosférica (KAUNDA et al 2012;
PAGNUSSATT et al 2018).

Visando criar alternativas mais sustentaveis, pesquisadores vem desenvolvendo

equipamentos capazes de gerar energia elétrica através de reagfes quimicas. A estes
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equipamentos da-se o nome de Células a Combustivel (CC) (DUIC et al 2013; SAADABADI
et al 2018). Porém esta tecnologia ainda encontra-se em desenvolvimento e 0s insumos
utilizados em sua construcdo ainda sdo caros, tornando sua implantacdo em larga escala
bastante onerosa. Visando substituir tais insumos como, vem se desenvolvendo o modelo de
Célula a Combustivel Microbiana (CCM), que utiliza micro-organismos para substituir a
utilizacdo de materiais de alto custo e gerar energia através do metabolismo microbiano.
Dentro desta classe das CCM existem também as Células a Combustivel Fotossintéticas
(CCF) que utiliza 0 metabolismo de organismos fotossintetizantes como a Chlorella vulgaris
para gerar eletricidade. A grande vantagem desse modelo é que 0s organismos
fotossintetizantes utilizam fontes de carbono inorganicos como o CO, para realizar seus
processos metabolicos servindo como aceptor de elétrons em biocatodos gerando assim
energia (ANTONOPOULDO, et al., 2010). Outra vantagem de se utilizar este modelo é que a
biomassa gerada como residuo é rica em varias substancias de valor econémico agregado,
entre elas estdo os lipidios que podem servir para producdo de suplementos alimentares,

cosméticos ou até mesmo o biodiesel que é uma alternativa a utilizacao de petroderivados.

O presente estudo aprimorou um modelo de CCF com cétodo de Chlorella vulgaris
melhorando as condic¢Bes de cultivo e assim potencializando a geracéo de energia elétrica e
utilizando a biomassa oriunda da geracdo de energia para produzir biodiesel de microalga
(VELJKOVIC et al, 2018; CHEN et al, 2018).

2. Materiais e métodos

2.1. Cultura Fotossintética

A microalga Chlorella vulgaris foi cultivada segundo a metodologia modificada de La
Rotta 2014 em meio mineral com uma relacdo C:N = 0,104 : 4,12 g/L™, em Erlenmeyers de
500 ml com aeragédo constante, onde foram cultivadas sob temperatura ambiente (25° C) e

iluminacdo com fotoperiodo de 12 h — 12h (claro / escuro).

2.2. Selecdo da Melhor Condigéo de Cultivo
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A melhor condicdo de cultivo da microalga visando a sua melhor produtividade tanto em
quantidade de biomassa (g/L), quanto em quantidade de lipidios armazenado (%) foi realizado
testando combinacGes diferente de cultivo, variando o tipo de metabolismo realizado pela
microalga (Autotréfico, Quimiotrofico e Heterotrofico), o tempo de iluminagdo (com ou sem
iluminacdo), o tipo de aeracdo (continua ou descontinua), fonte de carbono (CO, e Glicerol) e
tipo de fonte de nitrogénio ( Nitrato ou Ureia). As combinagfes entre as condicdes estéo

dispostas na tabela 3.

Table 2 - Variagdes de condicdes de cultivo da microalga Chlorella vulgaris para produgéo e
acumulo de lipidios.

Ensaios Tipo de Iluminacao Aeracao Fonte de Fonte de
Cultura Carbono  Nitrogénio
A Autotrdfica Sim Continua CO; Né&o
Al Autotrdfica Sim Continua CO; Ureia
A2 Autotrofica Sim Continua CO, Nitrato
B Autotrofica Sim Descontinua CO, Né&o
(Saturagéo de O,)

Bl Autotrdfica Sim Descontinua CO; Ureia
(Saturacdo de O,)

B2 Autotrofica Sim Descontinua CO, Nitrato
(Saturacgéo de O,)
C Quimiotrofica Nao Continua CO, Nao
C1 Quimiotrofica Nao Continua CO; Ureia
C2 Quimiotrofica Nao Continua CO; Nitrato
D Quimiotrofica Nao Descontinua CO, Nao
(Saturacgéo de O,)

D1 Quimiotroéfica Nao Descontinua CO; Ureia
(Saturagéo de Oy)

D2 Quimiotroéfica Nao Descontinua CO; Nitrato
(Saturacgéo de O,)

E Heterotrofica Sim Néo Glicerol Né&o
El Heterotrofica Sim N&o Glicerol Ureia

E2

Heterotrofica Sim Nao Glicerol Nitrato
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F1
F2

Heterotrofica Nao Néao Glicerol Nao
Heterotrofica Nao Nao Glicerol Ureia
Heterotréfica Nao Nao Glicerol Nitrato

A partir da melhor condicdo as células foram contadas em Camara de Neubauer ate
alcancarem uma densidade de 3 x 10 Cél/ml™, a suspenséo foi centrifugada, ressuspendida
em agua destilada, centrifugada novamente e ressuspendida no meio mineral utilizado no
compartimento catodico da CCF. O cétodo foi sob as mesmas condigdes de cultivo da melhor

condicdo obtida.

2.3. Planejamento Fatorial Completo

Os experimentos obedeceram a um planejamento fatorial de 2° com 8 ensaios e 4
repeti¢des no ponto central com o objetivo de avaliar a influéncia das variaveis independentes
concentracdo de nitrogénio (g/L™) e concentracio de fosforo (g/L™) sobre a variavel resposta
acumulo de lipidio. As varidveis e seus niveis estdo codificados da seguinte maneira:
Concentracdo de Fosforo - Niveis Inferior (-) = 1,3g/L™ Superior (+) = 5,3g/L™*, Ponto central
(0) = 3,3g/L™. Concentragdo de Nitrogénio [N2] - Niveis Inferior (-) = 2,6 g/L-1, Superior (+)
= 8,24 g/L-1, Ponto central (0) = 5,42 g/L-1. Estes dados estdo de acordo com a tabela 4.

Table 3 - Matriz experimental do planejamento fatorial 22

Ensaios g/L™
Concentragéo de Concentragéo de
Fosforo Nitrogénio
1 - -
2 - +
3 + -
4 + +
5 0 0
6 0 0
7 0 0
8 0 0
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2.4. Consumo de Diéxido de Carbono

O dioxido de carbono foi quantificado utilizando o kit de quantificagdo Compact Kit© para
CO, da Alfakit. Utilizando 10 mL do meio de cultura durante 20 dias, obtendo os resultados
em mg/L™ de CO..

2.5. Anélise do Teor de Amido

A afericdo da quantidade de amido foi realizada de acordo com a metodologia proposta no
artigo de APPENROTH 2010 que é baseado num método colorimétrico, onde 200 mg da
biomassa fresca € homogeneizada em 4 mL de HCl a 18%. A suspencdo foi agitada durante 1
hora a 5°C e centrifugada durante 20 min a 5000 g. Retira-se uma aliquota que é misturada
com 0 mesmo volume de solu¢éo de lugol (0,5% w / v de Kl e 0,25% w / v de |, em &gua) e
mede-se a absorbancia em 605 e 530 nm. A quantidade de amido foi calculada de acordo com
aEq. 1.

S=([Cs x Volexy] X 100) / Fw (1)

Onde Cs= A605/((0,07757 x P+4,463)) , P=((7,295 x A605/A530-4,463))/((7,757-0,729 X
A605/A530)) x 100, 0 Vol = volume do extrato da alga apés a homogeneizagéo (mL), FW

= peso fresco (mg).

2.6. Andlise de Lipidios Totais

Antes da realizacdo do processo de extragdo e quantificacdo dos lipidios totais, foi
realizado um pré tratamento na biomassa, utilizando 0 método proposto por ARCHANAA et
al 2012, onde a mesma foi lavada sucessivamente com acetona para a retirada da clorofila,
com intuito de diminuir a interferéncia do pigmento nos resultados de quantificacdo dos
lipidios.

Para determinar a porcentagem de lipidios contido nas células de microalgas, foi utilizado
0 método de BLIGH and DYER 1959. Utilizando 100 mg de biomassa liofilizada, realizou-se
uma extracdo com cloroférmio e metanol e agua destilada. Ao termino deste procedimento 0s

tubos sdo deixados em uma capela quimica de exaustdo para que ocorra a evaporacdo dos
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solventes. Para calcular a porcentagem de lipidios totais utiliza-se a Eq. 2, onde T1 é o peso
do tubo antes do experimento, T2 é o peso do tubo apds a evaporacdo do solvente e B é a

biomassa seca em gramas.

Lipidios Totais (%)=(T2-T1)/B x 100% @)

2.7. Configuracéo da CCF

Foi utilizada uma célula a combustivel bicompartimentada. Um compartimento catddico de
1L, comtendo um eletrodo placa de grafite explodido com area de 660 cm?2 imerso no meio de
cultura mineral com uma densidade celular inicial de 3x10® Cél/mL™. Anodo de 1L, com
eletrodo de placa de grafite explodido imerso em uma solucdo de ferrocianeto de potassio a 20
mmol/L™ e como sistema de troca cationica foi utilizada uma ponte salina de 5 cm em &gar

com KCl a 3 M ligando os dois compartimentos.

2.8. Analise de Cronoamperometria

A cronoamperometria foi gravado utilizando um multimetro Fluke 8080 com software de
aquisicdo de dados Flukeview® (Fluke Corporation, USA). Os dados da cronovoltametria na
forma de potencial, foram convertidos em densidade de corrente (Id) usando a equacéo da lei

de Ohm (Eq. 3), uma vez que uma resisténcia de carga externa de 1 kQ foi empregada.

Id=ExR (3)

2.9. Célculo da Eficiéncia Coulémbica (CE)

A eficiéncia couldmbica (%) foi calculada de acordo com a Eq. 4. Onde CT ¢é a quantidade
teodrica que € obtida a partir de cada substrato e CR corresponde a quantidade real obtida de

cada substrato e pode ser calculado pela Eqg. 5.
CE=CR/CT 4)
CT=NZF (5)

Onde N é o nimero de moles do substrato, Z € o nimero de moles de elétrons do substrato
e F é a constante de Faraday (96,485.4 C mol™).



74

Para uma célula a combustivel microbiana, utiliza-se um modelo integrado de Id vs.
Tempo, gerando a Eq. 6. Onde M ¢é a massa molar do substrato, A= &rea do eletrodo, V=
volume total do compartimento catodico e AS a concentragdo final do substrato (MORANT et
al 2014.; CAVALCANTI et al 2015).

CE=(MJo"Id dt A)/(FZV aciccAS) (6)

3. Resultados e discussao

3.1. Selegéo da melhor condicéo de cultivo

A figura 13 mostra os resultados da producao de amido e lipidios obtidos ap6s 20 dias de
experimentos nas diversas condi¢Bes de cultivo. Apds a analise da biomassa constatou-se que
0 ensaio Al se sobressaiu diante de todas as outras condigdes de cultivo, obtendo percentuais

de acumulo de lipidios e de amido 45% e36% respectivamente.

Nesta condicdo, além das condi¢fes normais de crescimento como o CO; e a iluminacao
com fotoperiodo de 12-12h claro escuro, 0 meio utiliza ureia como fonte de nitrogénio, porém
a mesma também € uma fonte de carbono. Assim, este acimulo deve-se provavelmente a
caracteristica fisiologica da microalga C. vulgaris, que apresenta um metabolismo
mixotréfico (SAFI et al 2014). Neste tipo de metabolismo a microalga além de realizar seu
processo fisioldgico normal que é a fotossintese, também possui a capacidade de metabolizar
outras formas de carbono como a ureia, utilizando ao maximo todos 0s recursos disponiveis

para o crescimento e acimulo de reservas energéticas (JIAN-MING et al 2010).
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Figure 12 - Acumulacdo de amido e lipidios em hlorella vulgaris em diversas condicdes de
cultivo.
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Todos os outros ensaios apresentaram acumulo de lipidios e/ou amido, porém, suas
concentragdes de lipidios foram abaixo do relatado na literatura como Gifuni et al, 2018 e Lee
et al 2017 em seus trabalhos de revisdo sobre biorefinarias de microalgas, onde a média de
acumulo de lipidios para uma boa producdo de biodiesel € de 40%. Valores abaixo deste
citado, o cultivo, extracdo e processamento tornam-se inviaveis , pois possuem custos
relativamente altos e a sua conversao em bioprodutos de interesse é baixa. Assim, o0 ensaio Al
foi o que apresentou condic¢Oes ideais para ser utilizado em etapas de aprimoramento do

acumulo de lipidio e uso em CCF para gerar eletricidade.

3.2.  Consumo de CO,

O consumo do dioxido de carbono se manteve constante e decrescente durante os 10 de
crescimento, apresentando um consumo médio diario de 0,7 mg/L/dia, alcancando um
consumo total ao final do experimento de 7mg/L, demonstrando assim uma 6tima capacidade
de assimilacdo da fonte de carbono. Esta capacidade € devido a presenca do pirenoide,
organela citoplasmatica que armazena a enzima ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase

oxigenasse (RuBisCO). O pirenoide é uma organela encontrada em microalgas verdes
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(chlorophitas) que armazenam grandes quantidades de da enzima RuBisCo, conferindo a estes
micro-organismos uma grande capacidade de remover e fixar o CO2 atmosférico, capacidade
estd bastante atil biotecnologicamente, pois propicia um grande acumulo de materiais de
reserva como 0 amido que é matéria prima para a producdo de biocombustiveis como o
bioetanol (LU WANG et al 2017., SAFI et al 2014). REHMAN, A. 2020).

Figure 13 - Consumo de didxido de carbono pela microalga C. vulgaris em biocatodo de

célula a combustivel fotossintética.
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3.3.  Efeito das Condicdes de Cultivo No Acumulo de Amido

O efeito das condicbes de cultivo sobre o acimulo de amido na biomassa de Chlorella
vulgaris foi verificado utilizando a metodologia de APPENROTH 2010, onde na primeira
etapa foi analisar fatores basicos para o crescimento da microalga como tempo de iluminacéo,
tempo de aeracgdo e fontes de carbono e nitrogénio como CO, e Uréia respectivamente (Tabela
3.). Constatou-se que a Condicdo Al que combinava aeracdo continua, iluminacdo com
fotoperiodo 12-12h , diéxido de carbono como fonte principal de carbono e uréia como fonte
de nitrogénio se mostraram bastante eficaz, permitindo um acumulo de 35% de amido na
biomassa da microalga (Figura 9.), demonstrando assim sua grande capacidade para acumular
0 amido como material de reserva e consequentemente uma fonte promissora de insumo para
a producdo de biocombustiveis como o etanol. Esta matéria prima de origem microalgal
apresenta a grande vantagem de ndo competir diretamente com a producdo de alimentos, além
de poder ser cultivada em condigdes e locais inadequados para o cultivo de alimentos.
(ADENLE 2013; GIFUNI et al 2018).
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3.4. Efeito do Nitrogénio e Fosforo sob o Acimulo de Lipidios

Os efeitos estimados da concentracdo de fosforo e nitrogénio sobre o acimulo de lipidios
totais na biomassa de C. vulgaris cultivadas em célula combustivel fotossintética, bem como a
interacdo entre eles, sdo mostrados nos diagramas de Pareto da Figura 10. Segundo Cuellar-
Bermudez et al 2015, Gifune, 2018, Bekirogullari, 2020, os principais fatores que contribuem
para 0 aumento da producdo e acumulo de materiais de reserva energetica pelas microalgas
sd80 o pH, temperatura, luz e nutrientes como o fosforo e nitrogénio. Assim ao testar dois
destes fatores, concentracdo fosforo e nitrogénio, os dois isoladamente ndo demonstraram
estatisticamente efeito positivo no crescimento, producdo e acumulacdo dos lipidios,

ocorrendo inibicdo do crescimento em altas concentracdes.

A interacdo entre as menores concentracdes de nitrogénio e fosforo demonstrou ser ideal
para a producdo e acumulo deste material de reserva, chegando a um acimulo de 66% do peso
total de sua biomassa (Figura 15), resultado este maior do que os obtidos por Huang et al
2019, que ao trabalhar em condicBes semelhantes de cultivo e extracdo de lipidios, obteve um

acumulo de lipidios totais de 44%.

Figure 14 - Diagrama de Pareto ilustrando os efeitos das interacbes entre as variaveis
independentes, concentracdo de fésforo e nitrogénio sobre a varidvel resposta acimulo de

lipidios.
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Este resultado se mostra superior aos encontrados na literatura, onde ha relatos de no
maximo 40% do seu peso total. Os demais ensaios apresentaram concentracdes abaixo das
expectativas, porém ainda assim acima dos 25%, demonstrando que o fésforo e o nitrogénio
sdo fatores de grande importancia para o crescimento da microalga e consequentemente na
inddstria, pois os nutrientes possibilitam o cultivo da mesma com maior aproveitamento deste
produto na industria dos biocombustiveis. A influéncia também € relatada por Sajjadi et al,
2018.; Enamala et al 2018., Gifune, 2018, Huang et al 2019., Bekirogullari, 2020 e Gouveia et
al 2014, em seus estudos afirmam que dentre todos os fatores que influenciam na producao e
acumulo de substéncias de reserva como amido e lipidios, a luz junto ao fésforo e nitrogénio

S&0 0S parametros mais importantes.

Figure 15 - Porcentagem de amido e lipidios em C. vulgaris cultivadas em diversas condi¢fes
de cultivo seguindo o planejamento fatorial 22
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3.5. Analises Eletroquimicas

As analises de cronoamperometria foram realizadas durante dez dias de experimento na
melhor condi¢do da primeira etapa de sele¢cdo (Al) e na melhor condi¢do do planejamento
fatorial (Ensaio 1). A producéo de eletricidade alcangou uma intensidade maxima de corrente
(Id) de 180 mA/Cm?, enquanto a condicdo melhorada atraveés do planejamento fatorial
alcangou uma intensidade maxima de corrente superior, alcangando Id = 250 mV/Cmz2.
Porém, estes resultados sdo superiores aos obtidos por Cavalcanti et al 2015 que obteve picos

de correntes de Id max = 147 mV/cm? utilizando o mesmo organismo e condicdes
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experimentais semelhantes. J& em comparacdo com o trabalho realizado por Nguyen, 2020,
onde o mesmo obteve intensidades de correntes de Id max =315mV/cm? , resultado este
aparentemente maior, porém seu modelo de célula a combustivel utilizava membrana de troca
protdnica que tem uma eficiéncia maior, porém, um custo mais elevado. Demonstrando que a
configuragdo utilizada na célula a combustivel deste trabalho é viaveis em compara¢fes com
modelos mais tradicionais e mais caros, tendo rendimentos parecidos e que ainda podem ser

melhorados.

O ensaio Figura 4 (A) apresentou varias quedas 6micas durante o registro da producao de
energia, porém, o ensaio Figura 4 (B) apresentou poucas quedas 6micas por ter as condi¢es
de cultivo melhoradas em relacdo ao ensaio Figura 4 (A). Este fendmeno deve-se a melhora
na atividade fotossintética e consequentemente o aumento da biomassa microalgal
proporcionando um melhor aproveitamento e uma constancia na acep¢do dos elétrons no

catodo fotossintético.

No ensaio onde ndo onde ndo houve aprimoramento nas condi¢fes de cultivo a presentou
uma eficiéncia coulémbica de CE=42,5%, enquanto o ensaio com as condic¢des de cultivo
melhoradas alcancou CE=63%, demonstrando assim possuir uma melhor aproveitamento de

conversao dos componentes do meio de cultivo em elétrons.

Figure 16 - Perfil cronoamperométrico da célula a combustivel fotossintética com catodo de
C. vulgaris. (A) Meio base, escolhido na etapa de selecdo de condicdes de cultura Al. (B)

Melhor condi¢do no planejamento fatorial 22 para producéo de lipidios.
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4. Conclusdes

A microalga Chlorella vulgaris demonstrou excelente habilidade e eficiéncia como aceptor
final de elétrons em um protdtipo de célula a combustivel fotossintética, gerando niveis
elevados de energia limpa, além de produzir biomassa que acumulou elevado contetdo de
lipidios, agregando valor e representando matéria-prima para a producdo de biocombustiveis.
A acumulagéo de amido pode ser empregada em outros segmentos industriais importantes,

como ragdo animal.
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RESUMO

A demanda por energia vem aumentando a cada ano. A maior parte de nossa energia é
oriunda de fontes ndo renovaveis como o petrdleo. Esse tipo de matriz energética causa
grandes danos ao meio ambiente, poluindo agua, solo e o ar, além de ser finita. Visando sanar
estes problemas varias tecnologias de geracdo de energia sdo utilizadas, como baterias solares,
energia hidroelétrica, edlica e nuclear. Porém todas estas possuem limitacfes quanto a altos
valores de implantacdo ou residuos gerados que sdo poluentes ambientais. Nos Gltimos anos
uma nova tecnologia vem surgindo, as chamadas células a combustivel (CC). Esta tecnologia
converte a energia gerada das reacGes quimicas em energia elétrica sem gerar residuos
poluentes. Porém, esta tecnologia também possui limitacbes como o alto custo de
implantacdo. Para minimizar este problema, variagdes foram desenvolvidas, como as Celulas
a combustivel fotossintéticas (CCF), que utiliza organismos fotossintetizantes como Chlorella
vulgaris em substituicdo de catalizadores metalicos como a platina, gerando baixos custos de
implantacdo. Estes organismos possuem uma vantagem, que é poder utilizar o carbono
inorganico da atmosfera para crescimento e possuirem uma biomassa extremamente rica em
biocompostos de valor comercial como carotenoides. No presente estudo a microalga C.
vulgaris foi utilizada como aceptora de elétrons em uma CCF para a geracéo de energia e de
sua biomassa residual foi extraido e analisado os carotenoides produzidos. A geracdo de
energia de ldmax = 275 mV/cm?, além de serem produzidos Ao final do processo foram

detectados licopeno e betacaroteno nas seguintes concentragdes: Licopeno: luz branca =20,9
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mg/g; azul = 29,6 ng/g; vermelha = 30,4 pg/g. B-caroteno nas concentragdes: Luz branca =
11,2 pg/g; Azul = 39,2 pg/g e vermelho = 40,4 pg/g. Todos estes resultados obtidos
demonstram o grande potencial deste protétipo de CCF e da C. vulgaris como aceptora de

elétrons.

INTRODUCAO

A degradacdo do meio ambiente nunca foi tdo grande quanto agora. Todos esses impactos séo
devido a intensa atividade humana, atividades essas que vem aumentando ainda mais devido
ao crescimento acelerado da populagdo mundial. O que pode ocasionar um colapso
econdmico-ambiental que ira impactar diretamente a vida humana. Com isso, vem havendo
uma conscientizacdo das pessoas a nivel mundial para que velhos habitos sejam mudados.
Habitos esses como a matriz energética mundial que atualmente é baseada na exploracdo de
combustiveis fdsseis. A prospeccao, transporte, refino, e utilizacdo do petréleo causam um
impacto gigantesco no ambiente causando contaminagdes atmosféricas, na terra e nos corpos
d’agua (AHMADI, M. 2020.; JACKETTI, M.2020.; WANG, Y. 2021)

Outra preocupacdo crescente é a questdo da qualidade da alimentagdo humana que com a
utilizacdo de agrotoxicos vem causando varias enfermidades além de que visando substituir a
atual matriz energética algumas plantas oleaginosas e com grande potencial de acumulo de
carboidratos estdo sendo utilizadas para a producdo de biocombustiveis como o biodiesel e o
etanol, causando assim uma diminuicdo na quantidade de alimentos disponiveis para a
populacdo (ATHAR, M., & ZAIDI, S. 2020.; CHAMKALANI, A. et al 2020.).

Visando sanar alguns destes problemas ha alguns anos vem sendo desenvolvido um sistema
alternativo que utiliza organismos fotossintéticos para gerar energia limpa e de baixo custo
que sdo as células a combustiveis fotossintéticas (CCF). Este sistema utiliza 0 metabolismo
fotossintético de organismos fotossintetizantes como a Chlorella vulgaris para gerar
eletricidade barata e com baixas emissdes de poluentes. As vantagens deste sistema sdo que o
custo da manutencdo € baixa, tendo em vista que os organismos fotossintetizantes so
necessitam de agua, podendo ser utilizadas aguas residuais além de sua fonte principal de
carbono ser o dioxido de carbono atmosférico e a luz solar. Além disso, a biomassa residual
gerada deste processo é extremamente rica em Vvarias substancias benéficas a salde e que

podem ser utilizadas como suplementacdo alimentar ou na forma de medicamentos, pois
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alguns de seus componentes possuem ac¢do antioxidante como é o caso dos carotenoides, que
sd0 pigmentos acessorios nas microalgas e possuem uma grande acdo antioxidante. Todos
estes produtos gerados a partir desta tecnologia possuem alto valor agregado diminuindo os
custos com o equipamento e assim as CCF mostra ser uma tecnologia bastante promissora
(CHAMATH D.Y. 2020.; HAI, T.H. 2020.; KUMAR, M. 2020).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1.Cultura Fotossintética

A microalga Chlorella vulgaris foi cultivada segundo a metodologia modificada de La
Rotta 2014 em meio mineral com uma relagdo C:N = 0,104 : 4,12 g/L™, em Erlenmeyers de
500 ml com aeragdo constante, onde foram cultivadas sob temperatura ambiente (25° C) e
iluminagdo com fotoperiodo de 12 h — 12h (claro / escuro).

2.2. Selecdo da Melhor Condicdo de Cultivo

A melhor condicdo de cultivo da microalga visando a sua melhor produtividade de
pigmentos carotenoides foi realizada testando diferentes tipos de iluminacdo entre o padréo
com luz branca (controle), vermelha (A=700 nm) e azul (A=450 nm), utilizando para isso

lampadas de led frias com aeragéo constante.

2.3. Consumo de Diéxido de Carbono

O dioxido de carbono foi quantificado utilizando o kit de quantificacdo Compact Kit© para
CO, da Alfakit. Utilizando 10 mL do meio de cultura durante 20 dias, obtendo os resultados
em mg/L™ de CO..

2.4. Configuracéo da CCF

Foi utilizada uma célula a combustivel bicompartimentada. Um compartimento catodico de
1L, contendo um eletrodo placa de grafite explodido com area de 660 cm? imerso no meio de
cultura mineral com uma densidade celular inicial de 3x10® Cél/mL™. Anodo de 1L, com

eletrodo de placa de grafite explodido imerso em uma solugédo de ferrocianeto de potassio a 20
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mmol/L™ e como sistema de troca cationica foi utilizada uma ponte salina de 5 cm em &gar

com KCl a 3 M ligando os dois compartimentos.

2.5. Anélise de Cronovoltametria

A cronovoltametria foi gravado utilizando um multimetro Fluke 8080 com software de
aquisicdo de dados Flukeview® (Fluke Corporation, USA). Os dados da cronovoltametria na
forma de potencial, foram convertidos em densidade de corrente (Id) usando a equacéo da lei

de Ohm (Eq. 3), uma vez que uma resisténcia de carga externa de 1 kQ foi empregada.

Id=ExR 3)

2.6. Calculo da Eficiéncia Coulémbica (CE)

A eficiéncia coulémbica (%) foi calculada de acordo com a Eq. 4. Onde CT ¢ a quantidade
tedrica que é obtida a partir de cada substrato e CR corresponde a quantidade real obtida de
cada substrato e pode ser calculado pela Eq. 5.

CE=CR/CT (4)
CT=NZF (5)

Onde N é o numero de moles do substrato, Z € o nimero de moles de elétrons do substrato e F
é a constante de Faraday (96,485.4 C mol™).

Para uma célula a combustivel microbiana, utiliza-se um modelo integrado de Id vs. Tempo,
gerando a Eg. 6. Onde M é a massa molar do substrato, A= area do eletrodo, V= volume total
do compartimento catdédico e AS a concentragdo final do substrato (MORANT et al 2014.;
CAVALCANTI et al 2015).

CE=(MJo"Id dt A)/(FZV aciccAS) (6)

2.7. Extracédo dos carotenoids totais

Os carotenoids totais foram extraidos utilizando 1g de biomassa liofilizada que foi macerada
em 5 mL de acetona. Depois a mistura foi centrifugada a 10.000 G por 5 minutos e ao final o

sobrenadante foi recuperado (repete-se 0 processo até a biomassa ficar sem cor), ao final desta
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etapa o liquido sobrenadante foi centrifugado a 10.000 G por 10 minutos para retirar toda
particula em suspencdo. Em seguida o extrato foi lavado com solucgdo fisiolégica (NaCl a
85%) e com agua destilada e em um funil de separacdo recupera-se 0 sobrenadante sem
impurezas (processo repetido de 4 a 5 vezes). Apds esta etapa adiciona-se ao sobrenadante 20
mL de éter de petréleo, agita-se por 5 minutos e depois se deixa repousar a mistura até a

formacao de fases (a fase éter de petréleo contem todos os carotenoides).

2.8. Quantificacao dos carotenoids

Os carotenoides totais foram analisados utilizando espectrofotometria
(espectrofotdbmetro modelo Biochrom Libra S32) utilizando a fun¢do WaveScan fazendo uma
varredura na faixa do espectro visivel da luz ( A= 400 a 750 nm) observando todos 0s picos
presentes e determinando assim a qual pigmento corresponde. Apos este procedimento, a
absorbancia de cada amostra foi verificada com o intuito de obter os valores das absorbancias
de cada pigmento, onde apds este procedimento foi calculado a quantidade de carotenoides

totais de acordo com a seguinte férmula:

AxV x1000.000
A x Mx100

1icm

Teor de Carotenoides(mg.100g) =

Onde: A = absorbancia da solucdo no comprimento de onda de 470 nm para o licopeno e de
450 nm para o betacaroteno; V = volume final da solucéo; A% = coeficiente de extingéo ou
coeficiente de absortividade molar de um pigmento em um determinado solvente especifico
(3450 para o licopeno e 2592 para 0 betacaroteno); M = massa da amostra tomada para a

analise.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.Analises eletroquimicas

No processo de geragdo de eletricidade na CCF utilizando iluminagdo de cores diferentes
podemos observar uma diferenca significativa na geragdo de corrente nos 3 ensaios. No
ensaio onde foi utilizada luz branca para que a microalga realizasse Seu processo
fotossintético observamos uma boa geracdo de corrente chegando a um intensidade maxima

de corrente gerada de ldmax = 250 mV/cm? alem de uma boa estabilidade ao longo do processo
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de geracdo de energia, onde o potencial se mantém estavel com poucas quedas 6hmicas. Os
demais ensaios que utilizaram luzes azuis e vermelhas para a realizacdo da fotossintese
demonstraram instabilidade na geracdo de corrente, apresentando véarias quedas dhmicas no
decorrer do processo, porém, sua intensidade maxima de corrente foram parecidas com o que
utilizou a luz branca, sendo ldmax = 255 mV/cm? na luz azul e ldma = 256 mV/cm? para a luz
vermelha. Esta diferenca na quantidade de quedas 6hmicas deve-se ao fato da luz branca ser
preferencialmente utilizada por organismos fotossintetizantes, por possuirem todo o espectro
de comprimentos de ondas, possibilitando assim uma maior eficAcia no processo
fotossintético e assim o melhor aproveitamento na captacdo de elétrons pela microalga,
gerando uma maior estabilidade de corrente durante todo o experimento. Os resultados
obtidos sdo semelhantes ao obtido por BOLOGNESI, S. et al. 2020, onde 0 mesmo utilizou
sistema de CCF bicompartimentado acoplado ao sistema de tratamento de aguas residuais e
utilizando C. vulgaris como aceptora de elétrons obtendo valores de corrente de 286 e 236
mV em seus ensaios. Nossos resultados também sdo superiores aos obtidos por
CHRISTWARDANA, M. et al. 2020, onde o mesmo utilizando um sistema hibrido de
microalgas e leveduras obtiveram uma corrente de 170 mV e LOGRONO, W. et al. 2017 que
obteve valores de corrente entre 130 e 250 mV em seus ensaios com uma CCF. Estas
comparac¢Bes mostram que o sistema de CC utilizado neste estudo é bastante promissor, ja que

0 mesmo ainda néo foi otimizado, deixando assim boas perspectivas quanto a esta tecnologia.
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Figure 17 - Gréficos de cronovoltametria de uma CCF sob trés tipos diferentes de iluminagdo

artificial: a) Luz branca; b) Luz Azul; c) Luz Vermelha.
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Consumo de dioxido de carbono

O consumo de dioxido de carbono nos trés ensaios se manteve sempre decrescente
durante os 10 dias de amostragem. O ensaio onde foi utilizada a luz branca obteve um
consumo diario médio de 0,61 mg/L™/Dia e ao final do experimento um consumo total de 6,1
mg/L™. O ensaio que utilizou a luz azul obteve um consumo médio diério de 0,47mg/L™/Dia
e ao final do experimento apresentou um consumo total de 4,7 mg/L™ . Ja o ensaio que
utilizou luz vermelha apresentou um consumo médio diario de 0,36 mg/L™/Dia e um consumo
total de 3,6 mg/L™. De todos os ensaios realizados o que utilizou a luz branca obteve
melhores resultados na fixacdo do dioxido de carbono, pois o espectro de cores da luz branca
¢ mais vasto, abrangendo todos os pigmentos fotossintéticos existentes no cloroplasto da
microalga e por isso a fotossintese € mais eficaz e consequentemente o volume de CO;
transformado em biomassa € maior que nos demais ensaios. Estes resultados ndo estdo
distantes dos obtidos no trabalho de ELOKA-EBOKA, 2017, que utilizou cepas de C.
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vulgaris cultivadas otimizando a quantidade de CO, e O, dissolvidos obtendo uma fixagéo de
11,73 mg/L™" . Os resultados de YADAV, G. 2015 também corroboram os resultados deste
estudo, onde obtiveram um consumo de 6 mg/L-1 em seus ensaios em fotobiorreator fechado
usando gases de combustdo. Estes resultados reforcam a utilidade das microalgas na fixacao
do CO,, j& que sdo elas as responsaveis pela fixacdo de mais 60% do CO, da atmosfera e
consequentemente os produtores primarios mais importantes do planeta, gerando bilhGes de

toneladas de biomassa rica em biocompostos de valor agregado.

Figure 18 - Consumo de didxido de carbono por C. vulgaris cultivadas em biocatodos de CCF

sob iluminacdo de diferentes cores (Luz branca, azul e vermelha).
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3.2.Producéo e quantificacdo dos carotenoides totais

Ao analisar a biomassa atraves da espectrofotometria observou-se a presenca dos carotenoides
Licopeno e B-caroteno nos comprimentos de onda 450 nm (B-Caroteno) e 470 nm (Licopeno)
em todos os ensaios. Porém, as concentra¢fes encontradas variaram de acordo com o tipo de
iluminacdo utilizada (Figura 19). Os ensaios de realizados com luz branca obteve
concentragdes de 20,9 mg/100g para o licopeno e 11,2 mg/100g. Os ensaios conduzidos sob a
luz azul obtiveram as seguintes concentracfes: 29,6 mg/100g de licopeno e 39,2 mg/100g de
[-caroteno. J& os ensaios realizados com luz vermelha como fonte luminosa obtiveram 30,4

mg/100g de licopeno e 40,4 mg/100g de B-caroteno. Os resultados evidenciam uma maior
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producdo do licopeno e¢ do B-caroteno nos ensaios utilizando um comprimento de onda
especifico para as cores azul e vermelho do que os ensaios que foram realizados sob a luz
branca. A luz branca possui uma amplitude de radiacdo luminosa bastante grande, o que
influencia a producao de clorofila ‘a’ ndo sendo necessaria a superproducdo de pigmentos
acessorios como os carotenoides, tendo assim uma menor produgdo. JA& comprimentos de
ondas mais curtos como a luz azul propiciam a maior producdo dos carotenoides em geral,
fazendo com que sua producdo aumente significativamente. A luz vermelha possui um
comprimento de onda maior 0 que nao propicia tanto a sua utilizacdo na producdo dos
carotenoides, porém, o organismo utilizado é uma microalga e esta possui adaptacfes para
aproveitar todos os comprimentos de onda disponiveis, pois nem todo o espectro da luz
visivel consegue chegar a estes organismos, seja por competicdo com outros organismos ou
turbidez da fonte de agua onde habitam. Entdo possivelmente por este motivo a microalga ao
entrar em contato somente com o0 espectro de onda vermelho estimulou a producdo dos
carotenoides fazendo sua concentracdo intracelular aumentar superando os ensaios de luz
branca e se igualando aos ensaios de luz azul. (GONG, M. 2016.; POURKARIMI, S. et al
2020.; LIANG, M.H. et al 2020.). Segundo POURKARIMI, S. et al 2020, véarios fatores
podem influenciar na producdo de carotenoides por microalgas, como temperatura,
intensidade luminosa, tipo de iluminagéo, nutrientes, tipo de meio de cultivo entre outros. O
acumulo maximo de carotenoides totais na biomassa seca foi de pouco mais de 4%, niveis um
pouco abaixo da melhor microalga Dunaliella salina, da qual é extraida a maior parte dos
carotenoides produzidos no mundo producdo de carotenoides atualmente, onde esta microalga
pode acumular cerca de 14% do seu peso desses pigmentos. Porém, as condi¢des de cultivo de
C. vulgaris em CCF ainda ndo foram otimizados, sendo assim capaz de superar essa marca
alcancada por POURKARIMI, S. et al 2020.
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Figure 19 - Concentracdo de Licopeno e B-caroteno extraidos de biomassa residual de C.

vulgaris resultante do processo de geracao de eletricidade em CCF.
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4. Conclusdes

Os resultados comprovaram a eficiéncia e potencial biotecnoldgico da microalga C.
vulgaris quando usada em sistemas eletroquimicos, com elevados contetdos de biomassa
residual durante o processo de geracdo de eletricidade. Os pigmentos fotossintéticos sdo
produzidos de forma economicamente viaveis, com elevado valor agregado, como licopeno e
[-caroteno, oferecendo a possibilidade de reducdo dos custos operacionais do sistema, além

da agregacdo de valor a biomassa como ra¢do animal.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados obtidos neste trabalho comprovam a viabilidade da utilizacdo da microalga
Chlorella vulgaris, como uma opg¢do viavel no desenvolvimento de uma Célula a
Combustivel Fotossintética, pois a mesma mostra ter grande capacidade como aceptora de

elétrons no compartimento catddico, comprovando:

O potencial biotecnologico das Ceélulas a Combustivel Fotossintéticas (CCF) na geracdo de
energia limpa e renovdvel. Demonstracdo de eficiéncia e compatibilidade do sistema de
biocatodo de Chlorella vulgaris, em uma CCF;

A fixacdo do dioxido de Carbono pela microalga € realizada de forma eficiente, possibilitando
a conversao em bioprodutos economicamente viavel, valorizados e de ampla aplicabilidade,

como amido e lipidios;

Estudos devem ser realizados para a otimizacdo da producdo de energia em uma célula a

combustivel fotossintética;

O potencial biotecnoldégico da microalga C. vulgaris quando usada em sistemas
eletroquimicos produz elevados contetdos de biomassa durante o processo de geracdo de

eletricidade;

As condigbes limitantes de Nitrogénio e Fosforo nas condi¢des no meio de cultivo da
microalga em um biocétodo, induz o processo de acumulacdo celular de amido e lipidios;
A microalga apresente elevada habilidade na producdo otimizada de matéria-prima para a

fabricacdo de biocombustiveis, como o etanol e o biodiesel;

Os subprodutos gerados no processo de producdo de energia, demonstra a valorizagéo do
processo biotecnoldgico, minimizacdo dos custos operacionais, promovendo sustentabilidade

na implantacgdo do sistema de CCF em escala sem-industrial.

Os pigmentos fotossintéticos produzidos sdo bioprodutos promissores e oferecem elevado

valor agregado, como licopeno ¢ B-caroteno, possibilitando o seu emprego em industrias
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farmacéutica e de alimentos, como racao animal. Contudo, é necessario condi¢Ges otimizadas

para uma producdo promissora e sustentavel.
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