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RESUMO

A proposta central desse trabalho foi a constru¢do e caracterizagdo de biocélulas a
combustivel microbianas (MFC) empregando materiais de baixo custo, novo biocatalisador e
novo modelo de arquitetura de uma cadmara. Foram desenvolvidos trés sistemas distintos,
alterando-se o biocatalisador anddico (Saccharomyces cerevisiae ou microbiota de kefir), a
arquitetura (uma ou duas camaras) e o tipo de aceptor de elétrons no catodo (ferricianeto de
potassio ou o composto de coordenagdo azul da prussia). Todas as MFCs usaram azul de
metileno como mediador e foram testadas/caracterizadas por meio de curvas de poténcia e
polarizac@o. Na primeira parte do trabalho foi feita uma abordagem do uso didatico de MFCs
com o uso da levedura Saccharomyces cerevisiae e arquitetura de duas camaras, € propostos
experimentos para avaliar o efeito da presenga/auséncia de mediador, diferentes substratos,
inibidores, viabilidade celular e oxigénio sobre a resposta da MFC. Na segunda parte foi
empregada a mesma arquitetura para a avaliagdo do consdrcio microbiano kefir como
biocatalisador anddico. A fermentagcdo foi monitorada em intervalos de 24h até o tempo de
72h com as técnicas de voltametria linear (para construcdo das curvas de poténcia e
polarizacdo), voltametria ciclica, interrup¢ao de corrente, espectrofotometria, contagem total
de micro-organismos, e medidas dos parametros fisico-quimicos de pH, acidez total titulavel,
viscosidade e consumo de carboidratos. A ultima parte do trabalho foi voltada para a
arquitetura ¢ o catodo, na qual foi desenvolvida uma MFC de uma camara utilizando
conexdes hidraulicas e um filme de azul da prussia eletrodepositado sobre malha de carbono
como aceptor de elétrons. Imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura e
espectroscopia de energia dispersiva confirmaram a formagdo do filme eletroativo. Foi
demonstrada a possibilidade de obtencdo de energia elétrica a partir de residuo de cervejaria
empregando-se esse terceiro dispositivo. A poténcia gerada foi usada como parametro comum
de comparagdo do desempenho de cada um dos sistemas, obtendo-se os valores maximos de,
41 mWm? (duas cAmaras, S. cerevisiae), 54 mW m™ (duas cimaras, cultura de kefir), 136

mW m™ (uma cimara, S. cerevisiae) ¢ 68 mW m™ (uma cdmara, residuo de cervejaria).

Palavras-chave: Biocélula a combustivel. Energia limpa. Educacdo em Quimica.

Metabolismo. Saccharomyces cerevisiae. Azul da prussia. Curvas de polarizagao.



ABSTRACT

The central proposal of this work was the construction and characterization of Microbial Fuel
Cells (MFC) using low cost materials, new biocatalyst and new model of single chamber
architecture. Three different systems were developed by altering the anodic biocatalyst
(Saccharomyces cerevisiae or kefir microbiota), the architecture (one or two chambers) and
the type of electron acceptor at the cathode (potassium ferricyanide or the prussian blue
coordination compound). All MFCs used methylene blue as a mediator and were tested /
characterized by means of power and polarization curves. In the first part of the work an
approach was taken on the didactic use of MFCs with the use of Saccharomyces cerevisiae
and two chamber architecture, and proposed experiments to evaluate the effect of presence /
absence of mediator, different substrates, inhibitors, cell viability and oxygen over the MFC
response. In the second part, the same architecture was used for the evaluation of the
microbial consortium kefir as an anodic biocatalyst. The fermentation was monitored at
intervals of 24h to 72h with the techniques of linear voltammetry (for the construction of
power and polarization curves), cyclic voltammetry, current interruption, spectrophotometry,
total microorganism counts, and measurements of the parameters physical-chemical pH,
titratable total acidity, viscosity and carbohydrate consumption. The last part of the work was
focused on the architecture and the cathode, in which a one chamber MFC was developed
using hydraulic connections and a prussian blue film electrodeposited on carbon cloth as an
electron acceptor. Images obtained by scanning electron microscopy and dispersive energy
spectroscopy confirmed the formation of the electroactive film. It was demonstrated the
possibility of obtaining electric energy from the brewery residue using this third device. The
power generated was used as a common parameter to compare the performance of each of the
systems, obtaining maximum values of 41 mW m™ (two chambers, S. cerevisiae), 54 mW m™
(two chambers, kefir culture), 136 mW m™ (one chamber, S. cerevisiae) and 68 mW m™ (one

chamber, brewery residue).

Keywords: Biofuel cell. Sustainable clean energy. Chemical education. Metabolism.

Saccharomyces cerevisiae. Prussian blue. Power curves.
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1 INTRODUCAO

Fontes alternativas de energia tém sido buscadas em todo o mundo devido a crescente
demanda e preocupacdes ambientais. Como exemplo, a tecnologia para producdo de energia
solar e edlica encontra-se bem consolidada e ja inserida na matriz energética de varios paises,
enquanto outras ainda tém grande potencial de desenvolvimento. Nesse grupo enquadram-se
as c¢lulas a combustivel biologicas como alternativa biotecnolédgica sustentavel para producdo
de energia elétrica e tratamento de efluentes. (1)

As células a combustivel biologicas, mais comumente chamadas de biocélulas a
combustivel, sdo dispositivos que fazem analogia as células a combustivel convencionais. A
diferenca fundamental consiste no fato de que as biocélulas utilizam catalisadores biologicos
para a conversao da energia quimica em energia elétrica. (2) Como em toda célula galvanica,
a produgdo de trabalho elétrico ocorre mediante o fluxo de elétrons a partir do anodo para o
catodo. No caso das biocélulas a combustivel, os elétrons liberados pela oxidagdo de um
substrato organico no compartimento anodico causam a redugdo de um agente oxidante no
compartimento catddico, como oxigénio ou ferricianeto, entre outros. (3,4) O circuito ¢
completado pela migracdo dos protons gerados através do eletrdlito, de forma a garantir o
equilibrio de cargas. A Figura 1 ¢ uma representagdo geral de uma biocélula, em que micro-
organismos ou enzimas presentes na camara anddica promovem a oxidacdo do substrato (S) a
produtos (P), liberando elétrons que fluem pelo circuito externo e causam a reducdo do
catolito, representado pelo oxigénio. Os protons gerados permeiam o eletrélito, que pode

constituir-se de uma membrana, um polimero ou uma ponte salina.
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Figura 1 - Representagdo de uma biocélula a combustivel de
duas camaras. Exemplos de reagdes: anddica -
C6H1206 + 6 Hzo — 6 C02+ 24 H+ + 24 e_;
catédica-4 H + O, + 4 ¢ —2 H,0.

Fonte: Do autor.

Esses dispositivos podem ser classificados de acordo com o biocatalisador, sendo
chamados de biocélulas a combustivel enzimaticas ou microbianas. No primeiro grupo, os
eletrodos sao modificados com enzimas a fim de catalisar a reacao de oxidagdo de substratos
especificos, (5,6) embora a oxidacdo completa de um substrato possa ser conseguida mediante
a combinacdo de varias enzimas. (7) Nas biocélulas a combustivel microbianas (MFC, do
inglés Microbial Fuel Cell), bactérias ou fungos sdo responsaveis por toda a maquinaria
enzimatica necessaria para oxidacao do substrato. Como sdo sistemas bioldgicos vivos, sao
capazes de utilizar uma ampla gama de enzimas de modo a metabolizar por completo o
substrato. (2,8,9) O mecanismo de interacdo dos micro-organismos com o eletrodo pode ser
classificado de acordo com sua natureza: transferéncia eletronica direta - quando ocorre
diretamente entre a membrana celular do micro-organismo e o eletrodo; e transferéncia
eletronica mediada — quando requer a presenga de uma molécula que faga o transporte dos
elétrons gerados pelo metabolismo para o eletrodo. (2,8,10,11)

As principais aplicagdes das biocélulas a combustivel sdo no tratamento de efluentes,
construgdo de biossensores, fontes de energia implantaveis e geracdo de energia elétrica.
(2,12—14) Entretanto, essa ultima aplica¢dao ainda ¢ um desafio, requerendo mais estudos a
fim de melhorar o desempenho desses sistemas. Nesse sentido, pesquisas envolvendo a
arquitetura, (4,15-17) os eletrolitos, (18-21) as fontes de matéria organica (22-25) e a
comunidade microbiana (26-28) sdo fundamentais para um maior conhecimento desses

sistemas.
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O presente trabalho foi composto por trés partes relacionadas ao estudo e
desenvolvimento de biocélulas a combustivel microbianas. Os estudos foram conduzidos de
forma a avaliar as seguintes hipoteses: 1) os materiais empregados na construcao de biocélulas
a combustivel podem ser substituidos por materiais de baixo custo encontrados no comércio
local, em substituicdo aos componentes habitualmente empregados? ii) ha correlacdo entre o
potencial elétrico obtido em biocélulas a combustivel microbianas e a atividade metabdlica
dos micro-organismos? iii) a microbiota do kefir pode ser empregada como biocatalisador
anddico em biocélulas? iv) € possivel substituir a platina empregada como catalisador em
biocé¢lulas de uma camara por um composto de baixo custo que atue como catalisador ou
aceptor de elétrons no catodo?

Foi realizada uma revisao e discussao da literatura pertinente ao desenvolvimento
histérico, conceitos envolvidos e principais aplicagdes relacionadas as MFCs. A metodologia
empregada e os resultados e discussdes pertinentes foram apresentadas separadamente para
cada parte para uma maior clareza. Ao final da discussdo de cada parte do trabalho seguiu-se
uma conclusdao parcial contendo uma sintese dos principais achados. A conclusdo final do
trabalho expos de forma resumida todos os resultados, fazendo uma correlagao entre eles. Por
fim, as perspectivas futuras de novas pesquisas e trabalhos que poderdo se desenvolver a
partir dessa linha de pesquisa ora iniciada foram brevemente discutidas, terminando com a

apresentacdo das referéncias que fundamentaram a elaboracao dessa tese.



22

2 REVISAO DA LITERATURA

Nessa secdo foram abordados aspectos histéricos do desenvolvimento e conceitos
importantes relacionados as biocélulas a combustivel, tais como os diferentes mecanismos de
transferéncia eletronica, a geracdo potencial e corrente elétrica, e o0s constituintes

fundamentais ao funcionamento desses dispositivos.

2.1 HISTORICO

A interacdo entre eletricidade e seres vivos ¢ atribuida a Luigi Galvani em 1791 (29)
com sua descoberta de que eletricidade estatica causava a contragdo dos musculos da perna de
ras, fato que ele denominou “eletricidade animal”, ganhando ampla divulga¢do no meio
cientifico da época. Apresenta-se na Figura 2 uma das varias ilustragdes presentes no artigo

original.

#
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Figura 2 - Tlustragdo original do experimento de Galvani.
Fonte: GALVANI (1791, p.418). (29)

Embora grande admirador de Galvani, Alessandro Giuseppe Anastasio Volta

estabeleceu uma famosa controvérsia ao questionar a existéncia da “eletricidade animal”.
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Estudando o efeito do contato de diferentes metais com tecidos musculares, Volta propos que
a geracao de corrente elétrica se devia ao contato entre dois metais diferentes separados por
um eletrolito. Anos mais tarde, essas descobertas levaram ao desenvolvimento das primeiras
pilhas elétricas e a uma verdadeira revolucao na eletroquimica nascente. (30) Cinquenta anos
mais tarde, Willian Grove, empregando eletrodos de platina obteve energia elétrica a partir da
reacdo de hidrogénio e oxigénio no que seria considerada a primeira célula a combustivel.
(31) Seu funcionamento era baseado na espontaneidade da reagcdo quimica entre esses dois
gases, em que a platina atuava como catalisador. Assim como as pilhas elétricas, a célula a
combustivel de entdo utilizava somente compostos inorganicos para o seu funcionamento. A
geracao de potencial elétrico a partir da oxidacdo de matéria organica causada pela acao de
micro-organismos sO foi relatada na literatura em 1911 pelo professor de Botanica M. C.
Potter, da Universidade de Durham. (32) Uma ilustra¢do do aparato empregado originalmente

¢ apresentada na Figura 3.
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Figura 3 - Representacao do experimento de Potter considerada
a primeira biocélula a combustivel microbiana.
Fonte: POTTER (1911, p. 261). (32)
Nesse trabalho, empregando diferentes micro-organismos — Saccharomyces
cerevisiae, Bacillus coli communis, B. fluorescens, B. violaceus e Sarcina lutea — o professor

Potter relatou pela primeira vez que a oxidagdo de matéria organica por micro-organismos foi

capaz de causar uma deflexdo nos ponteiros de um galvandometro, indicando a geragdo de
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corrente elétrica. Ele foi pioneiro em relacionar os efeitos elétricos diretamente a atividade
dos micro-organismos e avaliar algumas das condigdes experimentais que afetavam esse
potencial: temperatura, concentragdo do caldo nutriente € o nimero de micro-organismos
presentes. Com o aparato empregado, Potter ndo obteve mais que 0,5 V em nenhum dos
experimentos avaliados. Talvez por isso suas descobertas ndo tenham sido muito difundidas
entre os pesquisadores da época, de modo que apenas em 1931, B. Cohen, professor do
Departamento de Quimica Fisioldgica da Escola Médica Johns Hopkins, em Baltimore
(EUA), conseguiu construir uma bateria de células a combustivel bacteriana que atingiu 35 V
e 2 mA. (33) No seu resumo de apenas duas paginas, Cohen informou as cepas utilizadas e
argumentou que o pequeno potencial gerado por cada célula a combustivel bacteriana se
deveu a limitagdo difusional dos compostos oriundos do processo redox; propds como solugdo
a adicdo de mediadores como o ferricianeto de potassio e benzoquinona, sendo, portanto, a
primeira indicacdo do uso de mediadores nesses dispositivos.

O programa espacial norte-americano da década de 1960 retomou o interesse pela
tecnologia das MFCs, devido a possibilidade de geracdo de energia elétrica a partir da
degradacao da matéria organica produzida durante as viagens espaciais. Naquela época foram
langados dispositivos que produziam energia para o funcionamento de radios receptores,
sinalizadores luminosos e outros dispositivos, porém sem sucesso comercial devido
principalmente ao desenvolvimento simultaneo de outras tecnologias que produziam maior
quantidade de energia, como as células fotovoltaicas. (14) Mesmo assim, as biocélulas a
combustivel continuaram sendo objeto de estudo e na década de 1980 surgiram os primeiros
trabalhos que sistematizaram os conhecimentos desenvolvidos até entdo. O trabalho de
revisdo de Wingard et al (34) aborda a teoria envolvida, delimita a divisdo entre as biocélulas
a combustivel microbianas e enzimaticas e explora o efeito dos mediadores sobre os
eletrodos. A partir de entdo, o interesse pelo assunto comegou a expandir-se. Foram
publicados vérios trabalhos abordando as diferentes biocélulas a combustivel enzimaticas e
microbianas j& desenvolvidas, as técnicas eletroquimicas utilizadas para o estudo desses
sistemas, ¢ a construcdo de biossensores passou a ser um interesse constante dos
pesquisadores. (35)

A partir dos anos 2000, o interesse por fontes alternativas de energia e tratamento de
efluentes (9) causou um aumento significativo do nimero de trabalhos dedicados ao estudo
das biocélulas e a organizacdo dos conhecimentos tedricos sobre o assunto se tornaram
bastante frequentes, como por exemplo, a busca de um maior entendimento dos mecanismos

de transferéncia eletronica, (36) da influéncia dos sobrepotenciais anddicos e catddicos sobre
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a microbiota, (16) do efeito das membranas separadoras dos compartimentos anddicos e
catodicos, (20) dos diferentes tipos de eletrodos (37) e das cepas utilizadas na producao de
energia, (38) entre outros assuntos fundamentais para o continuo desenvolvimento dessa
tecnologia.

Dessa forma, desde os pioneiros trabalhos de Galvani, Groove, Potter e Cohen, a
interface entre a biologia e eletroquimica tem passado por sucessivos progressos, seja do
ponto de vista técnico-operacional, seja do ponto de vista teorico. A necessidade de utilizacao
de catalisadores metalicos (em geral platina) em células a combustivel convencionais sempre
sera um fator econdmico e ambiental limitante para a disseminagao dessa tecnologia, ao passo
que a versatilidade proporcionada pelas células a combustivel biolodgicas, tais como
funcionamento em condi¢des brandas de temperatura (20-40 °C), pH (proximo a 7,0), ampla
variedade de catalisadores (enzimas e micro-organismos) e substratos renovaveis servindo
como combustivel para o funcionamento desses dispositivos sdo vantagens que garantem um

interesse continuo para o aperfeicoamento desses sistemas.

2.2 EXOELETROGENESE

A energia obtida pelos seres vivos decorrente da oxidacdo da matéria organica durante
o metabolismo celular ¢ armazenada nas ligagdes quimicas do trifosfato de adenosina (ATP).
Durante a glicolise, uma molécula de glicose ¢ metabolizada ao longo de uma série de reacdes
produzindo duas moléculas de piruvato e duas moléculas de ATP. Nesse processo ha a
reducdo de duas moléculas de NAD" (formando duas moléculas de NADH), que devem ser
regeneradas para que a glicolise prossiga. Isso ocorre por meio do metabolismo do piruvato,
em pelo menos quatro rotas metabdlicas: (39)
a) fermentagdo ldtica: a enzima lactato desidrogenase catalisa a reducao do piruvato
pelo NADH, formando lactato;
b) fermentagdo alcodlica: na primeira etapa, o piruvato ¢ descarboxilado mediante a
acdo da enzima piruvato descarboxilase, formando acetaldeido. Na segunda etapa, o
acetaldeido ¢ reduzido pelo NADH, formando etanol. A enzima envolvida ¢ a
alcool desidrogenase.
Nesses dois casos, a redugdo do piruvato a lactato ou etanol regenera o NAD' e
permite a continuidade da glicdlise.
c) fermentac¢do acética: descarboxilagdo direta do piruvato por acdo do complexo da

piruvato desidrogenase, resultando em acetato;
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d) ciclo do acido citrico e fosforilagdo oxidativa: o complexo enzimatico piruvato
desidrogenase catalisa a descarboxilacdo oxidativa do piruvato produzindo acetil
coenzima A, que inicia essa rota metabodlica. O NAD" consumido na oxidaco do
gliceraldeido 3-fosfato ¢ regenerado através de uma série de carreadores de elétrons
presentes na membrana mitocondrial. Ao final, somente nessa via metabdlica ha um
saldo de at¢ 38 moléculas de ATP produzidas durante a completa oxidagdo da
glicose.

Apresenta-se na Figura 4 uma ilustracdo simplificada da glicolise, fermentacdo e

oxidagdo aerdbica da glicose.

;
Glicolise

Frutose — 1.6 —

bisfosfato

2 Piruvatos
Fermentacdo homolatica Oxidagao aerobica Fermentagao alcodlica
anaerobica o anaerobica

Ciclo do acido

citrico

(2NAD™ |2 NADH | | ¢ [ (2NAD"

Fosforilagdo oxidativa

v
m 6 CO,+6 H,0 W

Figura 4 - Tlustraggo simplificada das rotas bioquimicas do metabolismo de agucares.
Fonte: adaptado de VOET e VOET (2011, p.594) (40)

Nessas vias metabolicas podem ser identificados diferentes aceptores de elétrons: o
piruvato ou o acetaldeido nas rotas fermentativas, e o oxigénio na rota oxidativa aerobia.
Existem também exemplos de micro-organismos anaerdbios capazes de utilizar aceptores
finais de elétrons tais como sulfato (41) ou nitrato (42) para a producao de energia pela célula.

Entretanto, alguns tipos de bactérias e fungos formam filmes eletroquimicamente ativos (9)
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capazes de realizar reagdes de oxidagdo ou reducdo sobre depdsitos minerais causando sua
dissolu¢do ou complexacdo. (38,42) Esses micro-organismos, quando inseridos num
dispositivo eletroquimico tal como uma biocélula a combustivel, sdo capazes de transferir
elétrons diretamente para os eletrodos através de diferentes mecanismos de transferéncia, num
fenomeno conhecido como exoeletrogénese. (9,38) O termo se originou da expressiao
“bactérias eletroquimicamente ativas”, (43) a partir de estudos com cepas de Shewanella sp.,
reconhecidamente capazes de utilizar 6xidos de Fe’™ como aceptores de elétrons sob
condigdes anaerdbicas. (44) O grupo de pesquisa de Kim et al. (44,45) foi um dos pioneiros
no emprego desse tipo de micro-organismo em MFCs a fim de melhorar o desempenho desses

dispositivos.

2.2.1 Mecanismos de transferéncia de elétrons

A transferéncia dos elétrons gerados durante o metabolismo microbiano para os
eletrodos de uma biocélula a combustivel pode ocorrer de forma direta ou indireta. Na
transferéncia eletronica direta, macromoléculas presentes na membrana celular dos micro-
organismos tais como enzimas (8) ou citocromos (10,38) sdo responsaveis pelas reagdes
redox. O contato fisico do eletrodo com enzimas ou citocromos presentes na membrana
celular ¢ fundamental para que a transferéncia eletronica direta ocorra. Inoue et al (46)
conseguiram mais de 200% de aumento na densidade de corrente de uma biocélula a
combustivel otimizando o contato do micro-organismo Geobacter sulfurreducens com um
eletrodo nanoestruturado, havendo uma relagdo linear entre a area do eletrodo colonizada e a
produgdo de corrente. Conclusdo semelhante foi obtida por Chaudhuri e Lovley (47) que,
empregando o micro-organismo Rhodoferax ferrireducens, construiram uma biocélula que
converteu até 80% dos elétrons produzidos pela oxidacdo da glicose em corrente elétrica.
Bactérias dos géneros Rhodoferax sp. (47) Geobacter sp. (48) e Shewanella sp. constituem os
exemplos mais comuns desse tipo de mecanismo. Kim et al (49) utilizaram voltametria ciclica
para caracterizar a biocélula construida empregando Shewanella putrefaciens, mostrando que
a atividade eletroquimica s6 se desenvolve na auséncia de oxigénio. Uma possivel explicagdo
para essa observacdo, segundo os autores, ¢ que a quantidade de citocromos presentes na
membrana externa ¢ afetada quando o crescimento celular ¢ feito aerobicamente.

Estruturas chamadas nanofios também podem ser consideradas uma forma de
transferéncia eletronica direta. De acordo com Logan, (38) nanofios sdo anexos filamentosos

da membrana celular de bactérias que apresentam condutividade elétrica, capazes de conduzir
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elétrons a partir da célula para superficies como 6xidos metalicos ou eletrodos. Segundo
Gorby et al, (50) os nanofios permitem a transferéncia eletronica da bactéria para 6xidos
metalicos confinados em ambientes porosos inacessiveis as células microbianas. Esse grupo
de pesquisa demonstrou em 2005 que Shewanella oneidensis e Pelotomaculum
thermopropionicum cultivados em meio deficiente de oxigénio produzem anexos da
membrana celular na forma de fios, variando entre 50-150 nm de diametro e dezenas de
micrometros de comprimento. A formagdo dessas estruturas filamentosas foi revelada por
microscopia eletronica de varredura (MEV), conforme apresentado na Figura 5. A
confirmacao da condutividade dessas estruturas foi realizada com técnicas de microscopia e
espectroscopia de tunelamento por varredura e por engenharia genética, com a qual foram
criados mutantes sem os genes responsaveis pela produgdo de citocromos essenciais (MtrC e
OmcA) para a transferéncia de elétrons para fora da célula. Esses mutantes produziram os
nanofios, mas estes foram pouco condutores, além de terem diminuida sua capacidade de
reduzir 6xido férrico e pior desempenho de geracao de corrente elétrica quando empregados

em MFC. (9,50)

Figura 5 - Nanofios produzidos por diferentes micro-organismos.
Fonte: GORBY et a/ (2006, p. 11359, 11361) (50)

A segunda forma de transferéncia eletronica em MFCs ocorre pela presenca de
compostos quimicos que atuam transferindo elétrons do metabolismo microbiano para o
eletrodo. O uso de mediadores artificiais adicionados as biocélulas aumenta a eficiéncia de
sistemas nos quais 0s micro-organismos nao produzem seus proprios mediadores. Moléculas
comumente empregadas sao o vermelho neutro, (11,51,52) vermelho e alaranjado de metila,
(11,53) azul de metileno, (11,54,55) tionina, (56) entre outros. (2,8) A Figura 6 apresenta de

forma ilustrativa os diferentes mecanismos de transferéncia eletronica.
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e- Biofilm CO, H*

acetate

acetate

Anode

Figura 6 - Mecanismos de transferéncia eletronica. Transferéncia
indireta via mediadores enddgenos ou exogenos (A);
transferéncia direta via citocromos presentes na superficie
celular (B); transferéncia direta via nanofios (C).

Fonte: SANTORO et al (2017, p. 230) (57).

Lin et al (52) constataram o efeito positivo dos mediadores vermelho neutro e
ferricianeto de potassio sobre o desempenho de uma biocélula a combustivel inoculada com
uma cultura mista de bactérias para o tratamento de efluentes. No caso do mediador organico,
os pesquisadores argumentam que o vermelho neutro tem um potencial redox de —325 mV,
semelhante ao do NAD/NADH (=320 mV), favorecendo a ocorréncia da rea¢io redox. Essa
informagdo ¢ corroborada por Babanova et al (11) em um estudo sobre a influéncia de
diferentes mediadores sobre o desempenho de uma biocélula de duas camaras inoculadas com
Candida melibiosica. Foram testados o vermelho neutro, verde de bromocresol, azul de
metileno, vermelho e alaranjado de metila por meio de voltametria ciclica, comprovando-se
que os dois primeiros interagem com o sistema NAD/NADH, ao passo que azul de metileno,

vermelho e alaranjado de metila interagem preferencialmente com o sistema
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fumarato/succinato. Como conclusdo, o azul de metileno foi o mediador que apresentou o
melhor resultado de densidade de poténcia da biocélula de todos os mediadores estudados.

O azul de metileno ¢ uma das moléculas mais empregadas como mediadores em MFC
(11,24,54,58) devido sua maior eficiéncia na transferéncia eletronica, atribuida a adequada
relagdo entre os requisitos termodinamicos e cinéticos para obtengao de energia pelos micro-
organismos ¢ producdo de energia pela biocélula a combustivel. (11,59) Classificado como
um corante organico fenotiazinico, ¢ capaz de sofrer reagdes de oxidacao e redugdo de forma
reversivel conforme as reacdes apresentadas na Figura 7. De acordo com a literatura, (60) a
forma oxidada do azul de metileno (simbolizada por MB") tem colorac3o azul, ao passo que a

forma reduzida, também chamada de leuco-forma, € incolor.

(CH3),N {Y N(C H3),
\/\ N

*2¢, 2H™ +2¢”, IH
(PH<5.4) (MB) (pH > 6.0)

(CH;3),N +

}'{W/ ‘ ~_-S \( (CH3)7 *2¢, 1H (CH3)2NW/\/S Y (CH3)2
o> / 1/

N (pH 5.4 - 6.0) \/\N

(Leuco-MB)

Figura 7 - Formulas estruturais do azul de metileno no estado oxidado (MB") e reduzido (Leuco-MB), e
respectivas reagdes redox em func¢do do pH.
Fonte: HOFFMANN et a/ (2008, p. 945). (61)

Alguns micro-organismos sao capazes de produzir e secretar seus proprios
mediadores, como por exemplo, bactérias do género Pseudomonas spp., (26,62—-64) que
produzem piocianinas e fenazinas capazes de atuar como transportadores de elétrons do
metabolismo microbiano para o eletrodo. Sabe-se que esses compostos sdo antibioticos
naturais capazes de solubilizar o6xidos de ferro e manganés, conferindo vantagens
competitivas para sua sobrevivéncia. (9,65) Freguia et al, (18) investigando o comportamento
metabolico e eletroquimico de Lactococcus lactis, identificaram que esse micro-organismo
catalisa a oxidagdo de glicose em um anodo de grafite por meio da liberagdo de quinonas

soluveis.
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As propriedades desejaveis para agdo eficiente dos mediadores em biocélulas a
combustivel sdo descritas por Shukla et al. (66) Dentre elas, enumera-se: i) capacidade do
mediador de permear a membrana celular; ii) estabilidade quimica, solubilidade e potencial
redox compativel com o das espécies eletroquimicamente ativas geradas pelo metabolismo;
iii) rapidez na transferéncia eletronica do mediador reduzido para o eletrodo. Além dessas
propriedades, leropoulos et al (67) ainda afirmam que um mediador anddico eficiente tem um
potencial redox padrdo maior que o transportador de elétrons bioldgico (por exemplo,
citocromos ou NADH), e menor que o potencial do anodo, para ser oxidado em sua
superficie.

De acordo com Babanova et al (11) e leropoulos et al, (67) os mediadores penetram na
célula na sua forma oxidada e interagem com agentes redutores tais como NADH e NADPH,
passando entdo para a forma reduzida. Esta, por sua vez, sai da célula e se difunde até o
eletrodo, onde sofre oxida¢do, podendo reiniciar o ciclo. Entretanto torna-se pertinente uma
breve discussdo sobre essa afirmacdo. Em geral, a forma oxidada desses mediadores
apresenta-se eletricamente carregada, o que dificulta sua passagem através da membrana
celular. (39) Por sua vez, a leuco-forma desses mediadores tem maior probabilidade de
atravessar a membrana celular por ser eletricamente neutra. Se a reagdo de reducgdo ocorrer na
superficie celular, devido a presenga de redutases e mediante a agcdo de cofatores como
NADH e NADPH, o processo redox pode entdo continuar conforme sugerido por Babanova et
al (11) e Ieropoulos et al. (67) Tal questionamento se fundamenta no trabalho de May et al,
(68) no qual avaliou-se a reducdo e absor¢ao de azul de metileno causadas por eritrocitos
humanos. Os autores mostraram que a redu¢do do azul de metileno ocorre na regido exofacial
da superficie celular e que somente a leuco-forma do azul de metileno atravessa a membrana
celular, ndo encontrando evidéncias de que a forma oxidada do azul de metileno seja
absorvido pelas células. Embora haja diferengas na estrutura das membranas celulares de
bactérias, fungos e eritrocitos, (39) elas sdo essencialmente compostas por uma bicamada
fosfolipidica que regula as trocas gasosas, de substratos e ions, de modo que a analogia entre
os diferentes tipos de células permanece valida e, por isso, torna-se um ponto a ser

considerado quanto ao mecanismo de transferéncia eletronica promovido pelos mediadores.
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2.3 POTENCIAL, CORRENTE E POTENCIA GERADA POR BIOCELULAS A
COMBUSTIVEL

O potencial elétrico gerado por uma biocélula a combustivel pode ser calculado a

partir da energia de Gibbs, de acordo com a Equagdo 1: (4,69)

AG
E= -2 »

(onde E ¢ o potencial elétrico, AG; a variacdo da energia de Gibbs de reagdo, » o numero de
elétrons envolvidos na reagdo e F' a constante de Faraday).
Essa equagao pode ser usada para o calculo tedrico do potencial das meia-reacdes que

acontecem no catodo e no anodo e que, combinadas, resultam na Equacdo de Nernst: (70)

c d
E = EO _Eln[C] [D]%...

nF o lala[Blb.. @

Como o potencial E resultante de uma MFC em operagdo ¢ positivo, decorre que a
energia de Gibbs associada ¢ negativa, significando que a reacdo € espontanea e que

eletricidade pode ser produzida. Usando o acetato como exemplo, tem-se: (69)
Meia-reacao anodica:
CH;COO +4 H,0 - 2HCO; +9H +8¢ 3)
Meia-reagdo catodica:
0,+4H +4¢ — 2 H,0 (4)
Reacao global:

CH;COO +2 O, — 2 HCO; + H' (5)
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O calculo do E° das meias-reagdes empregando a equagio de Nernst resulta em:

_ ;o _ BT, [CHyCO0T]
Ean = Ean 8F1 [HCO3]2[H*]° ©
o RT 1
Ecat = Ecar — 37N 5 ()

Essas equacdes permitem o calculo do limite maximo de potencial gerado pela

biocélula. No exemplo citado da oxidacdo do acetato / reducdo do oxigénio, teriamos:
Ecel = Ecat - Ean (8)

AG, = -847.60 kJ mol™; Eeer = 0,805 V — (-0,296) = 1,101 V (condigdes: [CH;COO] =
[HCO;7=5 mM, pH 7, 298,15 K, pO, = 0,2 atm). (4)

Entretanto, o valor de potencial produzido em uma MFC usualmente se situa entre 0,3
e 0,7 V. (9) Bond e Lovley (71) reportaram a producao de energia elétrica exclusivamente por
células aderidas diretamente ao eletrodo. Para isso, empregaram o micro-organismo
Geobacter sulfurreducens, acetato como fonte de carbono e oxigénio como aceptor de
elétrons em uma biocélula a combustivel de duas camaras, obtendo um potencial de até 0,5 V.
Essa diferenca entre o valor tedrico e o valor obtido experimentalmente se deve a soma dos
sobrepotenciais do anodo (Na.,) € do catodo (M) € as perdas 6hmicas do sistema IRq, de

acordo com a Equagdo 9: (4,6,9)
Ecet = E°— (En,, + |Zn,,| +Ra) )

Essa equacdo indica que o potencial da célula ¢ dado pela diferenga entre o maximo
potencial tedrico (calculado a partir das semi-reacdes) e o somatorio das perdas de voltagem
devido aos sobrepotencias dos eletrodos e as perdas 6hmicas decorrentes da corrente (I)

gerada e a resisténcia do sistema (Rg). Os sobrepotenciais dos eletrodos tém origem a partir
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de trés tipos de perdas, dependentes da corrente que flui pelo sistema, comumente
classificadas como: (4,6,9)

a) perdas de ativagdo: decorrentes da barreira de energia para a transferéncia de
elétrons provenientes do metabolismo microbiano (seja por mecanismo direto ou
indireto). Essa perda ocorre em baixas densidades de corrente, e pode ser atenuada
pelo favorecimento da transferéncia eletronica através do uso de catalisadores,
otimizagdo das condi¢des reacionais e aumento da area dos eletrodos;

b) perdas ohmicas: surgem a partir das resisténcias elétricas presentes no sistema.
Estas incluem a resisténcia para a transferéncia de carga para os eletrodos, a
resisténcia dos eletrolitos e membranas ao transporte de ions e a resisténcia
existente entre as conexdes elétricas.

¢) perdas relacionadas ao transporte de massa (perdas de concentragdo): sio
bastante evidentes em maiores densidades de corrente e ocorrem devido a limitagao
difusional de reagentes e produtos da reacdo, principalmente nas vizinhangas do
eletrodo. Isso causa um desbalanco entre a quantidade de espécies reduzidas e
oxidadas na superficie do eletrodo, gerando o sobrepotencial. A agita¢do do sistema
pode diminuir esse problema.

Um grafico ilustrativo dessas regides e respectivas perdas pode ser visualizado na

Figura 8.

E/V
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Figura 8 - Curvas de polarizagdo (sigmoide) e de poténcia (parabola)
caracteristicas de uma biocélula a combustivel em funcionamento,
mostrando as regides das curvas de polarizagdo onde ocorrem as
diferentes perdas no sistema: ativagéo (a), 6hmicas (b) e concentragdo
(©).

Fonte: adaptado de OSMAN et a/ (2011, p. 3089). (6)
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Graficos como o apresentado na Figura 8 sdo conhecidos como curvas de polarizacao
e curvas de poténcia, sendo uma das mais importantes ferramentas para caracterizagdo dos
sistemas galvanicos. (4,9) Esses graficos permitem observar como a voltagem e poténcia da
biocélula variam em fun¢do da densidade de corrente e as perdas associadas as diferentes
regides. As curvas de polarizagdo podem ser obtidas por meio do controle de potencial
(modos potenciocinético e potenciostatico) ou controle de corrente (modos galvanocinético ou
galvanostatico).

Nos modos cinéticos, ha uma variagcdo continua de E (primeiro caso) e I (segundo
caso) em funcdo do tempo, e o registro imediato de I e E, respectivamente. Nos modos
estaticos, E e I sdo variados ponto a ponto, registrando-se I e E, respectivamente, apos sua
estabilizacdo. (72) Esses dados podem ser obtidos empregando-se um potenciostato, através
de uma varredura de potencial que registra I e E utilizando tanto uma configuragdo de dois ou
trés eletrodos - modo potenciocinético - ou variando-se a resisténcia externa e medindo o
potencial elétrico correspondente - modo galvanostatico. Quando um potenciostato ¢ usado,
uma velocidade de varredura de 1 mVs™' é geralmente adequada. (9) Quando a curva de
polarizacao ¢ obtida variando-se a resisténcia externa, o valor de potencial deve ser registrado
apos o estabelecimento de um estado pseudo-estacionario. (4) A partir dos valores de Rex; € E,
a corrente e a poténcia sdo calculadas pela Lei de Ohm (Equacao 10) e Lei de Joule (Equagao

11), respectivamente:

E
I = 10
Rext (10
P=I1E (11)

A poténcia maxima gerada ¢ habitualmente empregada para a comparagdo entre
diferentes dispositivos. Na Figura 8, esse valor ¢ representado pelo termo “p,..,”". De acordo
com a Lei de Jacobi (Teorema da maxima transferéncia de poténcia), (73,74) “a poténcia
maxima ¢ transferida quando a resisténcia interna da fonte € igual a resisténcia externa, desde
que a resisténcia externa possa ser variada e a resisténcia interna seja constante”. Isso
significa que no ponto “p,.~ a resisténcia interna (somatorio das resisténcias do anodo, do
catodo, do eletrolito e da membrana, quando presente) (75) iguala-se a resisténcia externa,

(4,9) permitindo uma avaliacdo aproximada desse somatorio.
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2.4 MICROBIOTA

Os micro-organismos empregados no compartimento anddico definem o tipo de
mecanismo responsavel pela transferéncia dos elétrons produzidos durante o metabolismo
para o eletrodo. Nesse ponto, as MFCs sdo bastante versateis, pois podem utilizar uma ampla
variedade de micro-organismos adaptados a diversos tipos de substratos. (76) Pelo menos trés
dezenas de diferentes espécies t€ém sido empregadas em MFCs com diferentes arquiteturas,
(2,8,57,59,77) com destaque para os géneros Shewanella spp., (78-81) Geobacter spp.,
(19,23,67,82) Escherichia, (67,83) Proteus, (84,85) Pseudomonas spp., (63,86) Rhodoferax,
(47,87) Candida (11,24,88) e Saccharomyces, (54,55,89,90) utilizados muito frequentemente.

Quando se considera a utilizagdo de leveduras como biocatalisadores anddicos em
MFCs, as espécies dos géneros Candida e Saccharomyces estao entre as mais utilizadas. Sao
micro-organismos eucaridticos pertencentes ao Reino Fungi, amplamente utilizados em
processos biotecnoldgicos da industria alimenticia e farmacéutica. (59) Apresentam aspectos
favoraveis para o uso em MFCs, tais como facilidade de cultivo, metabolizacao de ampla
gama de substratos e rapido crescimento. Entretanto, os mecanismos de transferéncia
eletronica relacionados a esses tipos de micro-organismos sao menos claros que para as
bactérias, devido a compartimentalizacdo e organizacdo das organelas celulares e mais rico
genoma, caracteristicas de células eucaridticas. (59)

O uso de cepas de culturas mistas de micro-organismos nao isolados também constitui
presenca constante na literatura, (27,91,92) embora, nesse caso, ndo se possa definir com
clareza qual tipo de mecanismo de transferéncia eletronica prevalece (direto ou indireto). (57)
Um interessante exemplo de cultura mista ¢ o kefir, (92) um consércio microbiano de
leveduras e bactérias lacticas e acéticas encapsuladas por uma matriz de exopolissacarideos,
em forma de graos gelatinosos (2-5 mm de tamanho) capazes de produzir uma bebida
ligeiramente alcodlica com alegadas propriedades medicinais. (93,94) Nesse sentido, o kefir
apresenta propriedades antimicrobianas, antiinflamatérias, (95,96) antineoplasicas e
antioxidantes, dentre outras. (97,98)

Tradicionalmente, os graos de kefir sdo utilizados para fermentar leite ou solugdes de
acucar mascavo. Os tipos de cepas microbianas presentes no kefir podem variar, dependendo
das fontes de nutrientes, preparagao e até mesmo do pais ou regido em que seus graos iniciais
foram adquiridos. Nao obstante, os micro-organismos comuns encontrados no kefir incluem
algumas bactérias lacticas (por exemplo, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc e

Streptococcus, (94,99) bactérias do acido acético do género Acetobacter (100) e varias cepas
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de levedura (por exemplo, Kluyveromyces, Candida, Saccharomyces, Torulaspora,
Kazachstania, Lachancea e Yarrowia. (101) Além da Candida e Saccharomyces, alguns
desses micro-organismos foram utilizados isoladamente no desenvolvimento de MFCs, como

por exemplo o Lactococcus lactis, (18) Acetobacter aceti (102) e Kluyveromyces marxianus.

)

Figura 9 - Aspecto habitual dos graos de kefir d’agua.
Fonte: Do autor.

Em paralelo, os graos de kefir (Figura 9) podem ser facilmente obtidos no comércio ou
mesmo por doacdes, um hdbito comum de pessoas que cultivam kefir. O kefir pode ser
cultivado sem necessidade de condi¢des assépticas, exibe uma alta taxa metabdlica (10-20 g
de biomassa produzida diariamente a partir de 100-200 g de graos iniciais), (103) e pode
crescer por meses apenas com a substituicdo de solu¢des nutricionais. (93) Além disso, os
graos podem se desenvolver em uma grande faixa de temperatura (~3-45°C), sendo facilmente
recuperados com peneiras plasticas comuns. Podem ser armazenados sob congelamento por
meses e até anos, e reativados para metabolismo de acucares em poucos dias. (93) Todas essas
caracteristicas sugerem a possibilidade de emprego de kefir como um novo biocatalisador

anodico em biocélulas a combustivel.
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2.5 ELETRODOS

Os materiais empregados como eletrodos nas biocélulas a combustivel determinam o
desempenho e os custos desses dispositivos. Os eletrodos devem apresentar boa
condutividade, estabilidade quimica e mecanica, além de baixo custo. Os materiais mais

comumente empregados para a construcao desses dispositivos sdao apresentados na Figura 10.

H

Figura 10 - Materiais usados como eletrodos em biocélulas: (A) papel carbono; (B) placa de grafite; (C) tecido
de carbono; (D) malha de carbono; (E) grafite granular; (F) granulos de carvao ativado; (G) feltro de
carbono; (H) carbono vitreo reticulado; (I) escova de carbono; (J) malha de ago inox.

Fonte: WEI et al (2011, p. 9336).(37)

Num amplo artigo de revisao, Wei et al (37) descreveram as caracteristicas,
desempenho, custos, aplicagdes e métodos de modificacdo de superficies de eletrodos
empregados como anodos ou catodos em biocélulas a combustivel microbianas.

Eletrodos de carbono estdo entre os mais empregados por terem alta condutividade e
serem adequados para a adesdo e crescimento microbiano. Chaudhuri e Lovley (47)
compararam a geragdo de corrente elétrica por Rhodoferax ferrireducens em biocélulas a
combustivel de duas cdmaras construidas com diferentes tipos de eletrodos de carbono:
bastoes, feltro ou espuma. Os resultados mostraram que as biocélulas construidas com bastdes
de carbono e feltro de carbono produziram densidades de corrente aproximadamente iguais
(28 - 31 mA m™), mas a biocélula construida empregando eletrodos de espuma de carbono

produziu uma densidade de corrente aproximadamente 2.4 vezes maior (74 mAm?), o que &
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explicavel pelo maior nimero de células aderidas a esse tipo de eletrodo altamente poroso.
Esse resultado mostra que a otimiza¢do da area dos eletrodos pode aumentar
significativamente a energia gerada.

Os eletrodos a base de fibra de carbono oferecem elevada area superficial e
porosidade. Escovas de carbono podem ser fabricadas empregando-se um fio de metal inerte
(como o titanio) para agrupar as fibras, como na Figura 10 1. Logan (9) apresenta um exemplo
de escova de carbono (dimensdes 5 cm de largura e 7 cm de comprimento) construida com
fibras de 7,2 mm de diametro, que fornece uma area de 1,06 m’ e 98% de porosidade. Esse
tipo de eletrodo foi apresentado pela primeira vez pela equipe de Logan et al, (104) sendo
desde entdo, rotineiramente empregado nos trabalhos desenvolvidos por esse grupo de
pesquisa, tal como no estudo do efeito de eletrolito sobre a eficiéncia e resisténcia de
biocélulas, (92) posicionamento dos eletrodos, (105) e na minimizagdo do fenomeno
denominado power overshoot. (106)

Ago inox e titdnio sdo metais também utilizados como eletrodos em biocélulas,
embora sejam preteridos em relacdo aos eletrodos de carbono. Sao eletrodos com
condutividade maior que o carbono, mas geralmente a superficie dos metais nao sdo tao
adequadas para a adesdo dos micro-organismos. (37) Heijne et a/ (107) utilizaram curvas de
polarizacdo e impedancia eletroquimica para comparar eletrodos de carbono (plano ou
rugoso) e metalicos (Pt/Ti ou Ti) sob as mesmas condigdes operacionais. Os resultados
mostraram que o melhor desempenho do bioanodo foi alcangcado com o eletrodo de carbono
(rugoso), seguido por Pt/Ti e carbono (plano). O eletrodo de titdnio nao apresentou bons
resultados, sendo considerado pelos autores inadequado para o uso em biocélulas. Em geral,
os micro-organismos formam filmes preferencialmente sobre superficies hidrofilicas e
positivamente carregadas. As propriedades fisicas do eletrodo afetam a comunidade
microbiana que forma o biofilme, porém essa relagdo ainda precisa ser melhor compreendida.
(108)

O uso de eletrodos metalicos ndo-nobres ¢ algo incomum nos trabalhos sobre
biocélulas a combustivel. Por exemplo: Logan (9) admite a possibilidade do uso de eletrodos
de cobre nesses dispositivos, mas afirma que a corrosio e a toxicidade dos fons Cu®" sdo
problemas que devem ser evitados. Entretanto, o recente trabalho de Baudler ef al (109)
parece promissor ao rever a questdo dos eletrodos metalicos. Eles avaliaram a aplicagdo de
eletrodos de ouro, prata, cobre, niquel, cobalto, titdnio e ago inox como anodos de biocélulas a
combustivel microbianas. Destes, apenas cobalto e titdnio ndo favoreceram a formacao de

biofilmes eletroquimicamente ativos e, surpreendentemente, os eletrodos de cobre foram os
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que tiveram melhor desempenho em termos de densidade de corrente gerada (1,5 mA m™)

contra 1,1 mA m™ (prata) e 1,0 m Am™ (grafite, usado como material de referéncia).

2.6 SEPARADORES E MEMBRANAS

A fungdo primaria dos separadores ¢ membranas em uma biocélula a combustivel ¢é
manter o andlito e o catdlito em seus respectivos compartimentos. Outra fungdo ¢ garantir a
neutralidade de cargas do sistema permitindo que os prétons produzidos no anodo possam
migrar para o catodo e impedir o fluxo de substrato do anodo para o catodo ou de oxigénio do
catodo para o anodo. (9) Apesar dessas peculiaridades, o uso de separadores também causa
problemas: retarda a transferéncia de protons do anodo para o catodo, (17) aumenta a
resisténcia interna (110) e geralmente t€ém alto custo. (20) Entretanto, por se tratar de um
componente importante nas biocélulas, as vantagens e desvantagens de cada tipo de separador
devem ser avaliadas. Existem intimeros tipos de separadores que podem ser utilizados, como
por exemplo, membranas trocadoras de cations ou de anions, membrana de microfiltracao ou
ultrafiltracdo, fibra de vidro ou pontes salinas, com dezenas de tipos e modelos diferentes para
cada um desses exemplos citados. A seguir, sdo apresentados alguns tipos frequentemente

usados.

2.6.1 Membrana trocadora de cations (CEM)

Nafion ¢ um tipo de membrana trocadora de protons desenvolvida e comercializada
pela DuPont. E um co-polimero perfluorado sulfonado, que apresenta uma cadeia de
fluorocarbono (~CF,~CF,—) a qual sdo ligados grupos sulfonato (—SOs3). E formado pela
reacdo de copolimerizacdo de um éter vinilico perfluorado com tetrafluoretileno, € um
precursor termoplastico contendo grupos sulfonil fluoreto (—SO,F). (111) A estrutura quimica

resultante ¢ apresentada na Figura 11.
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Figura 11 - Estrutura quimica do Nafion.
Fonte: Sigma-Aldrich. (112)

Nafion apresenta uma condutividade de protons e cations devido a presenga do grupo
sulfonato negativamente carregado. (20,113) O transporte de protons através dessa membrana
pode ser prejudicado pelo efeito da alta concentragio de cations (Na', K*, NH4"), usualmente
muito superior & concentragdo de H™ em pH proximo a neutralidade, causando a acidificagio
do andlito e prejudicando o desempenho da biocélula. (9) Outros problemas, comuns as
membranas trocadoras de cations, sdo a difusdo do oxigénio, perda de substrato e a formagao
de um biofilme que prejudica a permeacao das espécies carregadas. (113)

Oh e Logan (114) avaliaram o efeito da area dos eletrodos ¢ da membrana sobre a
poténcia maxima produzida por uma biocélula a combustivel de duas camaras. Foram
empregadas 3 areas (medida da secdo transversal) da membrana Nafion: 3,5; 6,2 ¢ 30,6 cm?’.
A densidade de poténcia gerada, normalizada pela area do 4nodo (22,5 cm?) foi,
respectivamente, 45 mW m?, 68 mW m~e 190 mW m?, o que mostra que area da membrana
limita a poténcia gerada quando ¢ menor que a area dos eletrodos. Esse trabalho ainda
apresentou os efeitos da forga idnica e do uso de ferricianeto como aceptor de elétrons sobre a

poténcia gerada.
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2.6.2 Membrana trocadora de d4nions (AEM)

O problema encontrado nas CEMs de acimulo de H' no compartimento anédico pode
ser minimizado pelo uso de uma membrana trocadora de anions. Essas membranas sao
polimeros eletrélitos que contém grupos cationicos ligados covalentemente a estrutura, seja
por cadeias laterais ou diretamente na cadeia carbonica. (115) Varcoe et a/ (115) analisaram
varios trabalhos sobre biocélulas a combustivel que empregaram membranas trocadoras de
anions e constataram que esse tipo de membrana traz vantagens como aumento na densidade
de corrente e eficiéncia couldmbica e maior estabilidade ao longo do tempo quando
comparadas as CEMs. Segundo os autores, isso se deve a: i) menor permeabilidade do
oxigénio do catodo para o anodo, favorecendo a anaerobiose; ii) favorecimento da
transferéncia de H', diminuindo o problema de acidificagio do anélito; iii) menor formagdo
de biofilme sobre a membrana; iv) maior condutividade e consequentemente menor
resisténcia interna.

Essas propriedades das AEMs conferem vantagens sobre outros tipos de membranas.
Ao comparar a poténcia gerada em biocélulas a combustivel microbianas construidas com
diferentes membranas (trocadoras de cations, trocadoras de anions ou de ultrafiltracao), Kim
et al (116) constataram que a AEM empregada (AMI-7001, Membrane International Inc., NJ)
produziu a maior densidade de poténcia (acima de 610 mW m?) e maior eficiéncia
couldmbica (72%), seguida pelo Nafion (514 mW m?), CEM (CMI-7000, Membrane
International Inc., NJ) (480 mW m™), ¢ UF-1K (DIVFLO ultrafiltration, Amicon, Inc., MA)
(462 mWm™).

Apesar dessas caracteristicas favoraveis, as membranas trocadoras de anions também
tém algumas desvantagens: sdo mais permedveis aos substratos e mais susceptiveis a

deformacao (sdo mais frageis). (20)

2.6.3 Ponte salina

Pontes salinas sdo os separadores mais baratos utilizados em biocélulas. Sao
constituidas de um tubo de vidro preenchido com um eletrélito inerte (geralmente KCI) em
um meio gelatinoso (4gar de 2 a 10%), que permite a conducdo de ions entre as duas camaras
e dificulta a difusao do oxigénio. (20) Varios trabalhos relatam o uso de ponte salina em
biocélulas. Por exemplo: estudo de novas cepas aptas a atuarem como biocatalisadores

anddicos, (24) geracdo de eletricidade com simultaneo tratamento de residuos, (25,117)
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comparacdo entre o desempenho de biocélulas construidas com ponte salina ou com Nafion.
(19,25) Nos dois casos (19,25) a ponte salina levou a uma menor geragdo de corrente elétrica,
principalmente devido a elevada resisténcia interna. Embora a utilizacao de ponte salina como
separador leve geralmente a um desempenho inferior em termos de geracdo de energia quando
comparado ao uso de membranas, a melhoria do desempenho de biocélulas que empregam
esse tipo de separador pode ser feita mudando o tipo e a concentragdo do eletrolito, bem como

aumentando area de contato com as camaras. (20)

2.7 ARQUITETURA

A arquitetura de uma biocélula a combustivel tem influéncia muito significativa sobre
o desempenho do sistema em termos de energia gerada e eficiéncia coulombica. Existe na
literatura uma variedade significativa de arquiteturas desenvolvidas para os mais diversos
tipos de estudos e aplicacdes. Em todas elas hd, obrigatoriamente, a presenca de um
compartimento anddico, no qual ocorrem as reacdes de oxidagdo da matéria organica pelos
micro-organismos, € um catodo onde ocorrem as reagdes de reducdo. A presenca de um
compartimento catddico que contenha o catodo e um eletrolito depende do modelo de
arquitetura desenvolvido. Por exemplo: em uma biocélula de duas camaras, o catodo fica
imerso em uma solu¢do que contém o agente oxidante (O,, ions ferricianeto, etc), ao passo
que em uma biocé¢lula de camara simples, o catodo fica exposto diretamente ao ar, ndo
havendo necessidade da presenca do eletrolito. A seguir sdo apresentadas algumas

arquiteturas.

2.7.1 Arquitetura de duas camaras

Esse tipo de arquitetura ¢ muito empregado em laboratorios, (118) devido a facilidade
de construcdao e aplicabilidade desse modelo para a avaliagdo inicial de novos materiais
eletrodicos, tipos de micro-organismos e substratos. (4) O formato conhecido como “H”,
consiste de dois compartimentos interligados por um tubo contendo um separador, que pode
ser uma membrana como o Nafion ou uma ponte salina. Um exemplo dessa arquitetura ¢

apresentado na Figura 12.
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Figura 12 - Biocélula a combustivel de duas cdmaras, em forma
“H”. Compartimento anddico (anaerdbio, a
esquerda) e compartimento catodico (aerdbio, a
direita), conectados por um tubo de vidro contendo
uma membrana Nafion.

Fonte: MIN et al (2005, p. 1677). (19)

Apesar da alta resisténcia interna caracteristica desse formato que acarreta,
geralmente, baixas densidades de poténcia, esse tipo de arquitetura tem diversas aplicagoes,
como por exemplo, para avaliagdo de novo tipo de biocatalisador anddico, (24) substratos
(25,119) e material eletrodico, (58,102) investigacdo dos mecanismos de transferéncia

eletronica, (120,121) uso como biosensor, (122) entre outros. (123,124)

2.7.2 Arquitetura de uma caimara

Esse modelo surgiu como um aperfeicoamento da arquitetura de duas camaras. Em um
sistema de duas camaras, o compartimento catdédico deve fornecer continuamente a espécie
quimica que sofrerd a reacdo de redugdo. Durante o funcionamento de uma biocélula de duas
camaras ha o consumo de espécies quimicas no compartimento catddico, que sofrem reagao
de reducdo. Entre essas, o oxigénio € uma das mais comuns, pois pode ser fornecido mediante
a aeracao do eletrolito. Outra alternativa € o ion ferricianeto, que apresenta um desempenho
bastante superior ao do oxigénio, como resultado da maior eficiéncia de transferéncia de
massa de ions ferricianeto do que oxigénio dissolvido. (114) A necessidade de reposi¢cdo das
espécies quimicas constitui uma limitacao ao continuo funcionamento desse tipo sistema. Para
evitar esse problema, a equipe de Logan (17,23) foi uma das primeiras a desenvolver a

arquitetura de uma cdmara, na qual o catodo fica diretamente exposto ao ar, fornecendo
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continuamente oxigénio para a ocorréncia da reagdo de redugdo. Consistiu em um progresso
importante, sendo a tendéncia a ser seguida para o desenvolvimento de sistemas com
alimentacdo continua. Dois exemplos de biocélulas a combustivel de uma camara sao

apresentados na Figura 13.
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Figura 13 - Diferentes arquiteturas de biocélulas a combustivel de uma camara desenvolvidas pela equipe de
Logan. A esquerda, modelo desenvolvido para se avaliar a influéncia da membrana sobre o
desempenho do sistema; a direita, diagrama esquematico e protdtipo de biocélula de uma cdmara
usado para produzir energia a partir de efluente doméstico.

Fonte: LOGAN et al (2004, p. 4040; 2004, p. 2881). (17,23)

A grande vantagem que contribuiu para a dissemina¢ao desse tipo de arquitetura foi a
simplificagdo do dispositivo por meio da eliminagdo do compartimento catédico, de modo a
permitir o fornecimento continuo de oxigénio proveniente do ar diretamente sobre a superficie
do catodo. O uso do oxigénio como aceptor de elétrons ¢ muito conveniente em MFCs devido
a auséncia de custo, alto potencial redox, disponibilidade e sustentabilidade. (125) A reacao
de redugao do oxigénio (ORR) pode ocorrer por mecanismos que envolvem 2 ou 4 elétrons,
(126) dependendo das propriedades da superficie do eletrodo e do pH da solucao. (127) A
cinética da ORR ¢ lenta devido o grande sobrepotencial de reducdo do oxigénio, sendo a
platina um dos catalisadores mais empregados para o favorecimento da reagdo. (17,23,128)
Embora muito util, os altos custos desse catalisador limitam sua aplicagdo. Nesse sentido,
novos tipos de catalisadores catddicos ou aceptores de elétrons tém sido buscados, como por

exemplo, metaloporfirinas de cobalto, (129) metais (Fe*" e Cr'®), (130) oxidos metalicos
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(AgO, (131) e MnO;, (9)) e hexacianoferratos de cromo (132) e ferro. (125,133-135) O
hexacianoferrato de ferro, (Fe™4[Fe*(CN)g]3), também conhecido como Azul da Prussia
(AP), é um composto de coordenagdo (136) no qual os atomos de Fe™ (alto spin) e Fe™
(baixo spin) encontram-se coordenados ao nitrogénio e ao carbono, respectivamente, que tem
se mostrado um promissor catalisador da ORR, entre outras propriedades. (137,138) Uma

representacao da estrutura cristalina do azul da prussia € apresentada na Figura 14.
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Figura 14 - Representagdo da estrutura cristalina do azul da prussia,
destacando-se o tipo cubico da célula unitaria.
Fonte: YAN et a/ (2016, p. 5137). (139)

Uma das formas de obtencdo do azul da prussia ¢ a eletrodeposi¢ao sobre superficies
de eletrodos, a partir de solugdes acidas contendo uma mistura de Fe*" e [Fe(CN)]",
aplicando-se +0,4 V vs. ECS, que causa a reducao dos ions ferricianeto e a consequente
formacao de um filme. (136,138) Esse filme contém em média 14 moléculas de dgua e pode
ser reduzido a “branco da pruassia” ou oxidado a “verde berlim”, dependendo do potencial
aplicado. (136,138) Esses analogos apresentam atividade catalitica para a redu¢do de oxigénio

e peroxido de hidrogénio, (136—138) bem como para a oxidacao desse ultimo. (137)
2.7.3 Outras arquiteturas

As duas arquiteturas anteriormente apresentadas sdo as mais comuns e delas derivam

todos os outros modelos, construidos de acordo com o proposito de aplicacdao, parametros a
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serem avaliados e criatividade do grupo de pesquisa. (118). Para finalizar essa revisao, sao
apresentadas a seguir duas arquiteturas incomuns.

Jia et al (15) construiram uma MFC em espiral, que tem como caracteristica a grande
area da membrana quando comparada ao volume da biocélula. Segundo os autores, essa
arquitetura, além de ser compacta e mais adequada como fonte portatil de energia, reduz a
resisténcia interna e ocasiona um melhor desempenho que o modelo tradicional de duas

camaras. O dispositivo construido ¢ apresentado na Figura 15.
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Figura 15 - Diagrama esquematico e fotografia da biocélula a
combustivel em espiral.
Fonte: JIA et al (2013, p. 895). (15)

Sensores ou outros dispositivos requerem o continuo fornecimento de energia para o
seu funcionamento. Quando em locais remotos, sua manuten¢do pode tornar-se inviavel. Por
isso, fontes de energia auto-sustentaveis estao sempre sendo desenvolvidas para atender a essa

demanda. Uma alternativa ¢ a MFC flutuante proposta por Huang et al (Figura 16). (140).
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Figura 16 - Diagrama esquematico da biocélula flutuante
desenvolvida por Huang ef al.
Fonte (HUANG et al, 2012, p.309). (140)

Nesse dispositivo, as rolhas de borracha servem como boias e para diminuir a entrada
de oxigénio no compartimento anddico. Neste, os granulos de carbono servem como suporte
para o crescimento dos micro-organismos, que colonizam todo o compartimento. A corrente ¢
coletada por fios de titanio, que interligam o sistema até o catodo, revestido por um
catalisador de Pt e Ni que reduz o oxigé€nio dissolvido, completando o sistema. Segundo os
autores, esse foi o primeiro trabalho que avaliou esse tipo de biocélula por longo tempo (153
dias) em ambiente marinho, mostrando-se como uma fonte de energia vidvel para uso em
equipamentos de baixo consumo de energia.

Em sintese, apresenta-se na Tabela 1 informagdes relevantes sobre algumas das

biocélulas a combustivel citadas nessa revisdo de literatura.



Tabela 1 - Caracteristicas operacionais de algumas MFCs encontradas na literatura.
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(continua)
Mlcro-m.'ganlsmo / Anodo Membrana Catodo Poténcia Ref.
arquitetura
Geobacter
sulfurreducens / 2 Aw/Cr nano Nafion Aw/Cr nano 36 mW m™ (46)
A estruturado estruturado
camaras
Rhodoferrax
ferrireducens / 2 Grafite Nafion Grafite Nao informada (47)
camaras
Shewanella
putrefaciens | 2 Feltro de CEM Feltro de Nao informada  (49)
A carbono carbono
camaras
Candida inellbloszca Feltro de Nafion Feltro de 640 mW m (1)
/ 2 camaras carbono carbono
Cultura mista (lodo . .
ativado anaerébio) / Tecido de CEM Tecido de 11,3Wm™ (51)
A carbono carbono + Pt
2 camaras
Cultura mista Tecido de Tecido de 2
(esgoto) / 2 camaras carbono Nafion carbono + Pt 2,7 mW m (52)
Cultura mista Placa de CEM 2
(esgoto) / 2 camaras grafite (Flemion) Pt 2070 mW m (33)
Saccharomyces
cerevisiae | 2 Grafite Nafion Grafite 2mW m™ (54)
camaras
Saccharomyces
cerevisiac | 2 Feltrode 1, fon Feltrode 500 hwm?  (55)
A carbono carbono
camaras
Saccharomyces Placa de
cerevisiae | 2 Nafion Placa de grafite =~ 60 mW m? (56)
A grafite
camaras
Saccharomyces Suporte
cerevisiae | 2 ceramico CEM Papel carbono 130 mW m™ (58)
camaras grafitizado
Geobacter Papel Papel carbono
metallireducens / 2 P Nafion p 40 mW m™ (19)
A carbono + Pt
camaras
Cultura mista (lodo Bastao de Bastao de .
ativado) / 2 camaras grafite Nafion grafite Nao informada  (25)



Tabela 1 - Caracteristicas operacionais de algumas MFCs encontradas na literatura.
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(conclusdo)

Micro-organismo /

arquitetura Anodo Membrana Catodo Poténcia Ref.
Saccharomyces ~ ~
cerevisiae | 2 Bastiio de Popte Bastiio de 41 mW m™ (124)
cAmaras grafite salina grafite
. . Tecido de
Cultura mista Tecido de Nafion ou 2
(esgoto) / 1 camara carbono PTFE carbono + Pt 480 mW m (129)
ou CoTMPP
Cultura mista Escova de Sem Tecido de 2
(esgoto) / 1 camara carbono membrana  carbono + Pt 658 mW m (130)
. Carvao ativado
Cultura m}sta Grafite Nafion + grafeno + 16 Wm™ (125)
(esgoto) / 2 camaras granular .
azul da prussia
Acetobacter aceti e Feltro de Feltro de
Gluconobacter carbono + Nafion carbono + azul 3,87 Wm™ (133)
roseus / 2 camaras quitosana da prussia
Cultura mista / 1 Tecido de Sem Tecido de .
cAmara carbono membrana carbono + gzul Nao informada (134)
da prussia
Cultura mista Grafite Carvao ativado
(esgosto) / 2 gl Nafion  + polianilina+ 13,12 Wm?®  (135)
camaras &t azul da prussia
Cultura mista .
(esgoto) / 2 camaras ];Ziltjic?nf)e CEM Papel:;ibono 1414 mW m?  (15)
— espiral
. Fibra de
Cultura m}sta Grafite Nafion carbono+Nie 390mWm™  (140)
(esgoto) / 2 camaras granular P

Fonte: Do autor.

Nota: CoTMPP = tetrametilfenil porfirina de cobalto.
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3 OBJETIVOS

Os objetivos gerais e especificos dessa tese sao descritos a seguir.

3.1 GERAIS

Os objetivos gerais desse trabalho foram o planejamento, construgdo, e caracterizagao
de diferentes MFCs empregando materiais de baixo custo, nova proposta de biocatalisador e
uma nova arquitetura, o uso de MFCs como ferramenta didatica de ensino, e sua avaliagdo

para obtencdo de energia a partir de residuo industrial.

3.2 ESPECIFICOS

a) elaborar e simplificar biocélulas a combustivel de uma ou duas camaras a partir da
utilizacao de materiais e reagentes de facil aquisicao;

b) empregar Saccharomyces cerevisiae e graos de kefir como inoculo para a
ocorréncia das reacdes metabdlicas e geracdo de corrente;

c) construir um roteiro de aula pratica sobre biocélulas a combustivel para uso
didatico;

d) avaliar o composto azul da prassia como catalisador catdodico em substitui¢do a
platina;

e) demonstrar a possibilidade de geracdo de energia elétrica utilizando residuo
industrial de cervejaria como inoculo na biocélula de uma camara desenvolvida;

f) caracterizar cada uma das biocélulas desenvolvidas por curvas de polarizagao e de

poténcia.
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4 MATERIAIS E METODOS

Os materiais empregados na construcao das biocélulas e os métodos utilizados para
caracterizacdo dos sistemas sao descritos separadamente para cada uma das trés partes que

compdem essa tese.

4.1 PRIMEIRA PARTE

Biocélula a combustivel de baixo custo como ferramenta de ensino.

4.1.1 Materiais e equipamentos

Minas de grafite comum (HB), com dimensdes de 2.0 mm x 10 cm e adquiridas no
comércio local foram usadas como eletrodos. Multimetros digitais com resolu¢do de 1 mV +
0.5% comprados no comércio local foram utilizados para as medidas de potencial. Medidas
prévias apresentaram diferenca inferior a 1% nas leituras de potencial entre os diferentes

multimetros.

4.1.2 Solucdes e reagentes

Todas as solugdes foram preparadas usando agua destilada. O andlito consistiu de
tampao fosfato de sodio 50 x 10° mol L pH 7,0 em salina (cloreto de sédio 0,9%); o catdlito
empregado foi uma solugdo de ferricianeto de potassio 25 x 10 mol L' preparada no mesmo
tampdo. Para o estudo de inibi¢do enzimatica o andlito utilizado foi tampéo citrato 50 x 10~
mol L' em salina. Levedura de padaria liofilizada comercial foi usada com fonte de S.
cerevisiae, € uma solucdo estoque de azul de metileno (Vetec, Brasil) foi preparada com a
concentracdo de 10 x 10™ mol L. Glicose, frutose e sacarose (Vetec, Brasil) foram usadas
como combustivel em diferentes experimentos. Os eletrodos foram limpos com uma solugdo

alcool etilico/acetona (1:1 vv™).

4.1.3 Montagem da biocélula

Dois béqueres de 25 mL foram empregados para a montagem da biocélula a

combustivel de duas cdmaras, composta pelas camaras anoddica e catodica separadas por uma
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ponte salina em formato tradicional (tubo de vidro em forma de U, com comprimento entre 10
e 15 cm e 0,4 cm de didmetro, preenchido com uma solucao de 2% de dgar em KCl 1,5 mol L
1. O compartimento catodico foi preenchido com 20 mL da solugdo do catdlito.

O compartimento anddico foi preenchido com 20 mL do andlito, 2 mL da solucdo
estoque de azul de metileno e 1 mL de solugdo de glicose (0,4 g mL™). Os eletrodos foram
inseridos em cada compartimento ¢ conectados aos terminais do multimetro (ponta de prova
preta - anodo; ponta de prova vermelha - catodo; Figura 17), selecionando-se a faixa de até 2
V de leitura no multimetro. Depois da estabilizacdo, 2 mL de uma suspensdo de levedura
(previamente preparada pela homogeneizacao de 0,8 g de levedura com 2 mL do respectivo
anolito por 5 minutos) foram adicionados, seguindo-se a leitura de potencial em intervalos de
5 minutos, desde o tempo 0 (imediatamente antes da inoculagdo da suspensdo de levedura),
até¢ o final do experimento (70 - 80 minutos, aproximadamente). O andlito foi mantido em
repouso durante os experimentos para minimizar a difusdo de O, na solugdo, exceto nos
estudos da influéncia do O,. Para estes experimentos, gas N, (Praxair Inc., SP) ou O,
(atmosférico, empregando uma bomba de aquario) foram borbulhados na cdmara anddica
desde 30 minutos antes do inicio do experimento, seguindo-se até o final das medidas. Os
dados foram normalizados pela subtracdo do valor de potencial elétrico no tempo zero dos
valores de potencial em cada intervalo de tempo. Os experimentos foram feitos em triplicata e
os dados sdo apresentados como a média + desvio-padrao dos valores obtidos, exceto quando
especificado. A diferenca entre os grupos de experimentos foi avaliada por andlise de

variancia, considerando como significativo um valor de p<0,05.

~

A */

Figura 17 - Montagem da MFC, mostrando as
camaras anodica (esquerda) e
catodica (direita), preenchidas com
seus respectivos eletrolitos.

Fonte: Do autor.
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4.1.4 Fracionamento celular

A fim de se avaliar a fragao celular responsavel pela geragdo de potencial elétrico na
biocélula, foi realizado um fracionamento celular para obtencdo das fragdes de membranas e
de conteudo intracelular de levedura. O procedimento para ruptura celular por abrasdo foi
feito a partir da adaptacdo do método proposto por Medeiros et al. (141) A quantidade de 1,2
g de levedura foi pulverizada em um almofariz de porcelana por 30 minutos e entdo
ressuspendida com 6 mL de tampdo fosfato 50 x 10~ mol L' pH 7,0. O homogenato foi
centrifugado a 3600 rpm por 10 minutos. A fragdo sobrenadante foi separada e armazenada
em geladeira. A fragdo contendo membranas e células (pellef) foi ressuspendida em tampao
fosfato e centrifugada a 3600 rpm por 10 minutos. A ressuspensdo e centrifugagao do pellet
foi feita 3 vezes. Laminas preparadas com as fragdes finais (sobrenadante e pellet contendo os
fragmentos das membranas) foram observadas num microscopio 6ptico Primo Star (Zeiss, SP,
Brasil) com lente objetiva de 40x e ocular de 10x (aumento de 400x) e fotografadas com uma
camera digital Sony Cyber-shot DSC-W710. As fragdes finais foram usadas como inoculo na
biocélula a combustivel imediatamente apds o término do procedimento de fracionamento

celular.

4.1.5 Estudos de polarizagao

As medidas de polarizagdo foram feitas depois da estabilizagdo dos valores de
potencial (cerca de 30 minutos ap6s a adi¢do da suspensao de levedura ao andlito), variando a
resisténcia externa da biocélula de 18 kQ a 2.2 kQ com resistores. Medidas empregando
solucdes contendo diferentes fontes de carbono na concentracdo de 0.4 g mL" (glicose,
frutose ou sacarose, como acima), glicose em tampao citrato, glicose saturada com O, ou
deaerada com N, foram feitas para caracterizar a biocélula a combustivel, em termos de
poténcia e corrente geradas. Para cada resistor (resisténcia externa - Rey), 0 potencial da
biocélula foi registrado depois do estabelecimento de um estado pseudo-estacionario (3 - 5
minutos). (4) Densidades de corrente e poténcia foram calculadas empregando a Lei de Ohm
(Equagdo 10) e Lei de Joule (Equacdo 11), respectivamente, e os dados foram normalizados
pela area geométrica do anodo determinada com uso de paquimetro. Finalmente, curvas de
polarizacao (E vs. j) e as correspondentes curvas de poténcia (P vs. j) foram construidas e

analisadas.
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4.1.6 Aplicacio em aula pratica de graduagio

Por se tratar de um assunto ainda pouco explorado nos cursos de graduacao do pais, e
para verificar a aceitacdo pelos alunos do estudo de metabolismo celular com auxilio de
biocélulas, os experimentos acima descritos de viabilidade celular, inibi¢ao por citrato e efeito
de diferentes substratos sobre o potencial da biocélula foram desenvolvidos junto a disciplina
de Bioquimica do 6° periodo de Bacharelado em Quimica da Universidade Federal de Alfenas
(15 alunos, duas aulas praticas de 2 h cada). Aos alunos foram disponibilizadas as solucgdes e
materiais necessarios para a constru¢do das biocélulas, ficando cada grupo (2 ou 3 alunos)
responsavel por uma condi¢do diferente. Ao final, os dados foram tabelados na lousa para a
construgdo de graficos, e auxilio na interpretacio e discussdo em grupo das seguintes

questoes:

Questodes da 1* aula pratica:

a) quais a meias-reagoes que acontecem nas camaras anodicas e catodicas?
b) quais as possiveis explicagoes para a geragdo de potencial?

¢) quais sdo os mecanismos envolvidos na transferéncia eletronica?

d) quais as possiveis aplicacoes para biocélulas?

Questoes da 2* aula pratica:

a) considerando que o potencial seja uma estimativa da atividade metabdlica, qual
dos agucares é metabolizado mais rapidamente? Por qué?

b) e qual é metabolizado mais lentamente? Por qué?

c) os grupos 1 e 2 utilizaram o mesmo combustivel (glicose), mas tipos diferentes de
tampoes. Houve diferenga nos resultados? Explique as possiveis causas levando em
consideracdo as vias metabolicas.

d) os resultados obtidos estdo de acordo com o esperado sob o ponto de vista
bioquimico ?

e) observe as cores dos béqueres contendo a suspensdo contendo o andlito (com

leveduras). O que vocé pode concluir sobre a causa dessa observagdo?

A dificuldade apresentada para a resolugdao das questdes da segunda aula pratica foi
intencional, com a finalidade de estimular os alunos a um maior aprofundamento sobre o

tema.
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Por fim, os alunos foram convidados a responder as perguntas de um questionario
sobre as contribuigdes que essas aulas praticas trouxeram para o aprendizado. As alternativas

para cada pergunta foram: Muito; Pouco; Razoavelmente ou Nao.

Perguntas do questionario:

a) vocé acha que a prdatica o ajudou a entender sobre o funcionamento da produgdo
de energia nos seres vivos?

b) vocé acha que a pratica acrescentou informagoes que foram vistas de relance nas
aulas teoricas?

¢) vocé acha que a prdtica trouxe informagoes que ndo foram vistas nas aulas
tedricas?

d) vocé achou a execugdo da pratica dificil?

e) vocé acha que a pratica pode ser aplicada em outra drea que ndo a bioquimica?

4.2 SEGUNDA PARTE

Avaliagao do consoércio microbiano kefir como novo biocatalisador anédico em MFC.

4.2.1 Cultivo do kefir e preparacio do in6culo

Graos de kefir foram obtidos em nosso laboratorio, no departamento de Bioquimica da
Unifal/MG. A amostra de kefir armazenada a -20°C foi descongelada e cultivada
continuamente em solugdo de agiicar mascavo (5% mv™') a 28°C durante 10 dias. O substrato
foi renovado a cada dois dias. Depois da reativacao, os graos foram coletados e usados como
in6culo na camara anddica da MFC. O perfil microbiano dos graos de kefir foi identificado

previamente pelo nosso grupo. (103)

4.2.2 Operacao da MFC

A MFC de duas camaras (formato H, Figura 18) consistiu de duas cadmaras cilindricas
(tubos Falcon de 50 mL) conectadas por um tubo (3 cm de comprimento por 1,5 cm de
didmetro) contendo a ponte salina (2% de dgar em KCI 1,5 mol L™). Bastdes de grafite (4rea
geométrica igual a 13,6 cm”; Carbono Americana, SP, Brasil) previamente polidos com uma

lixa até um aspecto especular e enxaguados com agua Milli-Q foram usados como anodo e
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como catodo. O catolito consistiu de uma solugdo de ferricianeto de potassio 25 x 10~ mol L™
em tampdo fosfato 50 x 10~ mol L, pH 7,0. Uma amostra de 3,0 gramas de grios de kefir foi
assepticamente transferida para 40 mL de andlito (solugio de agucar mascavo a 5% mv’,
contendo 0,9% de NaCl previamente esterilizada por autoclavagem). Azul de metileno
(concentracdo final de 48 x 10~ mol L") foi usado como mediador. Depois da inoculagéo,
amostras do anolito foram coletadas em periodos fixos (0, 24, 48, 72h) para analises fisico-

quimicas e microbioldgicas. A MFC foi operada a temperatura ambiente (25 - 28°C).

|

Figura 18 - MFC em formato H
empregada na segunda
parte do trabalho.
Camaras anodica e
catoédica, separadas pela
ponte salina.

Fonte: Do autor.

4.2.3 Ensaios eletroquimicos

Os ensaios eletroquimicos foram realizados para vérias finalidades, como por
exemplo, quantificar a resisténcia interna da biocélula, acompanhar a variagdo de potencial
elétrico ao longo da fermentacdo e para avaliar a producdo de mediadores endogenos pelas
cepas do kefir. Um potenciostato-galvanostato PG-39MCSV (Omni Metra Instr. Cientif. Ltda,
RJ, Brasil) foi usado em todas as medidas eletroquimicas (voltametria linear - LSV,
voltametria ciclica - CV e interrup¢do de corrente - CI), as quais foram conduzidas em
intervalos fixos de fermentacdo (0, 24, 48 e 72h). A variagdao do potencial de circuito aberto
(OCP) com o tempo foi monitorada usando um multimetro digital Protek 506 True RMS.
Curvas de polarizagio foram feitas por LSV em uma velocidade de varredura de 1 mV s

entre o maior valor de OCP obtido, 0,4 V, e 0 V, usando a configuracdo de dois eletrodos. O
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eletrodo de trabalho foi conectado ao anodo e o contraeletrodo e eletrodo de referéncia foram
ligados ao catodo. As curvas de polarizacdo foram obtidas tanto com o anolito sem agitagcao
quanto sob agitagao a 100 rpm usando um agitador magnético (Fisatom, modelo 753A) . A
partir das curvas de polarizagdo (E vs. j), curvas de poténcia (P vs. j) foram calculadas usando
a Equagdo 11.

Os valores de corrente e poténcia foram normalizados pela area superficial do anodo.
Os experimentos de voltametria ciclica foram feitos com o anolito sem agitacdo, com uma
configuragdo de trés eletrodos composta por um eletrodo de trabalho de disco de platina (1
mm de didmetro), eletrodo de referéncia de Ag/AgCl, e um fio de platina como contraeletrodo
(0,05 x 1,5 cm) . A varredura foi feita no intervalo de -800 mV a +1400 mV (vs. Ag/AgCl) a
50 mVs™' para avaliar o estado redox do azul de metileno e a presenca de possiveis
mediadores produzidos pelo kefir. A relagdo entre corrente de pico e velocidade de varredura
conduzida por voltametria ciclica (10 - 400 mV s™') foi expressa como os valores médios de 5
medidas. O método de interrup¢ao de corrente (9) foi usado para avaliar a resisténcia interna
da MFC operando em condigdes estacionarias € com uma corrente estavel (Ip) antes da
interrupcao. Para essas medidas o circuito elétrico foi aberto, anulando a corrente e
provocando um aumento correspondente no potencial elétrico (E). A resisténcia 6hmica foi
obtida a partir do valor médio de 4 medidas, através da Lei de Ohm (R = E/Ij). O intervalo de

tempo de registro de corrente e potencial foi de 50 ps.

4.2.4. Absorc¢iao molecular

A andlise espectrofotométrica do andlito foi realizada a fim de se avaliar o estado
redox do azul de metileno ao longo da fermentacdo e para detectar se as cepas do kefir
produziram mediadores enddgenos. O espectro na regido ultravioleta e visivel (comprimento
de onda entre 200 e 800 nm e resolucdo de 2 nandmetros) foi registrado em um
espectrofotometro Biochrom Libra S22 (Biochrom Ltd., Cambridge, UK), empregando-se
uma cubeta de quartzo de 10 mm. A varredura espectral foi feita nos tempos de fermentacao

de 0, 24, 48 e 72h, com uma aliquota do anolito diluida 1:10 em agua.

4.2.5 Determinacdes fisico-quimicas

As medidas fisico-quimicas de pH, acidez total titulavel, viscosidade e quantidade

total de agucares foram realizadas para acompanhar as mudangas ocorridas ao longo da
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fermentagdo, tanto na presenga quanto na auséncia do mediador, para assim estabelecer uma
correlacdo entre a poténcia gerada e essas propriedades. As medidas de pH foram realizadas
usando um pHmetro Del Lab (modelo DLA-pH, SP, Brasil) a 25°C. A acidez total titulavel
foi determinada potenciometricamente, usando uma solucdo padronizada de NaOH de
concentragdo 19 x 10~ mol L™ para titulagdo e ponto final em pH 8,1. (142) O consumo de
carboidratos pelos micro-organismos foi determinado pela quantificacdo dos agucares
redutores pelo método do 4cido dinitrosalicilico (DNS), (143) apos a hidrolise da sacarose em
meio acido para producdo de glicose e frutose. A viscosidade absoluta foi medida usando um
viscosimetro rotacional (Quimis, modelo Q860A21, SP, Brasil), spindle numero 0 e
velocidade de 60 rpm. Os valores das medidas foram anotados depois de 3 minutos da

operacao do spindle, feito pelo menos com 4 replicatas.

4.2.6 Cromatografia em papel

A cromatografia em papel foi realizada para se avaliar o perfil dos actcares formados
ao longo da fermentagdo. Cromatografia descendente uni-dimensional em papel foi feita
usando papel Whatman n° 1 para avaliar o perfil dos carboidratos durante o metabolismo do
kefir at¢ 72h. Uma amostra de 4 pL do caldo fermentado foi retirada nos intervalos de 0, 24,
48 e 72h, e aplicada ao papel. A eluigdo foi feita por 24h com um sistema solvente composto
por acetato de etila: isopropanol: agua (6:3:1, vv’'). (144) As bandas dos agucares foram
visualizadas usando o revelador anilina-difenilamina-acido fosforico seguido por aquecimento
a 100°C em estufa. (145) Sacarose, glicose e frutose foram reconhecidos por comparagdo com

seus respectivos padroes.

4.2.7 Contagem de Unidades Formadoras de Colonias

O perfil de da curva de crescimento microbiano foi construido a partir da contagem do
numero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) a fim de se identificar em qual fase da
curva de crescimento se observa maior geragdo de poténcia. Diluigdes seriadas decimais
(100-1000 pL) de 10'-10* foram preparadas a partir de amostras do andlito coletadas apos 0,
24, 48 e 72h de fermentacdo em tubos de 1,5 mL contendo salina estéril. A contagem total de
bactérias e leveduras foi feita por cultivo em placas, com o plaqueamento em duplicata de 100
uL das dilui¢des 10° e 10* em placas de Petri contendo agar extrato de malte a 2%. Depois da

inoculagao, as placas foram incubadas a 28°C por 48-72h e as unidades formadoras de coldonia
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d+1
0

(log CFU mL™") foram quantificadas como o produto da contagem de colénias x 10!, sendo

“d” o fator de diluicdo da amostra. (146,147)

4.3 TERCEIRA PARTE

Desenvolvimento de novo modelo de arquitetura de uma camara e estudo do

catalisador catodico.
4.3.1 Materiais

Malha de carbono (Torayca®, Toray Carbon Fibers America Inc., California, EUA) foi
usada na constru¢do do dnodo e do catodo (geometria apresentada na Figura 19, com érea
geométrica de 2,27 cm® e 4 cm?, respectivamente). No catodo foi eletrodepositado um filme
de azul da prussia, conforme procedimento descrito no item 4.3.3. Conexdes hidrdulicas de 2
polegada adquiridas no comércio local foram utilizadas para a montagem da MFC.
Complementarmente, foram utilizadas fita crepe e cola de cianoacrilato (TekBond®) para
fixacdo dos eletrodos, uma ponte salina contendo 2% de agar em KC1 1,5 mol L™ | ¢ fita veda-

rosca de PTFE para vedagao das juntas.
4.3.2 Solucoes e reagentes

As solugdes foram preparadas usando agua destilada. O andlito consistiu de tampao
fosfato de sodio 50 x 10 mol L™ pH 7,0 em salina (cloreto de sodio 0,9%). Levedura de
padaria liofilizada comercial foi usada como fonte de S. cerevisiae para o funcionamento do
sistema. Nos testes de aplicagdo, utilizou-se uma amostra de levedura cervejeira obtida
durante a etapa de fermentacdo, cedida pela Cervejaria Senhorita Ltda, Paraguagu, MG. A
solucdo estoque de azul de metileno (Vetec, Brasil) foi preparada com concentragao de 10 x
10~ mol L. Glicose (Vetec, Brasil) foi usada como combustivel nos experimentos. Quando
ndo em uso, o compartimento anodico era mantido preenchido com o andlito e o catodo
vedado com filme plastico para evitar desidratacdo da ponte salina.

A solucdo para eletrodeposicao do filme de azul da pruassia foi preparada contendo
FeCl;.6H,0 (Dindmica, SP, Brasil) e K3Fe[CN]s (Neon, Brasil) a 2 x 10° mol L™, em KCl ¢
HC1 0,1 mol L. Solugio de KCI 0,1 mol L' e HCI 10 x 107 mol L™ foi usada nos estudos
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voltamétricos. Por fim, aliquotas de peroxido de hidrogénio (Sigma) foram empregadas em

diferentes experimentos.

4.3.3 Eletrodeposicao

A eletrodeposi¢do do azul da prussia no catodo foi feita a partir do método proposto
por Karyakin e colaboradores, (148) com pequenas modificagdes, em uma célula
eletroquimica de 3 eletrodos, composta pelo eletrodo de trabalho (malha de carbono),
Ag/AgCl como eletrodo de referéncia e um bastdo de grafite (Carbono Americana, SP, Brasil)
como contraeletrodo. O eletrodo de trabalho foi imerso na solugdo eletrolitica, seguindo-se a
aplicacdo de um potencial constante de 0,4 V wvs. Ag/AgCl por 600s. Depois da
eletrodeposi¢do, o filme foi ativado na mesma solugdo usada para a formagao do filme, com a
ciclagem de potencial entre -0,3 ¢ 0,6 V a 50 mVs™. O eletrodo assim preparado foi utilizado
para a construcdo da MFC e, em alguns casos, passou por um processo de reativacdo que
consistiu na imersdo em uma solu¢do de perdxido de hidrogénio a 3% por 1 hora, seguida por

lavagem com agua destilada.

4.3.4 Estudos eletroquimicos

Um potenciostato-galvanostato PG-39MCSV (Omni Metra Instr. Cientif. Ltda, RJ,
Brasil) foi usado em experimentos de voltametria ciclica e eletrolise. Os experimentos de
voltametria ciclica foram feitos com o eletrolito suporte KC1 0,1 mol L™ + HCI 10 x 10” mol
L' e configuragdo de trés eletrodos composta pelo eletrodo de trabalho de malha de carbono
modificado com azul da prussia, eletrodo de referéncia de Ag/AgCl, e um bastdo de grafite
como contraeletrodo. A varredura foi feita em diferentes intervalos de potencial e velocidades
de varredura, dependendo do teste realizado. A relagdo entre corrente de pico e velocidade de
varredura conduzida por voltametria ciclica (10 - 400 mVs™) foi expressa como os valores
médios de 5 medidas. Os estudos eletroliticos foram realizados com a mesma configuragao
acima, em que o eletrodo de trabalho foi submetido a correntes catédicas (-2,5 x 10 A) por
determinado tempo, seguindo-se entdo a avaliagdo de Ip, e I através de voltametria ciclica.

As medidas de polarizagdo foram monitoradas com um multimetro digital DT 830B,
depois da estabilizagdo dos valores de potencial (cerca de 30 minutos apds a adigdo da
suspensao de levedura ao andlito), e variando-se a resisténcia externa da biocélula de 100 kQ

a 1 kQ com resistores. Para cada resistor, o potencial da biocélula foi registrado apos 30s e
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60s. Depois do registro, o resistor era retirado do circuito, seguindo-se um periodo de 5
minutos para a ligagdo do proximo resistor. As medidas foram feitas em duplicata, exceto
quando especificado. Os valores de corrente e poténcia foram calculados empregando-se a Lei
de Ohm (Equagao 10) e Lei de Joule (Equagao 11), respectivamente, ¢ os dados foram
normalizados pela area geométrica do anodo. Finalmente, curvas de polarizacao (E vs. j) e as

correspondentes curvas de poténcia (P vs. j) foram construidas e analisadas.

4.3.5 Microscopia eletronica de varredura e espectroscopia de energia dispersiva

As mudangas morfoldgicas e de composi¢do quimica ocorridas com os eletrodos
(catodos) antes e apoOs a eletrodeposicao do azul da prassia foi feita por MEV e EDS,
respectivamente. Para a obtencdo de micrografias do material foi utilizado um microscopio
eletronico de varredura Leica-Zeiss modelo LEO 440, operando com uma voltagem de
aceleracdo de 20 kV. As amostras foram dispersas sobre uma fita condutora dupla face colada
a um suporte de cobre e recobertas com uma camada de ouro usando um metalizador Bal-Tec
MD20. As imagens foram obtidas a partir dos elétrons secundarios. A espectroscopia de
energia dispersiva (EDS) foi usada para mapear os elementos quimicos presentes na amostra

com um analisador Oxford 7060.

4.3.6 Construcao da MFC de uma camara

A MFC de uma camara foi construida empregando-se materiais de baixo custo

facilmente encontrados no comércio local. A Figura 19 apresenta o formato dos eletrodos, as

conexoes hidraulicas utilizadas e o passo a passo para a construgao da MFC.
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Figura 19 - Frente/verso dos eletrodos e conexdes hidraulicas usadas na constru¢do da MFC (A). Passo a passo
do processo de montagem: colagem dos eletrodos ao niple (dnodo, B; catodo, C); prensagem e
adi¢do do agar/KCl (D); vedagdo apo6s solidificagdo do agar (E); rosqueamento ao joelho de 90° (F);
medi¢do de OCP da MFC recém montada, contendo o anélito salina/PBS (G).

Fonte: Do autor.

O tecido de carbono empregado como eletrodo foi lavado com acetona e em seguida
com agua destilada. Apods a secagem, ao tecido foi colada uma fita crepe para possibilitar o
recorte mais preciso. Foi utilizada cola de cianoacrilato entre as duas fitas mais estreitas dos
eletrodos a fim de evitar o problema de capilaridade. O formato final dos eletrodos pode ser
visto na Figura 19 A. Em seguida, os eletrodos foram colados com cianoacrilato as
extremidades de um niple (2 cm de comprimento x 1,7 cm de didmetro) previamente adaptado
com um orificio central e um corte na rosca (Figura 19 (B e C)). O conjunto foi prensado
(para evitar vazamento) e através do orificio central foi adicionado o &agar/KCl até o
preenchimento total do volume interno. Apds o resfriamento e solidificacdo do agar, a MFC
foi cuidadosamente vedada com fita de PTFE (veda-rosca) (Figura 19 E) e rosqueada em um
joelho de 90°, que serviu como compartimento anodico (Figura 19 F). O custo dos
componentes para a constru¢cado de uma MFC nessas dimensdes, no mercado brasileiro, ¢ de
R$ 0,70 para os eletrodos, R$ 2,00 para as conexdes hidraulicas e R$ 0,20 para a ponte salina,
de modo que o custo atual de fabricagdo foi menor que US$ 1,00 (cotagdo da época —

Jan/2018).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PRIMEIRA PARTE

Nesta secdo, os resultados obtidos na primeira parte do trabalho, “Biocélula a

combustivel de baixo custo como ferramenta de ensino”, sdo apresentados e discutidos.

5.1.1 Mecanismo de funcionamento

O principio de operacdo de uma biocélula a combustivel ¢ baseado na producdo de
energia por micro-organismos a partir das reagdes metabdlicas de oxidagdo da matéria
organica. As Equacdes 12 e 13 representam a oxidagdo da glicose em condigdes aerdbias e

anaerobias, respectivamente: (39,40)

CsH1206 + 32 ADP + 32 P; + 60, — 6CO, + 38H,0 + 32ATP (12)

CeH1206 + 2 ADP +2 P; + 2 H" — 2C,H;OH + 2CO, + 2 H,0 + 2ATP (13)

Para que ocorra a conversdo de energia quimica em energia elétrica a partir das
reacoes acima em uma cé¢lula galvanica, ¢ necessario que os agentes oxidantes e redutores
estejam fisicamente separados por um eletrélito, de modo a permitir o fluxo de elétrons
através do circuito externo para completar as reagdes. As Equagdes 12 e 13 mostram que, sob
condicdes ideais, a oxidagdo aerobica da glicose produz cerca de 16 vezes mais ATP que o
processo anaerobio. Entretanto, a presenca de oxigénio na camara anddica inibe a geracao de
eletricidade (9) e reduz a eficiéncia do sistema, (17,19) porque o O, age como aceptor final
dos elétrons. Embora alguns pesquisadores tenham mostrado certas biocélulas a combustivel
inoculadas com S. cerevisiae com capacidade de transferir elétrons para os eletrodos sem a
necessidade de mediadores, (89,149) a presenca deste pode melhorar o desempenho do
sistema e simplificar a interpretacao dos resultados pelo estudante. De acordo com Babanova
et al, (11) estes compostos podem permear a célula e serem reduzidos pelos elétrons liberados
pelo catabolismo; na forma reduzida, os mediadores saem da célula e chegam até o eletrodo
(anodo) onde sofrem oxidagdo, promovendo dessa forma a transferéncia de carga. Esse

processo gera a diferenca de potencial observada nesses dispositivos.
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Embora o potencial formal do azul de metileno seja influenciado pelo pH da solugdo,
(61,150) as mudangas observadas nesse trabalho ndo podem ser atribuidas a esse mecanismo.
Se o funcionamento da biocélula fosse governado apenas pela acidificagdo do meio causada
pelo metabolismo microbiano, o potencial do anodo seria deslocado para valores menos
negativos, (151) o que reduziria o potencial da célula medido pelo multimetro (Ecey = Ecat -
E.n). Testes conduzidos com a biocélula a combustivel em que o anolito foi acidificado com

HCI (pH final 4,5) embasam esse fato, conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 2 - Variag¢@o do potencial da biocélula a combustivel (teste) causada pela acidificagdo do anolito com HCI

Tempo / min Teste Controle

E/mV pH E/mV pH
0 49 6,98 55 697
> 53* 6,98 57 6.98
10 54 6,89 50 7.00
15 S35 6,80 50%* 7.00
20 55 6,72 413 6.71
25 55 6,64 426 6.44
30 55 6,56 429 6,17
35 54 6,47 429 6,05
40 54 6,37 429 5,95
45 54 6,28 429 5,85
50 54 6,18 429 5,78
35 53 6,06 431 5,72
60 53 591 432 5,69
65 52 5,76 432 5,65
70 51 5,53 435 5,60
B 50 5,20 436 5,58
80 49 4,46 437 5.54

Fonte: Do autor.
Notas: *inicio da acidificagdo com HCI; **adicdo de S. cerevisiae.

Em anos recentes, alguns trabalhos t€ém apresentado a importancia do azul de metileno
como mediador exogeno de transferéncia eletronica em biocélulas a combustivel usando S.
cerevisiae. (59) A esse respeito, a Figura 20 apresenta os resultados obtidos com a biocélula a

combustivel, demonstrando o efeito da presenga do mediador no meio reacional. Na auséncia
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do azul de metileno, a variacdo de potencial medida ndo ultrapassou 25 mV, enquanto o

potencial subiu continuamente até mais de 400 mV até 50 minutos na presenca do corante.

450
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Figura 20 - Efeito da presenca (®) e auséncia (m) do mediador azul de metileno na geracdo
de voltagem da biocélula a combustivel.
Fonte: Do autor.

Sugestoes de experimentos para ilustrar o uso da biocélula a combustivel como

ferramenta didatica no ensino de Quimica e Bioquimica.

Dada a simplicidade da arquitetura e implementagdo da biocélula a combustivel
descrita nessa parte do trabalho, as diferentes condigdes experimentais propostas a seguir
podem ser facilmente testadas no periodo de uma aula experimental, para avaliar mudancas
quimicas e bioquimicas causadas pela influéncia de indculos, substratos, agentes inibitorios e

viabilidade celular.

5.1.2 Efeito da concentrac¢ao do indculo e de diferentes substratos

A levedura de padaria S. cerevisiae ¢ um micro-organismo muito atrativo para
propositos educacionais, uma vez que ¢ inofensivo para o corpo humano, tem um baixo custo,
¢ facil de encontrar, cultivar e armazenar, e apresenta um crescimento rapido. Além disso, S.
cerevisiae ¢ capaz de oxidar diferentes substratos (89,90) e, pelo menos para o periodo de
uma experiéncia comum em sala de aula (50 - 60 min), ndo ha necessidade de condigdes

assépticas para os materiais e reagentes.
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Para testar o efeito da concentragao do inoculo, quantidades apropriadas de levedura
foram hidratadas com o andlito para obter as concentragdes do micro-organismo de 8, 20, 32 ¢
42 mg mL™"' na cAmara anddica. A Figura 21 mostra as variagdes de potencial obtidas ap6s 80

minutos de experiéncia usando glicose como fonte de carbono.
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Figura 21 - Mudangas na voltagem da biocélula obtida pela oxidagdo da glicose em
diferentes concentragdes de levedura (média + SE).
Fonte: Do autor.

Os dados mostrados na Figura 21 sugerem um valor de 32 mg mL' como a
concentragcdo de levedura mais adequada ao experimento. Além disso, esta quantidade foi
capaz de descolorir o azul de metileno da mesma maneira que a maior concentragcdo avaliada
no experimento. Os valores de potenciais observados na Figura 21 foram semelhantes aos
obtidos em outros estudos, (3,55,90) apesar de uma maior faixa de concentragdo de indculo
relatada (1-150 mg mL™).

Embora S. cerevisiae seja capaz de metabolizar diferentes carboidratos, a glicose ¢
certamente a mais utilizada. (3,54-56,89,90,152) Para comparar o desempenho do sistema
que utiliza glicose com sistemas que utilizam outras fontes de carbono, frutose e sacarose
foram avaliadas como substratos alternativos. Para estes experimentos, a massa de frutose e
sacarose foi calculada de modo a assegurar a mesma quantidade de carbono. Os resultados
mostraram uma variagao de potencial de 380 = 16 mV para frutose, 354 = 6 mV para glicose e
342 £ 20 mV para sacarose (ANOVA, p <0,05) ap6s 80 minutos de experimento, sugerindo a
possibilidade de uso de qualquer uma dessas fontes de carbono na biocélula a combustivel.

As maiores variagdes de potencial registradas para frutose indicam que o metabolismo

desse carboidrato favoreceu a transferéncia eletrOonica na biocélula a combustivel em
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comparagdo com a glicose ou sacarose. No entanto, ¢ bem conhecido que S. cerevisiae
metaboliza preferencialmente a glicose, quando em misturas contendo ambos os substratos,
(153,154) devido a alguns mecanismos conhecidos, tais como o efeito Crabtree € o seqiiestro
de fosfato.

Durante a glicdlise, o acumulo de hexoses-fosfato na célula altera o metabolismo
mitocondrial de producdo de energia, mudando a taxa de consumo de O, mitocondrial. A a-D-
glicose-6-fosfato causa um aumento dessa taxa e a [-D-frutose 1, 6-bisfosfato uma
diminuigdo. (155,156) Entretanto, de acordo com Rosas-Lemus et al (155) o efeito inibitério
da B-D-frutose 1, 6-bisfosfato prevalece. Esse composto inibe a respiragdo celular agindo
diretamente sobre os complexos III e IV da cadeia respiratoria mitocondrial, (156) deslocando
0 metabolismo para a via fermentativa e favorecendo dessa forma o efeito Crabtree. (155—
158) Esse efeito consiste em um mecanismo regulatorio (upregulation) da glicolise
caracterizado como uma supressdo da respiragdo pela fermentacdo, causado por um excesso
de substrato mesmo na presenca de oxigénio. (158,159) O segundo mecanismo esta
relacionado a capacidade do excesso de frutose sequestrar fosfato na forma de ATP na via

glicolitica, reduzindo o efeito inibitorio da PFK-1. (39,40)

5.1.3 Efeito do oxigénio e do citrato

S. cerevisiae ¢ um micro-organismo aerobico facultativo, em que o piruvato derivado
do processo de fermentacdao ¢ oxidado a CO, e H,O na presenga de oxigénio, pelo ciclo do
acido citrico e cadeia respiratéria. Em condi¢des anaerdbicas, no entanto, o piruvato ¢
convertido em etanol pela acdo de algumas enzimas tais como piruvato descarboxilase, alcool
e aldeido desidrogenase. (39,40,160) A presenca de oxigénio inibe a geracdo de eletricidade
devido a competicdo com o mediador pelos elétrons gerados.

A influéncia do oxigénio sobre a produgdo de eletricidade foi avaliada em duplicata e
em diferentes condi¢cdes. Os resultados apresentaram os valores médios de variagdo de
voltagem (AE) de 367 = 11 mV para a biocélula a combustivel controle (sem agitacao), 287 =
I mV para a biocé¢lula a combustivel anaerdbia (sob fluxo de N, ao longo de todo o
experimento) e 184 + 2 mV para a biocélula a combustivel aerdbia (sob fluxo de ar). No
ultimo caso, o azul de metileno reduzido pelo metabolismo microbiano foi reoxidado pela
molécula de oxigénio, interrompendo a transferéncia de carga para a superficie do eletrodo e,
assim, reduzindo a variacdo de potencial. (90) As condigdes estritamente anaerobicas

mostraram um desempenho intermedidrio em comparagdo com as outras duas biocélulas a
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combustivel. Uma possivel explicagdo reside no fato de que uma pequena quantidade de
oxigénio ¢ essencial para a sintese de esterdis e acidos graxos insaturados necessarios ao
crescimento da S. cerevisiae. (161) Portanto, o oxigénio presente na biocélula a combustivel
usada como controle garantiu o equilibrio adequado entre o crescimento da levedura e a
redu¢do do azul de metileno necessaria para a geracdo de potencial. (8,90) Com a
continuidade das reagOes metabolicas, o0 meio torna-se anaerdbio devido ao consumo de O, e
a produgdo de CO,, como evidenciado pela descoloragao do mediador.

A reducdo da voltagem observada em biocélulas a combustivel sob oxigenacao
sugeriu a possibilidade de seu uso como ferramenta de ensino para avaliacdo de compostos
inibidores da via glicolitica, como por exemplo citrato, um conhecido inibidor da PFK-1. Para
o estudo do efeito inibitorio causado pelo citrato, o tampdo fosfato na camara anodica foi
substituido por tampdo citrato de mesmo pH e concentragdo, conforme descrito na
metodologia. Os resultados apresentados na Figura 22 indicam que o citrato foi capaz de
diminuir a voltagem da biocélula a combustivel em torno de 55% (ANOVA, p <0,05) apos 80
minutos, com valores de 148 £ 27 mV para o sistema com citrato, em comparagdo com o
controle (336 + 23 mV).

Estes resultados mostram que a resposta do sistema ¢ dependente da atividade
regulatéria enzimatica dos micro-organismos, abrindo a possibilidade de outras aplicacdes tais

como o desenvolvimento de biosensores. (162)
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Figura 22 - Efeito do tampao citrato (m) comparado ao tampao fosfato (e) sobre a mudanga
de potencial na biocélula a combustivel, usando glicose como fonte de
carbono.

Fonte: Do autor.
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Os pontos de controle da via glicolitica pelo citrato podem ser vistos na Figura 23.
Durante a glicdlise em eucariotos, as enzimas hexoquinase, PFK-1 e piruvato quinase
catalisam reagdes que sdo praticamente irreversiveis, tendo um importante papel regulatorio.
(39,40) A atividade enzimdtica pode ser controlada primariamente por fornecimento de
substrato, acdo hormonal, regulagdo alostérica ou modificacdo covalente. (39,40) Por
exemplo, altos niveis de ATP na célula inibem alostericamente a PFK-1, através da ligacao a
sitios regulatorios especificos, reduzindo sua afinidade pelo substrato B-D-frutose 6-fosfato. O
citrato, sendo um intermediario do ciclo do acido citrico, ¢ um sinalizador das necessidades
energéticas da célula. Altos niveis de citrato sinalizam alta disponibilidade de energia quimica
na forma de moléculas de ATP, inibindo a a¢ao da PFK-1 pelo aumento do efeito inibitorio
causado pelo ATP. (39,40) A hexoquinase catalisa a primeira reacdo da glicolise, produzindo
a-D-glicose 6-fosfato. Por outro lado, a inibicdo da PFK-1 leva a um aumento na
concentracao de B-D-frutose 6-fosfato e a-D-glicose 6-fosfato, que diminui a agdo enzimatica
da hexoquinase. Em outras palavras, o citrato promove uma regulagdo indireta

(downregulation) sobre a atividade da hexoquinase.

D-glicose D-frutose
* %k 1 Hexoquinase 1
a-D-glicose 6-P «—> [3-D-frutose 6-P

Fosfofrutoquinase-1 i % %

Vérias etapas <—> B-D-frutose 1,6-2P

I

Piruvato

Figura 23 - Representagdo da via glicolitica da conversdo de glicose e
frutose a piruvato, destacando as enzimas com importante
papel regulatério e pontos de inibigdo (**) por citrato. P =
fosfato; P2 = bisfosfato.

Fonte: adaptado de Roche Biochemical Pathways.(160)
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5.1.4 Fracao celular responsavel pela geracio de eletricidade

Células vivas e inativadas por calor umido foram usadas para estudar o efeito da
viabilidade celular na producao de voltagem da biocélula a combustivel. O desempenho do
sistema inoculado com células vivas (controle) mostrou uma diferenca de potencial AE =317
+ 49 mV depois de 70 minutos, enquanto o sistema com células inativadas apresentou AE =
29 + 21 mV. A inativacao da suspensdo de levedura (0,8g de levedura em 2 mL de andlito) foi
realizada por autoclavagem a 121°C por 15 minutos. Resultados semelhantes foram obtidos
usando-se agua em ebulicao para inativagdo celular, o que facilita a aplicagdo do ensaio em
laboratério escolar No fim desse experimento, a completa reducdo do azul de metileno,
caracterizada pelo desaparecimento da coloragcdo azul do meio, foi observada para o sistema
com células vivas. Na biocélula a combustivel inoculada com leveduras inativadas, ndo se
observou nenhuma mudanga de coloragdo do meio e houve a decantacdo de células
fortemente coradas de azul, indicando sua inviabilidade celular. (163)

Alguns autores atribuem a resposta elétrica desses sistemas a compostos confinados na
superficie da membrana celular, (89,149) enquanto outros afirmam que as enzimas
intracelulares sdo as responsaveis pela variagdo de potencial nas biocélulas a combustivel.
(164) A fim de localizar a fracdo celular responsavel pelo potencial gerado pelo sistema,
fragmentos de membranas e contetdo intracelular foram fracionados antes dos ensaios.
Depois desse procedimento, a ressuspensao do pellet revelou a presenca de poucas células
vidaveis (Figura 24 C) e uma grande quantidade de fragmentos, enquanto a fracdo do

sobrenadante ndo apresentou células, tal como observado na Figura 24 B.
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Figura 24 - Micrografias (aumento de 400x) de laminas preparadas com células intactas de S. cerevisiae (A) e
com os produtos do fracionamento celular: sobrenadante (B) e fragmentos de membranas (C).
Membranas e células coradas pelo azul de metileno, obtidas no final do experimento da biocélula a
combustivel inoculada com os fragmentos (D).

Fonte: Do autor.

As fracdes finais (sobrenadante e pellet) foram usadas como indculo para a biocélula a
combustivel. Os resultados apresentados na Figura 25 revelaram apenas uma pequena
mudanga no potencial obtido com o pellet (isto ¢, fragmentos celulares), descartando a
presenca de compostos confinados a superficie responsaveis pela reducao do azul de metileno,

nas condigOes avaliadas.
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Figura 25 - Efeito dos fragmentos celulares e do contetido intracelular sobre a produgéo de
voltagem pela biocélula a combustivel. Amostras de levedura (controle — @),
sobrenadante (m) e de fragmentos de membranas (A) foram usadas como
inoculo.

Fonte: Do autor.

Entretanto, a adi¢do do sobrenadante ao compartimento andédico causou um aumento
no potencial da biocélula, confirmando o efeito catalitico previamente apresentado por Sayed
et al. (164) Este resultado pode estar relacionado as reagdes redox do azul de metileno
catalisadas por enzimas, como descrito por Babanova ef al. (11) De fato, enquanto a camara
anddica do controle apresentou a formacao de bolhas e descoloragdo do azul de metileno
durante a fermenta¢do do agucar, o sistema inoculado com o sobrenadante apresentou apenas
a descoloragdo do corante, e o sistema inoculado com os fragmentos celulares ndo apresentou
descoloragdao nem a formagdo de bolhas (Figura 26). Assim, a descoloragdo do azul de
metileno parece estar relacionada a capacidade das enzimas em reduzir o mediador. Quando
comparado ao grupo controle, a diminui¢do nos valores de voltagem observada com o
sobrenadante pode estar relacionada a perdas ocorridas durante o procedimento de
fracionamento, bem como a perda de parte da maquinaria enzimatica essencial a sintese de

proteinas, necessaria para manter o funcionamento da via glicolitica.



74

Figura 26 - Biocélulas a combustivel operando com diferentes indculos. Da esquerda para a direita: controle,
sobrenadante e fragmentos de membranas (pellet). No detalhe, a seta mostra a formacgdo de bolhas
no grupo controle.

Fonte: Do autor.

5.1.5 Caracterizacao da biocélula a combustivel

A poténcia gerada por uma biocélula a combustivel ¢ um dos parametros mais comuns
usados para avaliar seu desempenho. Mudando a resisténcia externa, um novo valor de
potencial elétrico ¢ obtido e a corrente elétrica ¢ calculada pela Lei de Ohm. (9) Esse método
classico para construcdo de curvas de polarizacdo foi escolhido nesse estudo, mas os dados
podem também ser obtidos por outros métodos. (4,9,106) A partir dos dados de voltagem e
corrente, curvas de polarizacao (E vs. j) e curvas de poténcia (P vs. j) podem ser construidas,
em que a corrente / ¢ geralmente normalizada pela area do anodo, a fim de permitir a
comparac¢do com diferentes dispositivos. A Figura 27 apresenta a caracterizagdo da biocélula
a combustivel através de curvas de polarizagdo e poténcia sob diferentes condigdes
experimentais (fontes de carboidrato, influéncia do O;). Nessa representacdo grafica, o ponto
de méaximo na curva de poténcia representa o limite da poténcia gerada, e permite estimar a

resisténcia interna da biocélula a combustivel, (9), como descrito na se¢do 2.3.



75

0,450 q 45 045 4 45
0,300 30 03 | 30,
3 E
2 2 = 2
w [ - £
<
o Py
0,150 15 015 | 15
0,000 1 L L 0 0 °
55 75 95 115 135 155 55 75 9 115 135 155
i -2
j/mAm j/ mAm?
0,45 1 45 0,45 4 45
D\’\,
03 130, 03 — 30,
p — b
> ; z I ;
~ ~ \_‘
w £ w = €
& i s
015 115 015 . 15
N
2
0 . . 0 0 . L 0
55 75 95 115 135 155 a5 70 95 120 145 170
j/ mAm? j/ mAm?
045 q 45 045 1 45
03 + 30 03 + 30
f E
> £ > -— 2
~ g ~ "
w € w - E
: T [N
015 15 015 f 15
— »
e
o Py ~a
— ——— oo
0 L L L h 0 0 L 0
20 24 28 32 36 40 40 56 72 88 104 120
i/ mAm? j/ mAm?

Figura 27 - Curvas de polarizacdo (m) e densidade de poténcia (e) da biocélula a combustivel, obtida
usando resistores na faixa de 18 kQ a 2.2 kQ. Os carboidratos empregados foram: A —
glicose, B — frutose, C — sacarose, D — glicose (em tampao citrato), E — glicose, (aerdbio, por
saturacdo com O,), F — glicose (anaerobio, por saturagdo com N,).

Fonte: Do autor.

A partir das curvas de polarizacdao, pode-se observar uma queda mais acentuada do
potencial em maiores densidades de corrente nos sistemas contendo glicose (Figura 27 A) e
frutose (Figura 27 B). Essa queda pode ser atribuida a um efeito de transferéncia de massa,
isto ¢, uma reducdo do potencial causada pelo maior fluxo de reagentes e produtos, (4,9)
decorrentes da metabolizagdo preferencial desses agucares pela levedura. (153,154)

Uma menor influéncia decorrente do efeito de transferéncia de massa foi encontrada
nas outras condigOes testadas (sacarose, citrato, O,). Em ordem decrescente, os maximos nas
curvas de poténcia encontrados para as diferentes fontes de carbono foram 41 + 0,3 mW m™
(frutose, Figura 27 B), 38 + 1,0 mW m™ (glicose, Figura 27 A) e 34 + 0,5 mW m™ (sacarose,
Figura 27 C). As outras condigdes testadas reforcam a constatagdo dos efeitos inibitorios do

citrato e do oxigénio, obtendo-se, para o citrato 27 + 0.1 mW m™ (Figura 27 D), desaeracio
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com N, 14 + 0,2 mW m™ (Figura 27 F) e O, saturado 3,3 + 0,3 mW m? (Figura 27 E). Os
valores de pico das curvas de polarizagao obtidas nas Figuras 27 A-C estdo de acordo com os
valores compilados por Hubenova e Mitov (151) para biocélulas a combustivel contendo S.
cerevisiae ¢ azul de metileno. Ao considerar os materiais de baixo custo utilizados, a auséncia
de catalisadores metalicos (Pt) e a simplicidade da arquitetura proposta, (37) o valor
alcangado reforga a robustez do sistema para uso como ferramenta de ensino sobre biocélulas

a combustivel e quimica verde.
5.1.6 Resultado da aplicacdo em aula pratica

Os resultados obtidos com a aplicacdo do questiondrio descrito na se¢do 4.1.6 sdo

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Resultados quantitativos do questionario aplicado.

Questoes Muito Pouco Razoavelmente Nao

a 14 0 1 0
b 12 2 1 0
¢ 6 7 2 0
d 0 0 0 15
e 8 3 4 0

Fonte: Do autor.

Como um todo, e ainda que preliminarmente, esses resultados sugerem que 1) o uso de
biocélulas auxiliou na compreensao do metabolismo celular (questoes 1 e 2), 2) que os alunos
nao tiveram dificuldade para a execucdo da aula pratica (questdo 4), e que a abordagem
teorica das biocélulas a combustivel deve ser melhor explorada para maior compreensdo de
seus principios e aplicagdes (questdes 3 € 5).

Ao repensar a aplicacdo do tema para o Ensino Médio, algumas adaptagdes foram
sugeridas frente a uma redugdo ainda maior de custos e selecdo de reagentes encontrados no
comércio local, j& testadas em bancada:

a) substituicdo de solucdo de ferricianeto de potdssio como catolito por agua

oxigenada 10 volumes (3%);

b) aquisi¢ao de azul de metileno em farmacia (1%, 30 mL);

c) substituicdo de 4gar para ponte salina por um chumago delgado de algodao

hidroéfilo embebido em solugdo salina;

d) solugdo salina composta por sal de cozinha comum ao invés de cloreto de potassio.
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5.1.7 Conclusao parcial

Nessa parte do trabalho foi avaliada a construcao e caracterizagao de uma biocélula a
combustivel para o ensino de Quimica e Bioquimica, utilizando materiais de baixo custo
(arquitetura de duas camaras, levedura de padaria e eletrodos de grafite). Entre as vantagens
do uso da biocélula a combustivel apresentada pode-se destacar a utilizacdo de reagentes nao
toxicos ou de baixa toxicidade (azul de metileno, glicose, tampao fosfato e ferricianeto de
potassio) e a utilizagdo de S. cerevisiae, um micro-organismo de facil obtengdo e amplamente
estudado, comprovando a hipdtese i.

Os efeitos de diferentes substratos, inibidores, viabilidade celular e fracdo celular
responsavel pela geracao de potencial observado na biocélula a combustivel foram avaliados,
mostrando que a resposta elétrica da biocélula ¢ uma fungdo da atividade metabodlica dos
micro-organismos, o que comprova a hipétese ii. Os experimentos sdo simples e acessiveis,
tornando a biocélula a combustivel didaticamente interessante para o ensino de Quimica e
Bioquimica e atraindo a ateng¢do de jovens estudantes (futuros pesquisadores) para novas
fontes de energia renovaveis.

Os resultados oriundos da 1° parte deste trabalho foram publicados no periddico Green
Chemistry Letters and Reviews (v. 10:1, p. 32-41, 2017 - APENDICE A), com uma adaptagio
de seu conjunto classificada em 2° lugar na primeira edi¢do do Prémio Nacional de Ensino de
Bioquimica e Biologia Molecular Bayardo Baptista Torres e publicada no periédico Revista
de Ensino de Bioquimica (v. 15, Esp / 2017, 155-161 - APENDICE B). Complementarmente,
um desenho experimental sobre o tema “biocélulas a combustivel” foi aplicado durante as
atividades de Estagio Supervisionado junto aos alunos do 6° periodo do Curso de Quimica da
UNIFAL-MG — APENDICE C, passando a integrar o conjunto de aulas praticas de

Bioquimica na Unifal/MG também para outras turmas.
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5.2 SEGUNDA PARTE

Nesta secdao, os resultados obtidos na segunda parte do trabalho, *“Avaliacdo do
consorcio microbiano kefir como novo biocatalisador anddico em MFC”, sdao apresentados e

discutidos.

5.2.1 Curvas de poténcia e polarizaciao

Curvas de poténcia e polarizacao obtidas para a MFC com kefir como biocatalisador
anddico sdo mostradas nas Figuras 28, 29 e 30. De acordo com Logan et al, (4) embora a
arquitetura em forma “H” produza baixas densidades de poténcia, seu uso ¢ util para avaliagdo
de novos tipos de comunidades microbianas, como visado nesse trabalho. Além disso, a
eficiéncia e baixo custo do ferricianeto de potassio como aceptor de elétrons no
compartimento catodico quando comparada a catalisadores de platina (4) justifica seu uso
como catolito na MFC. (11,26,55,84,165)

Na Figura 28 (A e B) sdo apresentadas as curvas de poténcia e polarizagcao obtidas
para a MFC sem a presenca de nenhum mediador de transferéncia de carga exogeno, em
diferentes tempos de fermentacio e velocidade de varredura de 1 mV s”. Sem a presenga de
azul de metileno como mediador eletroquimico, a poténcia obtida foi muito baixa (Figura 28
A). A poténcia maxima obtida sem o uso de azul de metileno foi 2,7 mW m™ apos 48h de
fermentagdo. Esse valor ¢ proximo daquele obtido por Sayed et al (89) com uma MFC sem
mediadores inoculada com S. cerevisiae, levedura também encontrada nas amostras de kefir.
(103) Os autores (89) atribuem esses resultados a adesdo das células a superficie do anodo,
responsaveis pela transferéncia eletronica por meio de compostos confinados a superficie
celular. Essa afirmagdo pode consistir uma possivel explicagdo para a baixa geracao de
energia pelo kefir na MFC sem a presenca de mediadores.

Baseado nesses resultados, o mediador azul de metileno foi utilizado para melhorar a
transferéncia eletronica entre as células microbianas e o eletrodo. Esse mediador redox foi
escolhido devido sua vasta aplicabilidade em MFC, como previamente reportado.

(11,24,54,58)
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Figura 28 - Curvas de densidade de poténcia (A) e polarizagdo (B) obtidas por LSV a 1
mV s em intervalos fixos de tempo, sem a presenca do mediador azul de
metileno.

Fonte: Do autor.

Quando no meio fermentativo, os graos do consdrcio de kefir decantam. Assim,
comparou-se as curvas de polarizagdo com o andlito em repouso e sob agitagdo magnética a
100 rpm. As Figuras 29 e 30 mostram as curvas de poténcia e polarizacdo obtidas sem
agitagdo e com a agitacdo do andlito, respectivamente. Mesmo sob agitacdo de 100 rpm, as
curvas de polarizacdo apresentam uma limitagdo de transferéncia de massa em maiores
densidades de corrente (Figura 30 B). (4) Por outro lado, quando a agitacdo nao foi usada,
tanto as curvas de poténcia quanto de polarizacao (Figuras 29 A e B, respectivamente)

apresentaram o chamado efeito power overshot (28,106,166) ao longo de 72h de operagao.
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Figura 29 - Curvas de densidade de poténcia (A) e polarizagdo (B) obtidas por LSV a 1
mV s na presenca de azul de metileno (0,48 x 10 mol L), sem agitagdo do
andlito.

Fonte: Do autor.

O efeito power overshot é caracterizado por uma queda repentina nos valores de
corrente e potencial observada nas curvas de poténcia e polarizacdo em altas densidades de
corrente. (106) Embora seja um problema comum encontrado em estudos de polarizagao das
MFCs, suas causas ndo sao completamente compreendidas. Parece haver um consenso de que
se trata de um fendmeno anoddico, (28,167,168) ocasionado por diferentes fatores, como por
exemplo, deplecdo elétrica e idnica, (28) resisténcia a transferéncia eletronica extracelular,
(167) desenvolvimento de biofilmes anoddicos e condigdes de operagdo, (28) taxa de

amostragem (28,106) e limitagdes de transporte de massa. (165,169)
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Figura 30 - Curvas de densidade de poténcia (A) e de polarizacdo obtidas por LSV a 1
mV s-1 na presenga de azul de metileno (0,48 x 10-3 mol L-1, e agitacdo do
andlito a 100 rpm.

Fonte: Do autor.

Como pode ser visto na Figura 30 A, a densidade de poténcia produzida

2 .
e uma densidade de

imediatamente depois da inoculagdo do kefir (Oh) foi 3,8 mW m’
corrente de 18 mA m™. Depois de 24h de fermentagdo, a poténcia maxima foi de 54,3 mW m’
? ¢ corrente de 314 mA m™. Foi observado um decréscimo nos valores de corrente e poténcia
depois de 48h de fermentacdo (37,1 mW m™ e 292 mA m?, respectivamente), atingindo o
menor valor depois de 72h de fermentagdo (11,9 mW m?e 83 mAm?, respectivamente) € um
pronunciado efeito power overshot. A densidade de poténcia obtida com o indculo de kefir na
MFC foi proximo dos valores compilados por Hubenova e Mitov, (59) Hidalgo et a/ (58) e

Jung e Regan, (121) o que indica a aplicabilidade do kefir em tais dispositivos. O uso de

mediadores e da arquitetura de duas cAmaras apresenta algumas limitagdes, (4,123) porém nao
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deixa de ser presencga constante na literatura atual (2009-2017), como na avaliagdo de novos
biocatalisadores microbianos, (24) investigacdo dos mecanismos de transferéncia eletronica,
(120,121,170,171) geragdo de energia usando efluentes industriais como substrato, (25,119),
biosensores, (122) desenvolvimento de novos materiais anodicos, (58,102) uso como
ferramenta didatica (124) e outros, (123) o que mostra o continuo interesse e aplicabilidade
desse tipo de arquitetura.

Experimentos de voltametria ciclica com o andlito nos tempos de 0, 24, 48 ¢ 72h de
fermentagdo, em diferentes velocidades de varredura (Figura 31) apresentaram uma
dependéncia linear entre as correntes de pico anddico e catdodico com a raiz quadrada da
velocidade de varredura (v'%), tipico de sistemas controlados por difusdo. (172,173) Este
resultado corrobora a afirmagdo de que o efeito power overshot observado se deve a uma
limitag¢do de transporte de massa.

A agitagdo do anolito claramente favoreceu o fluxo de reagentes e produtos a
superficie do eletrodo, (4,9) diminuindo o efeito power overshot (Figura 30), quando
comparado ao sistema sem agitagdao (Figura 29). Como apontado por Nien et al, (167) a
agitacdo do anolito foi capaz de diminuir a resisténcia de transferéncia de massa, o que
favorece a transferéncia eletronica e aumenta a densidade de corrente. Além disso, os valores
de poténcia da MFC agitada foram significativamente maiores que aqueles obtidos com o

sistema sem agitagao.
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Figura 31 - Perfil dos voltamogramas ciclicos do anélito contendo azul de metileno a
0,48 x 10° mol L', obtido com eletrodo de trabalho de platina e
velocidades de varredura de 10, 25, 50, 75, 100, 200, 300 e 400 mV s’
(A). Relagdo linear entre Ip vs. v2. R* > 0.992 para todos os intervalos de
tempo (B).

Fonte: Do autor.

Apresenta-se na Figura 32 os valores de OCP encontrados na presenca e na auséncia
do mediador durante os ensaios. O maior valor de OCP foi encontrado no sistema contendo o
azul de metileno apds aproximadamente 17h a 22h de fermenta¢do enquanto a MFC sem o
mediador mostrou um pequeno pico entre 21h e 28h, seguindo-se para os dois casos uma
queda lenta do valor de OCP até o final dos experimentos. Comparativamente, a queda de
OCP da MFC contendo azul de metileno foi maior, como resultado da completa reducao do
mediador. Esses resultados estdo em concordincia com os dados anteriores, sugerindo uma
correlagdo entre o potencial alcangcado pela MFC e a atividade metabolica das cepas de kefir,

como proposto por Hubenova e Mitov. (24)
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ambos 0s experimentos.

Fonte: Do autor.

5.2.2 Mudangas fisico-quimicas

Para avaliar a influéncia das mudangas fisico-quimicas ocorridas durante o
metabolismo dos agucares sobre o funcionamento da MFC, foram determinados o pH, a
acidez total titulavel, a viscosidade absoluta e a variagdo da concentragdo de carboidratos, a
partir de aliquotas retiradas do anoélito em tempos fixos (Tabela 4). Os valores de viscosidade
estdo em concordancia com valores previamente reportados, (174) mas ndo se observou
diferenca estatistica significativa (p>0,05) entre as amostras ao longo de 72h de fermentagao.
Essas pequenas mudangas na viscosidade devem estar relacionadas ao consumo relativamente
baixo (12-15%) dos agucares pelo kefir, como determinado quantitativamente pelo método
DNS e qualitativamente por cromatografia em papel, acarretando apenas pequenas mudancas

na viscosidade do meio.
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Tabela 4 - Propriedades fisico-quimicas das MFCs em diferentes tempos de fermentagdo e presenca ou

auséncia do mediador.

Tempo de

Acidez total

Concentracao total

Viscosidade /
Mediador fermentacio/ pH titulavel / mmol de carboidratos / g
mPa.s
h L' L'
0 5.56 2.1+0.3 1.270 £ 0.025 46.6 = 0.075
24 4.32 53+0.3 1.285+0.019 45.0 +0.086
Sim
48 3.63 11.8+0.6 1.273 £0.025 41.4 +0.064
72 3.33 20.5+0.7 1.365+0.012 39.3 £0.054
0 5.60 1.9+0.2 1.325 £ 0.007 48.2 +0.107
24 4.15 59+0.3 1.195 £ 0.007 473 +0.128
Nao
48 3.35 154 +0.1 1.310+0.014 44.6 +£0.118
72 3.09 28.0+0.2 1.340 £ 0.057 42.7+0.118

Fonte: Do autor.

A cromatografia em papel ¢ empregada tradicionalmente para resolver pequenas
moléculas tais como glicose, frutose ou sacarose. (40,175) Sacarose ¢ a principal fonte de
carbono presente na solu¢do de acuicar mascavo, passivel de ser hidrolisada em glicose e
frutose na presenca de PB-D-frutofuranosidase (EC 3.2.1.26). (176,177) Essas moléculas
podem ser diferenciadas no cromatograma pelos diferentes fatores de retencdo (Ry)
(sacarose<glicose<frutose) e coloracdo das bandas. (144,145) Embora a cromatografia em
papel seja considerada uma técnica de identificagdo qualitativa, (175) os dados revelaram a
auséncia de glicose apds 48h de fermentacdo. Além disso, um continuo decréscimo na
intensidade da banda de sacarose em paralelo ao aumento da banda de frutose podem ser
observados na Figura 33. Um resultado similar foi encontrado por Laureys e De Vuyst (178)
no estudo do processo fermentativo do kefir, o que sugere o consumo preferencial de glicose
pelas cepas de kefir. Resultados semelhantes foram também observados em outros sistemas

fermentativos. (153,154)
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Figura 33 - Cromatograma em papel feito com amostras coletadas em diferentes tempos de operagdo da MFC.
Pontos: 1 - 3 (Oh); 4-6 (24h); 7-9 (48h); 10-12 (72h). As amostras 3, 6, 9, 12 foram coletadas da
MFC sem mediador. Padrdes: sacarose (S); glicose (G); frutose (F).

Fonte: Do autor.

A Tabela 4 também apresenta os resultados obtidos com as MFCs operando na
presenca e na auséncia do mediador. A andlise de varidncia dos grupos de dados mostrou
diferenca estatistica (p<0,05) para o pH, acidez total titulavel e concentragdo de carboidratos.
O valor de pH no comeco da fermentagdo foi condizente aos usualmente encontrados para o
kefir cultivado com diferentes fontes de carbono. (178,179) A queda no pH foi mais
acentuada nas primeiras 24h de fermentacdo, atingindo valores similares de bebidas a base de
kefir. (146,179,180) Essa diminui¢ao no pH foi seguida pelo aumento na acidez total titulavel,
relacionada a produgdo de acidos organicos, etanol, didxido de carbono e outros compostos
volateis pelo metabolismo do kefir. (181,182) A queda de pH e aumento da acidez sdo mais
pronunciados no sistema operando sem o mediador, apesar de o consumo de agucares ser
menor (Tabela 2). Isso sugere que o sistema sem mediador tem um metabolismo dos agticares
mais eficiente quando comparado ao sistema com azul de metileno. Embora a presenca do
mediador aumente a poténcia gerada pelo sistema, o uso do corante provoca um efeito
deletério sobre o metabolismo das cepas do inoculo. Visto que se encontra bem estabelecido

na literatura o efeito catalitico do azul de metileno sobre a oxidacdo do NADH, (183) esses
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resultados parecem concordar com Hubenova et al (11) e leropoulos et al (67) a respeito do
mecanismo de funcionamento da MFC.

As moléculas de NADH produzidas na oxidacao do gliceraldeido-3-fosfato a 1,3-
bisfosfoglicerato devem ser continuamente reoxidadas a NAD" para garantir o balanco redox
e a continuagdo da glicdlise. (40,184) Como explicado na Revisdo de Literatura, isso ¢
realizado através do metabolismo do piruvato por quatro vias metabolicas principais: (39,40)
i) fermentagdo lactica, em que o NADH reduz o piruvato a lactato; ii) fermentacao alcoolica,
pela descarboxilagdo do piruvato e redugdo do acetaldeido a etanol; iii) descarboxilacao
oxidativa do piruvato sob condig¢des aerdbicas pelo complexo piruvato desidrogenase para
produzir acetil-CoA necessaria ao ciclo de Krebs; iv) transferéncia eletronica do NADH ao O,
pela cadeia transportadora de elétrons na mitocondria. Portanto, como o balango redox
citosolico ¢ altamente organizado e regulado, (184) o resultado global da oxidacado do NADH
pelo azul de metileno pode ter sido prejudicial para o metabolismo do kefir, j& que a presenga

do mediador pode afetar a via fermentativa e a cadeia respiratéria das células.

5.2.3 Contagem de Unidades Formadoras de Colonias

O procedimento de contagem celular ¢ uma técnica microbioldgica muito empregada
para avaliagdo da atividade fermentativa de bebidas a base de kefir. Zanirati et a/ (99) obteve
uma populagdo bacteriana em amostras de kefir variando entre 6.08+0.05 e 7.73+0.13 log
CFU g depois de 24h de fermentagdo. A contagem em placas do total de micro-organismos
mesofilicos presentes em substratos de sucos de vegetais fermentados com kefir feita por
Corona et al (179) resultou entre 7,8 e 9,1 log CFU mL", depois de 72h de fermentagdo a
30°C. Em geral, as condigdes de fermentacdo podem afetar o crescimento microbiano em
bebidas a base de kefir. (185) Nesse estudo, a contagem total de micro-organismos foi feita
para avaliar a influéncia do crescimento microbiano sobre a poténcia gerada pela MFC. A
contagem celular de amostras do andlito imediatamente ap6s a inoculagdo do kefir foi de 6,04
log CFU mL™. Depois de 24h, entretanto, a contagem celular mais que triplica na MFC (6,59
log CFU mL™), valor diretamente relacionado & poténcia méxima encontrada no periodo
(Figura 30 A). A influéncia do nimero de células sobre a poténcia gerada pode estar
relacionada ao excesso de NADH gerado no citosol durante o crescimento do consoércio. (184)
Depois de 48h de fermentacdo, entretanto, o crescimento estabilizou em 6,74 log CFU mL'l,
sugerindo que as leveduras e bactérias presentes se adaptaram bem ao meio nutricional,

mesmo na presenga do azul de metileno a 0,48 x 10~ mol L. Esses resultados, juntamente
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com os dados de poténcia, polarizacdo e OCP (Figuras 29, 30 e 32), parecem indicar um papel
importante da cinética de crescimento microbiano na produgdo de energia pela MFC a base de
kefir. O crescimento celular dentro da camara anddica se estabilizou em torno de 48h de
fermentagdo, atingindo no fim dos ensaios, um aumento da biomassa de kefir de
aproximadamente 25%. Os dados de contagem celular obtidos sdo corroborados por Laureys e
De Vuyst, (178) que encontrou um aumento na contagem total de células durante as primeiras

48h de fermentacao com kefir e variagdo semelhante da biomassa ao longo do experimento.

5.2.4 Atividade eletroquimica

Considerando que a fermentacdo de kefir pode levar a produgdo de dezenas de
compostos apos alguns dias de fermentagado, (179) a presenca de mediadores redox soliveis
foi analisada por voltametria ciclica. A obtencdo de voltamogramas ciclicos do andlito em
funcdo do tempo de fermentagdo permite correlacionar as mudangas nos potenciais de pico
redox com a geragao de energia na MFC.

Os voltamogramas obtidos com o meio nutricional estéril ndo apresentou nenhum
sinal redox importante (Figura 34). Esse sinal permaneceu praticamente inalterado ao longo
da fermentacao conduzida sem a adi¢cdo do mediador azul de metileno, sugerindo que nenhum
mediador redox soluvel foi produzido pelas cepas presentes no kefir ao longo de 72h de
fermentagdo. Esse resultado pode relacionar-se a influéncia do meio fermentativo sobre os
produtos do metabolismo da comunidade microbiana. (186) Por exemplo, embora os graos de
kefir sejam capazes de fermentar diferentes substratos, o meio fermentativo empregado nao
continha os nutrientes necessarios para as cepas previamente identificadas por nosso grupo de
pesquisa (103) produzirem e liberarem uma quantidade detectavel daquele mediador

endogeno. (18)
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Fonte: Do autor.

Na presenga do mediador de transferéncia de carga, entretanto, os voltamogramas
apresentaram um deslocamento nos potenciais de pico para menores valores (deslocamento
catodico). Isso pode ser atribuido a adsor¢do do mediador sobre a superficie do eletrodo.
(187,188) Os potenciais de pico anddico e catddico no comeco da fermentagdo foram -200
mV e -315 mV (vs. Ag/AgCl), respectivamente, valores proximos aos ja reportados na
literatura. (11,55) De acordo com Ju et al, (187) pode ser observado um deslocamento de 87
mV por unidade de pH abaixo de pH 5,4, o que sugere a participagdo de 3 H' no processo
eletrodico nessa faixa de pH. Durante a fermentacdo, a separagdo nos potenciais de pico
aumentou de 110 mV (24h) a 125 mV (48h) e 140 mV (72h), valores proximos ao relatado
por Hasnat et al (189) para o processo redox quasi-reversivel das moléculas de azul de
metileno. Os dados voltamétricos encontrados nesse trabalho sugerem que o metabolismo
microbiano pode reduzir o azul de metileno a sua leuco-forma, aumentando sua concentragao
na camara anodica da MFC. Consequentemente, a forma reduzida do azul de metileno age
como um transportador de elétrons entre as bactérias/leveduras e o eletrodo, (64) sendo a

responsavel pelo aumento da poténcia gerada pela MFC.
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Entretanto, o valor mdximo de poténcia foi observado apds 24h de fermentagdo,
embora a concentra¢do da leuco-forma do azul de metileno tenha aumentado continuamente
ao longo de todo o experimento (Figura 34). Trés fatores podem ser considerados para
analisar essa aparente contradi¢do: i) o aumento da leuco-forma do azul de metileno favorece
a transferéncia de carga na interface anodo/anolito (menores perdas de ativagdo), (4,170) e
eleva a poténcia gerada; ii) o aumento da acidez do meio (Tabela 4) ao longo da fermentacao,
(166) e iii) o aumento das resisténcias 6hmicas e de polarizagdo causadas pelo crescimento
microbiano, (170) prejudicando o desempenho da MFC. A partir dos dados obtidos, pode-se
supor que o efeito da concentracdo da leuco-forma do mediador predomina nas primeiras 48h
de fermentacdo, de modo que houve um aumento da poténcia gerada, com méaximo em 24h;
apos esse periodo, os efeitos da maior acidez ¢ do aumento das resisténcias 6hmicas e de
polarizagdo passam a prevalecer, causando a queda acentuada na poténcia apds 72h. De fato,
as medidas de interrupcao de corrente na MFC apresentaram valores de resisténcia interna em
0, 24, 48 e 72h de fermentacdao de, respectivamente, 103.00 £ 1.20 Q, 135.40 + 1.55 Q,
156.50 +£2.80 Q, e 158.30 + 1.44 Q.

5.2.5 Absorc¢iao molecular

Aliquotas do caldo fermentativo contendo o mediador foram avaliadas por
espectrofotometria na regido UV-Vis a fim de se avaliar as mudancas espectroscopicas do
andlito ao longo da fermentagdo. Mudancgas significativas nos valores de absorbancia em
func¢do dos tempos de fermentagdo podem ser observadas na Figura 35. O perfil espectral
obtido no inicio da fermentagao (Oh) ¢ caracteristico da forma oxidada do azul de metileno,
(60,190) com picos maximos em 600 e 660 nm. Esses picos estao relacionados a formagao de
dimeros e mondmeros, respectivamente, usualmente observados em solugdes de corantes
fenotiazinicos. (191,192) Na regidao UV, o pico em 294 nm também esta associado a forma
oxidada do mediador, enquanto o pico em 256 nm corresponde a leuco-forma do azul de

metileno. (60,193)
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Figura 35 - Espectro UV - Vis, de 200 a 800 nm, registrado imediatamente apds a diluicdo de 10x do
andlito, nos tempos de fermentagao especificados.
Fonte: Do autor.

A medida que o tempo de fermentagio avancga, pode ser observado na Figura 35 um
decréscimo nos sinais espectrais observados em 660, 600 e 294 nm, relacionados a forma
oxidada do mediador, juntamente com um aumento da banda correspondente a leuco-forma
do azul de metileno, em 256 nm. Segundo Bapat et al, (163) a redugdo do azul de metileno
ocorre na superficie celular via enzimas redutases presentes na membrana celular, o que
indica alta atividade microbiana, embora o mecanismo de redugdo do corante continue sendo
discutido na literatura. (2,68,194) Finalmente, nao foi observado nenhum sinal
espectroscopico de outros possiveis mediadores excretados pelos micro-organismos presentes

na microbiota do kefir, em concordancia com os dados obtidos por voltametria ciclica.
5.2.6 Conclusio parcial

Na segunda parte do trabalho, a cultura simbiotica do kefir foi empregada como
biocatalisador andédico de MFC pela primeira vez, confirmando a hipétese iii do trabalho.
Curvas de poténcia e polariza¢do realizadas por voltametria linear resultaram no valor de
poténcia maxima de 54 mW m™ depois de 24h de fermentagio do substrato contendo o

mediador azul de metileno. Esse composto claramente aumentou a densidade de poténcia da
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MFC embora tenha causado também um prejuizo no balango redox do NADH citosélico. Nao
foram identificados mediadores endogenos durante os experimentos, indicando a redug¢do do
azul de metileno como responsavel pelo aumento da poténcia elétrica na MFC. Os resultados
parecem indicar que a producdo de energia na MFC foi dependente do balango entre o
aumento da concentragdo da leuco-forma do mediador e os aumentos da acidez e resisténcias
o6hmicas/polarizag¢do causados pelo metabolismo microbiano da suspensdo de kefir. O uso de
culturas de kefir como fonte alternativa para MFCs mostrou-se promissor, devido a facilidade
para obter os graos iniciais e cultivo, alto rendimento de biomassa ap6s alguns dias e sem
necessidade de condigdes estéreis, simplicidade para a recuperacdo de seus graos € uma
geracdo de energia equivalente aqueles obtidos por dispositivos mais sofisticados e/ou outros
micro-organismos ou culturas mistas.

Os resultados advindos dessa 2 parte do trabalho foram publicados no periddico
Applied Biochemistry and Biotechnology (Silveira, G. & Schneedorf, J.M. Appl Biochem
Biotechnol (2018). https://doi.org/10.1007/s12010-018-2718-2) — APENDICE D.

5.3 TERCEIRA PARTE

Nesta secdo, os resultados obtidos na terceira parte do trabalho, “Desenvolvimento de
novo modelo de arquitetura de uma camara e estudo do catalisador catodico”, sao

apresentados e discutidos.
5.3.1 Mecanismo de funcionamento da MFC de uma cimara

Durante o funcionamento de uma biocélula a combustivel os elétrons gerados pelo
metabolismo microbiano no compartimento anoddico sdo transferidos para o compartimento
catodico, causando a redugdo da espécie quimica empregada como aceptor de elétrons, como
por exemplo o oxigénio, 6xido de manganés, ferricianeto, entre outros. (4,131) No presente
trabalho, os elétrons provenientes do metabolismo da S. cerevisiae sdo transferidos para o
eletrodo através da molécula de azul de metileno, que atua como mediador. Os elétrons
atravessam o circuito e causam a redu¢do do filme de azul da prussia eletrodepositado sobre o

catodo, formando o branco da prussia, conforme a Equagao 14: (136)

Fe, [Fe* (CN)]s + 4 + 4K > KyFe,” [Fe” (CN)] (14)
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O equilibrio de cargas ¢ garantido pela permeagdo dos ions através da ponte salina. O
azul da prussia atua entdo como um catodlito de estado sélido, um tipo relativamente novo de
catodo usado em MFC de uma camara. (131,134) A seguir sao apresentados diferentes testes

realizados com a finalidade de caracterizar o eletrodo.
5.3.2 Estabilidade do eletrodo

A quantidade total de azul da prussia eletrodepositada, 7, foi calculada empregando-se

a Equacdo 15: (195)

I = E (15)

Onde Q ¢ a carga integrada sobre a onda voltamétrica ciclica, n ¢ o nimero de elétrons
envolvidos, I ¢ a constante de Faraday, e 4 € a area do eletrodo. O resultado do calculo foi de
~ 13 nmol cm? assumindo a transferéncia de 4 elétrons por cela unitaria
(Fes[Fe(CN)g]s.14H,0) (137,148) e uma velocidade de varredura de 100 mV s™.

A fim de se avaliar a estabilidade dos eletrodos modificados com azul da prussia, a
resposta voltamétrica de eletrodos recentemente preparados foi avaliada por voltametria
ciclica ao longo de 100 ciclos. A Figura 36 A apresenta o perfil do 2° 25° 50° 75° ¢ 100°
voltamogramas ciclicos do eletrodo de malha de carbono modificado com azul da prussia,
obtido a 100 mV s em solucdo de KCI 0,1 mol L' + HCI 10 x 10 mol L. Os
voltamogramas exibem uma curvatura com possiveis valores para o pico anoddico em 0,440 V
e para o pico catddico no potencial de -0,270 V, correspondentes as reagdes de oxidagdo e

redu¢do do filme, conforme a Equagao 14.
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Figura 36 - Variagdo do perfil dos voltamogramas ciclicos (A) e I, I,. € razdo de
correntes (B) ao longo de 100 ciclos voltamétricos. Condigdes: eletrodo
de trabalho — malha de carbono modificada com AP; Contra-eletrodo —
bastdo de grafite; eletrodo de referéncia - Ag/AgCl. Velocidade de

varredura de 100 mV s”, eletrélito KCI 0,1 mol L™ + HCI 10 x 10” mol

L.

Fonte: Do autor.

De acordo com Karyakin, (136) o formato dos picos redox de filmes de
hexacianoferratos obtidos por voltametria ciclica sdo um indicador da qualidade do filme,
sendo fortemente dependentes do eletrolito suporte e do tipo de eletrodo utilizados. Levando
em consideracdo que o pH e o potencial empregados na eletrodeposicdo foram os mais
adequados para a formagao de uma estrutura regular do azul da Prussia, a diferenga observada
nos valores de E,, € E,c (136,137,196,197) podem ser atribuidas principalmente ao eletrodo
usado para eletrodeposicdo. Comparando-se diferentes tipos de eletrodos modificados com
azul da prussia, como por exemplo carbono vitreo, (127,137,197,198) platina e ouro,

(199,200) feltro de carbono, (133) pasta de carbono, (196) entre outros, (125) pode-se notar
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significativas diferengas nos voltamogramas em decorréncia do método empregado para
modificacdo do eletrodo, do tipo de superficie eletrdédica e do eletrélito suporte utilizado.
(70,173)

A Figura 36 B mostra a variagdo das correntes de pico (I,a e I,c) e da razdo de
correntes ao longo do experimento. Embora os filmes de hexacianoferratos em geral
apresentem boa estabilidade sobre eletrodos, os sucessivos ciclos de oxidacdo e redugdo
inerentes a técnica de voltametria ciclica causam uma evidente diminui¢do nas correntes
anddicas e catodicas. O sinal voltamétrico ¢ causado pelo par redox azul da prassia/branco da
prassia, de modo que a diminui¢do dos valores de correntes anddicas e catddicas ¢ causada
pela menor estabilidade termodindmica do branco da prussia sobre a superficie eletrodica.
(136,201) Ozeki et al (201) mostraram que a redugao do azul da prassia a branco da pruassia ¢
acompanhada de uma reducao de entropia da ordem de 108 J K mol (AS;eq = -108 J K!
mol ™). Em termos de correntes de pico, ha uma redugio de 13% na corrente anddica e de 18%
na corrente catddica no final dos 100 ciclos. Para efeitos de comparagdo, Zhang et al (197)
mostraram uma diminui¢ao na corrente catodica de eletrodos de carbono vitreo modificados
com azul da pruassia de 47% apds 250 ciclos; eletrodos de grafite pirolitico modificados com
nanotubos de carbono e azul da prissia apresentaram uma queda de cerca de 30% nas
correntes anoddicas e catodicas iniciais apds 100 ciclos voltamétricos, conforme relatado por
Liet al. (202)

A estabilidade dos eletrodos modificados com azul da prussia foi também avaliada por
ensaios de eletrolise. O eletrodo foi submetido a uma corrente de -2,5 mA por 10, 10, 15¢ 15
minutos, seguindo-se entre cada intervalo de tempo, uma voltametria ciclica para se avaliar as

mudangas ocorridas com o filme eletroativo. Os resultados sdo apresentados na Figura 37.
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Figura 37 - Voltamogramas ciclicos obtidos apos a aplicagdo de corrente de -
2,5 mA por 10 min (1* reducao), mais 10 min (2? redugo), mais
15 min (3* redug@o) e mais 15 min (4* reducdo), ao eletrodo de
malha de carbono modificado com azul da prussia (controle).
Condigoes: eletrodo de trabalho — malha de carbono modificada
com AP; Contra-eletrodo — bastdo de grafite; eletrodo de
referéncia - Ag/AgCl. Velocidade de varredura de 50 mV s,
eletrolito KC10,1 mol L™ +HCI 10 x 10 mol L™

Fonte: Do autor.

Esse conjunto de experimentos pretendeu simular a corrente gerada no compartimento
anddico, a fim de se verificar o comportamento eletroquimico do filme de azul da prissia. A
analise do perfil voltamétrico dos voltamogramas da Figura 37 evidencia a queda nas
correntes de pico apos a aplicagdo da corrente catddica, diminuindo em cerca de 25% dos
valores iniciais de Ip, e I,c.. Ao final do experimento, pode-se notar uma perda da coloragdo

inicial azul do eletrodo, conforme mostrado na Figura 38.
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Figura 38 - Fotografias dos eletrodos modificados com azaul da prissia, mostrando a
mudanga de coloragdo do filme de azul da prussia obtida ap6s o tempo
total de 50 minutos de aplicagdo de corrente de -2,5 mA (A, antes e
depois). Restauragdo parcial da cor azul inicial apdés o processo de
reativacdo do eletrodo (B).

Fonte: Do autor.

Essa observacao estd de acordo com a afirmacao de Karyakin (136) de que a formacao
do branco da prussia a partir da redug¢do do azul da prassia ¢ acompanhada por uma perda da
coloragdo azul inicial. A diminui¢cdo das correntes de pico pode ser entendida a partir da
reducdo causada pela aplicag@o da corrente catddica (tempo total de 50 minutos), bem como a
perda de sitios eletroativos decorrente da menor estabilidade termodinamica do branco da
prussia, (201) causada pela capacidade dos ions hidréxido (formado durante a eletrélise) em
quebrar a ligagao Fe-(CN)-. (136,148) Assim sendo, apesar de se observar uma reducao
consideravel nas correntes de pico, o eletrodo modificado com azul da prissia apresentou

estabilidade satisfatoria para a montagem e operacdo da biocélula de uma camara.

5.3.3 Estudos voltamétricos adicionais

O estudo cinético das reagdes redox que ocorrem na superficie do eletrodo modificado
com azul da prussia foi conduzido com a técnica de voltametria ciclica, avaliando-se a
corrente de pico anodica e catddica em diferentes velocidades de varredura, conforme

apresentado na Figura 39 A.
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Figura 39 - Voltamogramas ciclicos do eletrodo de malha de carbono modificado
com AP, obtidos em eletrélito KCI 0,1 mol L' + HCI 10 x 10° mol L e
velocidades de varredura de 10, 25, 50, 75, 100, 200, 300 ¢ 400 mV !
(A). Relagdo linear entre I, vs. v (B).

Fonte: Do autor.

Os voltamogramas ciclicos apresentados na Figura 39 A mostram um aumento na
separacao dos potenciais de pico anddico e catdodico com o aumento da velocidade de
varredura. A relagdo linear entre as correntes de pico e a raiz quadrada da velocidade de
varredura apresentada na Figura 39 B sugere um processo redox controlado por difusdo,
(173,203) que pode ser atribuido a intercalagdo dos ions K na rede de azul da prussia, como

observado também por outros autores. (136,197,204)



99

A razdo das correntes de pico, Ip./I,c, € a separa¢do dos potenciais de pico, AE, (Ep, -
E,c), sdo mais dois parametros que podem ser obtidos a partir do estudo da velocidade de
varredura, Uteis para o diagndstico da reversibilidade do sistema. (173) A Tabela 5 apresenta

esses valores.

Tabela 5 - Resultados de I, E,, razdo de correntes e AE, obtidos em diferentes velocidades de varredura.

v I,o/mA Ep/V I,/mA E,/V Tpa/Tpe AE,/V
10 2,68 0,314 22,1362 20,221 1,25 0,535
25 5,31 0,403 -4,6264 -0,333 1,15 0,736
50 8,81 0,495 -7,486 -0,448 1,18 0,943
75 11,65 0,555 -10,331 -0,484 1,13 1,039
100 14,03 0,615 -12,772 -0,533 1,10 1,148

200 20,83 0,828 220,436 -0,761 1,02 1,589

300 26,19 0,984 226,283 -0,832 0,996 1,816

400 30,43 1,080 230,602 -0,857 0,994 1,937

Fonte: Do autor.

Embora exista alguma imprecisao na medida das correntes de pico (173) decorrente da
dificuldade de se definir a corrente faradaica correspondente (como se pode deduzir a partir
do perfil dos voltamogramas), a Tabela 5 permite observar que a razdo de correntes variou em
funcdo da velocidade de varredura, aproximando-se do valor unitario, bem como um aumento
significativo na separagdo dos potenciais de pico em maiores velocidades de varredura. Em
linhas gerais, esses parametros - I, proporcional a v Lo/I,c € AE, dependentes da velocidade
de varredura - tal como encontrados, sugerem um comportamento quasi-reversivel do sistema.

(173,203)
5.3.4 Avaliacao da atividade catalitica

E bem conhecido na literatura que eletrodos modificados com azul da prussia
apresentam atividade eletrocatalitica nas reagdes de reducdo de O, e H,O,. (127,135,137). O
branco da prussia formado a partir da reducdo do azul da prussia no catodo (Equacao 14)
catalisa as reacdes de reducdao do oxigénio a agua (127,137) e a reducao do peroxido a

hidroxila, (148,200) como descrito nas Equacdes 16 e 17 a seguir:
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K, Fe, [Fe* (CN)g]s + O, + 4H" > Fe, [Fe™ (CN)g]s + 2H,0 + 4K (16)
(Oxidagao do branco da prussia a azul da prussia por oxigénio, com a simultanea formacao de

agua).

KuFe,  [Fe* (CN)]s + 2H,0, = Fe,’ [Fe* (CN)g]; + 40H + 4K” (17)
(Oxidagao do branco da prussia a azul da prussia por peroxido de hidrogénio, levando a

formagdo de hidroxila).

A avaliacdo da atividade eletrocatalitica de reducao do O, e H,0O, pelo eletrodo de
malha de carbono modificado com azul da prussia foi feita por voltametria ciclica. A Figura
40 apresenta os voltamogramas ciclicos do eletrodo de malha de carbono (com ou sem azul da

prussia) em eletrolito de KCI 0,1 mol L'+ HCI 10 x 107 mol L™ saturado de N> ou Os.

12602 [
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E/V (vs. Ag/AgCl)

Figura 40 - Voltamogramas ciclicos da malha de carbono como eletrodo de
trabalho, sem modificacdo (malha) ou modificado com azul da
prussia (malha/AP) em eletrélito saturado de N, ou O,. Condi¢des:
Contra-eletrodo — bastdo de grafite; eletrodo de referéncia -
Ag/AgCl. Velocidade de varredura de 50 mV s'l, eletrolito KCl 0,1
mol L + HCI 10 x 10 mol L™

Fonte: Do autor.

O resultado apresentado na Figura 40 evidencia a diferenca da resposta voltamétrica
entre a malha de carbono e o eletrodo modificado com azul da prussia. Nos intervalos de
potencial elétrico avaliados podem ser observados, para o primeiro eletrodo (malha) apenas a
chamada corrente residual ou capacitiva, decorrente da atracdo e repulsdo entre os ions em

solucdo e os elétrons no eletrodo. (70) O segundo eletrodo apresenta, por sua vez, sinais redox
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nos potenciais de 0,40 V e -0,3 V correspondentes ao azul da prussia e branco da prussia
respectivamente (como discutido anteriormente na se¢do 5.3.2). Nao se observa diferenga nos
voltamogramas realizados na presenca ou na auséncia de oxigénio, o que indica que o filme
eletrodepositado ndo possui atividade catalitica de reducdo do oxigénio. Segundo Karyakin,
(136) a reagao eletrocatalitica de reducao do oxigénio ¢ fortemente dependente da estrutura do
azul da prussia. Itaya et al (137) afirmam que o azul da prassia age como um catalisador
tridimensional devido aos poros com didmetro de 3.2 A presentes em sua estrutura zeolitica,
que permitem a difusdo do oxigénio através do cristal e sdo fundamentais para a reagao
catalitica de reducao.

Visto que o filme de azul da prissia obtido ndo apresentou atividade eletrocatalitica de
redu¢do do oxigénio, procurou-se avaliar a atividade do filme frente ao perdxido de
hidrogénio, por sua conhecida capacidade eletrocatalitica relacionada a este composto. A
Figura 41 apresenta o grafico com os voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo
modificado com azul da préssia em eletrolito de KC1 0,1 mol L™ + HC1 10 x 10° mol L ¢

concentracdes crescentes de peroxido de hidrogénio.
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Figura 41 - Voltamogramas ciclicos do eletrodo modificado com AP em eletrolito de
KCl 0,1 mol L' + HCI 10 x 10~ mol L' e diferentes concentra¢des de
H,0,. Condigdes: contra-eletrodo — bastio de grafite; eletrodo de referéncia
- Ag/AgCl. Velocidade de varredura de 100 mV s™, eletrélito KCI 0,1 mol
L'+ HCI10x 10° mol L.

Fonte: Do autor.

A partir da andlise do grafico apresentado na Figura 41, verificam-se duas mudangas

significativas no perfil dos voltamogramas, quando comparados ao sinal voltamétrico na
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auséncia de peroxido de hidrogénio. Pode ser observado um aumento na corrente de oxidagao
entre 0,6 ¢ 0,7 V, formando um sinal relativamente definido, e uma diminuigdo expressiva na
corrente de reducdo, a partir de 0,5 V aproximadamente. A corrente de pico anddica foi
proporcional a concentragdo de peroxido entre 0,49% e 1,66%, e a corrente catodica, avaliada
no valor de -100 mV vs. Ag/AgCl (devido a ndo formagdo de um pico catddico) foi

proporcional a concentracdo de peroxido entre 0,73% e 1,88%, conforme representado na

Figura 42.
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R?=0,9917
20
10 ¢ h o
< *lpa
E o L Ic
S~
_10 *
_20 -
30 | i=-703,57 [Hzoz]tle,ms\\\
R?=0,9937
_40 1 1 1 1 1 1 1 1 J
0,00% 0,25% 0,50% 0,75% 1,00% 1,25% 1,50% 1,75% 2,00% 2,25%
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Figura 42 - Corrente de pico anddica (entre 0,6 ¢ 0,7V) e corrente catdodica em 0,1V em
fungdo da concentracdo de peroxido, obtidas por voltametria ciclica
empregando o eletrodo modificado com AP como eletrodo de trabalho. As
retas ajustadas delimitam as faixas lineares entre concentracao de peroxido
e corrente.

Fonte: Do autor.

Esses resultados sdo interessantes, pois revelaram um aumento das correntes anddicas
e catodicas com a concentracdo de perdxido, quando o mais comum ¢ o aumento em apenas
uma das correntes. Nesse sentido, os resultados voltamétricos obtidos por Xu et al/ com
diferentes tipos de eletrodos modificados com um nanocomposito de azul da prussia e grafeno
(125,127) mostraram um aumento na corrente catddica relacionada a atividade eletrocatalitica
do nanocompdsito para reducdo de O, e H,O, em meio acido; Zhang et al, (197) avaliando a
atividade eletrocatalitica de eletrodos de carbono vitreo modificados com azul da prussia e
liquidos i16nicos mostraram que a adicao de H,O, a cela eletroquimica causou um grande
aumento na corrente de reducao e um correspondente decréscimo no pico de oxidacao; Matos

et al (199) mostram um aumento de 25% e 10% na corrente de pico catddica obtida com
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eletrodos de ouro e platina modificados com azul da prussia, respectivamente, quando na
presenca de peroxido, acompanhado de uma diminui¢do nas correntes anddicas de 20% e
30%, respectivamente.

Assim sendo, os resultados obtidos mostram que as condi¢des experimentais utilizadas
para a eletrodeposicao do azul da prussia na malha de carbono permitiram a obtengdo de um
filme que tem atividade catalitica tanto na oxida¢do quanto na redug¢do do perdxido de
hidrogénio. Segundo Itaya et al, (137) o estado oxidado do azul da prussia apresenta atividade
catalitica para a oxidac¢ao do peroxido de hidrogénio e o branco da prussia apresenta atividade
catalitica para a reducdo do perdxido de hidrogénio em meio 4cido. De acordo com esses
autores, a reducao do perdxido inicia-se em 0,5V vs. SCE, sendo catalisada pelos centros de
fons Fe*" alto spin (isto é, ions ferro coordenados ao nitrogénio (200)), tornando-se Fe*". Por
sua vez, a oxidagdo catalitica do perdxido inicia-se num potencial de aproximadamente 0,7V
vs. SCE, tendo o fon Fe*" baixo spin (fons ferro coordenados ao carbono (200)) como centro
catalitico. Dessa forma, os potenciais de oxida¢do e redugdo observados na Figura 41 estdao
em concordancia com os valores apresentados, (137) salvo a pequena diferenca relacionada
aos diferentes eletrodos de referéncia.

Em suma, o método de eletrodeposi¢ao empregado (148) para a modificagdo da malha
de carbono com azul da pruassia possibilitou a obtengdo de um filme seletivo ao perdxido de
hidrogénio, mesmo na presenca do oxigénio. De acordo com os autores, (148) o método de
eletrodeposi¢ao foi otimizado efetivamente para que o filme de azul da prassia fosse sensivel
apenas ao peroxido de hidrogénio e nao ao oxigénio. Idealmente, isso ndo era desejado para a
utilizagdo desse filme eletrocatalitico como catodo em biocélulas a combustivel, mas foi o
unico método entre os testados (199,205) que permitiu a obtengdo de um filme com a
estabilidade necessaria para a realizacdo dos diversos testes. De toda forma, o eletrodo
desenvolvido foi aplicado com sucesso na construcdo de uma nova arquitetura de biocélula a
combustivel, em que a capacidade do filme de ser reoxidado pelo perdxido foi explorada para
regenerar o catodo e extender a vida util do dispositivo, a semelhanca de outros trabalhos com

catodos de estado solido. (131,134)
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5.3.5 Caracterizacao morfoldogica do eletrodo

A Figura 43 apresenta as micrografias eletronicas de varredura obtidas a partir da
malha de carbono antes (coluna esquerda) e depois (coluna direita) da eletrodeposi¢ao, em

diferentes aumentos (300x, 1000x e 5000x).

EHT = 20.00 kV Mag = 300X

EHT = 20.00 kV Mag= 1.00KX — EHT = 20.00 kV Mag= 1.00KX

EHT = 20.00 kV Mag = 5.00 KX — EHT = 20.00 kV Mag = 5.00KX

Figura 43 - Imagens obtidas por MEV do eletrodo sem modificagdo (malha de carbono, coluna esquerda) e
modificado com azul da prissia (coluna direita), em diferentes magnificacdes: 300x (A e B),
1000x (C e D) e 5000x (E e F).

Fonte: Do autor.
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As micrografias apresentadas na Figura 43 permitem observar a homogeneidade das
fibras de carbono, caracteristica das fibras de carbono a base de poliacrilonitrila. (206) A
comparacao das micrografias com maior ampliacdo evidencia claramente a diferenga entre os
eletrodos apos a eletrodeposi¢ao. De modo semelhante a outras técnicas de modificagdo de
catodos com azul da prussia, (125,139,202) podem ser visualizados na Figura 43 F a presenca
de granulos irregulares distribuidos de forma aleatoria por toda a fibra de carbono. Além
disso, dentro da ampliacao utilizada, ndo se observou estruturas morfoldgicas regulares, como
divulgado por outros autores. (127,134,196,207) O termo “filme” foi utilizado para designar a
aparéncia macroscopica azul da superficie do eletrodo (Figura 38), embora a ampliacdo das
micrografias apresentadas na Figura 43 ndo indiquem claramente a formagao de um “filme”
propriamente dito.

As imagens apresentadas na Figura 43 confirmam que o método de eletrodeposicao
empregado causou mudancas significativas na superficie do carbono. Para se avaliar a
composicdo quimica desses granulos que constituem o filme, foram realizadas medidas de

espectroscopia de energia dispersiva (EDS), cujos resultados sdo apresentados na Figura 44.
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Figura 44 - Espectro de EDS da malha de carbono (A) e da malha eletrodepositada com azul da prussia (B).

Fonte: Do autor.

Os espectros de EDS apresentados na Figura 44 indicam a presenga de picos

caracteristicos associados ao carbono (Ka = 0,277 keV), oxigénio (Ka = 0,525 keV) e ferro

(Ka = 6,405 keV, KB = 7,059 keV, La = 0,705 keV). (208) Nao se observa a presenga de

nitrogénio nem de potdssio. No caso do nitrogénio, a auséncia do sinal correspondente

possivelmente deve-se a pequena quantidade desse elemento que acaba sendo mascarado pelo
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sinal do carbono e do oxigénio, dada a proximidade de suas linhas espectrais (C = 0,277 keV;
N =0,392 keV; O = 0,525 keV). (208) Essa hipodtese ¢ corroborada pela comparagdo com o
espectro de EDS de nanoparticulas de azul da prussia apresentado por Pandey e Panday, (209)
o qual apresenta a linha espectral do nitrogénio muito fraca e quase sobreposta a linha do
carbono.

Segundo Mattos e Lo Gorton, (138) a espécie denominada na literatura como azul da
prussia “insoluvel”, isto &, a forma férrico-ferricianeto Fe’*4[Fe*"(CN)¢]3 apresenta em sua
estrutura 14 moléculas de 4gua em média, de forma que a presenca do sinal correspondente ao
oxigénio indica fortemente a presenga de dgua na estrutura. A auséncia do sinal referente ao
potéssio reforca a tese de que a forma eletrodepositada seja a supracitada. De fato, por meio
de analises de EDS, Lundgren ¢ Murray (210) mostraram que filmes de azul da prussia
formados por eletrodeposi¢do potenciostatica ndo apresentam o K em sua estrutura, o que é
consistente com a forma “insolivel” do azul da prussia. Ainda de acordo com esses autores,
ciclos voltamétricos com eletrodos modificados com azul da prissia causam uma perda de
sitios férricos e a incorporacdo de cations de metais alcalinos. Assim sendo, os resultados
espectroscopicos € voltamétricos obtidos no presente trabalho estdo de acordo com as
observagdes desses autores. (138,209,210) Desse de modo, podemos concluir que a espécie
eletrodepositada foi o azul da prussia “insolavel”, Fe’*4[Fe*"(CN)q]3, passivel de sofrer uma
permuta entre fons férricos e cations de metais alcalinos a medida que os sitios Fe’" so
reduzidos voltametricamente, (211,212) sendo o processo redox controlado pela difusao dos

cations do eletrolito na rede de azul da prussia ligado a superficie do eletrodo. (211)
5.3.6 Desempenho da biocélula a combustivel de uma cimara

Os estudos de polarizacao da biocélula a combustivel em estudo foram feitos através
da variacdo da resisténcia externa (Rex) € registro do potencial elétrico (E) correspondente. A
partir de R e E, os valores de corrente e poténcia foram calculados por meio das Equagdes 10
e 11. As curvas de polarizagdo construidas permitem uma avaliagdo do sistema a partir da
visualizag¢ao dos sobrepotenciais de eletrodos decorrentes de perdas de i) ativagao, ii) 6hmicas
e iii) concentragdo (6,9) como anteriormente apresentado.

A Figura 45 apresenta curvas de polarizacdo e de poténcia representativas de varias
medidas obtidas com a biocélula a combustivel empregando-se o catodo modificado com azul
da prussia em duas diferentes condi¢des: novo (apos a eletrodeposi¢ao) e reativado (através

do uso de perdxido de hidrogénio a 3% apds a realizacao da curva de poténcia).
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Figura 45 - Curvas de polarizacdo ([J) e densidade de poténcia (e) da biocélula
a combustivel de uma cadmara empregando um eletrodo novo (A) e
reativado (B), obtidas usando resistores na faixa de 100 kQ a 1 kQ
em (A) e de 100 kQ a 215 Q em (B). Dados registrados apds 30s
(marcadores preenchidos) e 60s (marcadores sem preenchimento).

Fonte: Do autor.

Os graficos apresentados na Figura 45 evidenciam uma diminui¢do do problema de
perdas de concentracdo, observado nas duas primeiras partes do trabalho. Mesmo utilizando-
se uma faixa mais ampla de resisténcias externas (100 kQ a 1 kQ), a ocorréncia do fendmeno
power overshoot foi menos pronunciada que nos trabalhos anteriores. Essa observagao,
juntamente da maior poténcia gerada, indicam um melhor desempenho dessa arquitetura
frente as duas anteriores e evidenciam um aperfeicoamento da técnica de construgao de MFCs

ao longo do trabalho.
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Os valores maximos de poténcia e corrente obtidos em diferentes testes realizados com

as biocélulas a combustivel estao sumarizados na Tabela 4.

Tabela 6 - P,y € Inax da MFC de uma camara.

PmaxmW m™ Lmax/MmA m>
MEFC

30s 60s 30s 60s
A 70 47 304 181
A 117 81 481 311
B 77 54 320 254
B 58 45 277 232
Média 81 57 346 245
Reativada - A 136 114 519 448
Reativada - B 137 97 633 414
Média 137 106 576 431

Fonte: Do autor.

Considerando que os quatro primeiros testes com a biocélula a combustivel foram
repetigdes do mesmo experimento, os valores médios de poténcia e corrente foram
respectivamente de 80,5 £ 25,6 mW m?’e 345,5 £ 92,1 mA m'2, ap6s 30s de funcionamento
com cada resistor, € de 56,8 + 16,6 mW m? e 244,5 + 53,9 mA m'2, respectivamente, apos 60s
de funcionamento com cada resistor. A duplicata da biocélula apos a reativacao resultou em
136,5 £ 0,71 mW m? de poténcia e 576 = 80,6 mA m™ de corrente (30s) e 105,5 £ 12,0 mW
m™ de poténeia e 431,0 + 24,0 mA m™ de corrente (60s).

A fim de comparacdo, a Tabela 7 sumariza informagdes importantes da literatura

pertinente em que se empregou leveduras como biocatalisadores.
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Tabela 7 - Caracteristicas experimentais obtidas de alguns trabalhos publicados empregando leveduras como

biocatalisadores em MFC.

(continua)
Biocatalisador  Substrato Arquitetura / A’n odo / Mediador / catolito max / > Ref.
membrana / catodo mW m
Frutose, DCl/feltro de carbono/
Candida peptona e Azul de metileno /
0 nafion 117/ feltro de 3 640 (11)
melibiosica extrato de carbono Fe(CN)s
levedura
Candida erlﬁ)(;s;,e DC/bastao de grafite/ Azul de metileno /
melibiosica 5 xgato de ponte salina/ bastédo de Fe(CN)g™ 185 (24)
levedura grafite
Candida DC/feltrq de carbono/ Sem mediador/
o Frutose ponte salina/ feltro de 3 45 (88)
melibiosica Fe(CN)g
carbono
Candida lzni?ns;’e DCl/feltro de Sem mediador/
melibiosica gxg ato do carbono+Ni/ nafion Fe(CN)g” 720 (213)
levedura 117/ feltro de carbono
Hansenula Caldo DC/grafite-PANI- Sem mediador/ 2,9 (214)
anomala nutriente Pt/Nafion 961/grafite Fe(CN)¢” W/m’**
Kluvveromvees DC/ fibra de carbono/
yveromy Glicose membrana catidnica/ HNQ/Fe(CN)g™ 22 3)
marxianus fibra de carbono
Succharomvees DC/feltro de carbono/ Azul de metileno
cerevisi j}e Glicose Nafion/ feltro de (alta concentragio)/ 1500 (55)
carbono Fe(CN)g™
DC/ tecido de carbono/ .
Sacchar.on?y ces Glicose nafion 117/ tecido de Azul de me“}_en"/ 20 (215)
cerevisiae Fe(CN)g
carbono
Saccharomyces . DC/'malha de platina/ Azul de metileno/
.. Glicose nafion 117/ malha de 3 65 (90)
cerevisiae . Fe(CN)g
platina
Sacchar DC/ bastdo de grafite/ Azul de metileno/
a?erjvii??e ces Frutose ponte salina/bastio de Fe(CN)¢” 41 (124)

grafite
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Tabela 7 - Caracteristicas experimentais obtidas de alguns trabalhos publicados empregando leveduras como

biocatalisadores em MFC.

(conclusdo)
Biocatalisador ~ Substrato Arquitetura / A’n odo/ Mediador / catoélito o /_2 Ref.
membrana / catodo mW m
DC/ suporte ceramico .
Sacchargmy ces Glicose grafitizado/ catidnica/ Azul de me“}_e“"/ 130 (58)
cerevisiae Fe(CN)g
papel carbono
Succharomvees DC/ fibra de carbono/
oy Glicose catidnica/ fibra de HNQ/Fe(CN)g™ 22 3)
cerevisiae
carbono
Succharomvees DC/placa de grafite/
oy Glicose nafion 117/ placa de Azul de metileno/O, 2 (54)
cerevisiae
grafite
Succharomvees DC/placa de grafite/
omy Glicose  nafion 117/ placa de Tionina/O, 60 (56)
cerevisiae
grafite
Succharomvees SC/placa de grafite/
omy Xilose teflon/ tecido de Azul de metileno/O, 39 (216)
cerevisiae
carbono + Pt
Succharomvees SC/ papel carbono/
oy Glicose nafion 212/ papel Sem mediador/O, 3 (89)
cerevisiae
carbono + Pt
Succharomvees SC/placa de grafite/
omy Glicose nafion 117/ placa de Sem mediador/O, 25 (149)
cerevisiae
grafite
Fonte: Do autor.
Notas: HNQ: 2-hidroxi-1,4-naftoquinona; DC: duas cadmaras; SC: uma camara; PANI: polianilin. Foram

selecionados apenas os maiores valores de poténcia e os correspondentes substratos.*ndo fornece dados

para conversao em mW m>.

A andlise da Tabela 7 permite concluir que a grande maioria do trabalhos utilizou uma

arquitetura de duas camaras, separadas por membranas cationicas e com diferentes tipos de

eletrodos de grafite. A poténcia gerada com essa arquitetura variou amplamente, desde 2 mW

m~ até 1500 mW m™. Apesar do bom desempenho observado pela poténcia gerada em alguns

desses sistemas, a arquitetura de uma camara ainda ¢ mais interessante do ponto de vista de

sua aplicabilidade pratica. (4,17,23) Foi encontrado um nimero bem menor de trabalhos com

arquitetura de uma cAmara, com poténcia gerada variando entre 3 e 39 mW m™. Apesar da

arquitetura mais simples, o funcionamento dessas biocélulas ¢ sempre reportada utilizando-se
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um catalisador de platina e/ou membrana catidnica, que sdo componentes de maior custo.
Dessa forma, a comparagdo dos valores de poténcia obtidos com a biocélula de uma camara
desenvolvida no presente trabalho com os artigos de mesma arquitetura relacionados na
Tabela 5 apresentou um desempenho consideravelmente superior, apesar da necessidade do
mediador azul de metileno.

A esse respeito, uma questdo importante deve ser considerada. Os resultados
apresentados na Figura 45 e Tabela 6 mostram valores maximos de poténcia mais altos que os
de outros trabalhos que utilizam o mesmo tipo de arquitetura. Isso se deve, em parte, as
diferentes condi¢des experimentais para a constru¢do das curvas de polarizacdo em todos os
trabalhos. Segundo Logan et al, (4) quando a curva de polarizacdo ¢ obtida pela variacdo da
resisténcia externa, os valores de potencial devem ser obtidos apenas quando um estado
pseudo-estacionario tiver sido atingido, o que pode levar varios minutos. Nesse sentido,
Watson e Logan (106) discutem sobre trés diferentes métodos para obten¢do das curvas de
polarizagdo; Winfield ef a/ (166) mostram que a taxa de amostragem de 30s, 1 minuto ou 3
minutos (tempo em que a resisténcia externa fica ligada ao sistema) influencia de maneira
muito significativa o resultado de poténcia gerado, fato também investigado por outros
autores. (217) Dado que um tempo muito longo para obten¢do do estado pseudo-estacionario
pode levar a mudancas na concentragdo do substrato na cdmara anddica, (4) nota-se na
literatura que ndo ha um consenso do tempo ideal de aplicacdo das diferentes resisténcias
externas ao circuito da biocélula, variando desde 30s, (166) minutos, (11,28) até dias, (106)
refor¢ando-se que muitos trabalhos nem fazem mengao a tal informacao. (17,24,67,84) Desse
modo, com os dados de E e I registrados no intervalo de tempo de 30 ou 60 segundos para a
constru¢cdo das curvas de polarizagdo, a poténcia gerada pela biocélula foi maximizada
(Tabela 4) e as perdas de concentragao (power overshot) (28,106,166) previamente discutidas
foram minimizadas (Figura 45).

Os dados apresentados na Figura 45 e Tabela 6 mostraram um expressivo aumento de
70% na poténcia gerada pela biocélula apds a reativacdo do catodo com o perdxido. Esse
aumento pode ser atribuido a dois fatores: i) a reoxidagao do céatodo, e ii) incorporagdao do
H,0, ao agar.

Sobre a reoxidagdo do catodo, os estudos voltamétricos anteriormente apresentados
mostraram a efetividade do filme de branco da prussia na redu¢do do perdxido de hidrogénio
a hidroxila, conforme a Equag¢dao 17. Por consequéncia, o filme de azul da prlssia ¢
regenerado, tornando-se apto novamente a receber os elétrons provenientes da reagdo anddica

conforme explicado no item 5.3.1. A respeito do segundo fator, durante o processo de
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reativagdo do eletrodo ha, muito provavelmente, a absor¢cdo de perdxido pelo agar aderido ao
eletrodo, dada a propriedade do gel de agar absorver até 20 vezes o seu proprio peso em agua
(218) de forma que o perdxido pode também atuar como catolito, sendo reduzido a dgua (E° =

1,78 V): (219)
»H,0, +H +¢ — H,0 (18)

Uma observacdo importante a ser feita ¢ o desprendimento de um gas durante o
processo de reativacao do eletrodo. Evidentemente, esse gas ¢ o oxigé€nio proveniente do
peroxido de hidrogénio, e que pode ser atribuido a dois fatores: desproporcionamento do
peroxido e acdo do perdxido como agente redutor. De acordo com Shriver e Atkins, (219) o
desproporcionamento do perdxido na presenga de Fe’™ pode ser equacionado da seguinte

maneira: (Equacdes 19 - 21)

2Fe*” + H,0, > 2Fe* + 0, + 2H" (19)

2Fe*" + H,0, + 2H' > 2F¢’" 2H,0 (20)

De forma que a reagdo global ¢ a decomposi¢ao do H,O, (Equagdo 21):
2H,0, - 0O, + 2H,0 (21)

A reacdo de desproporcionamento ¢ lenta, mas pode se tornar explosiva quando
catalisada por uma superficie metdlica ou por alcalis dissolvidos a partir do vidro do frasco de
armazenagem. Esses mesmos autores (219) mostraram ainda, por meio de célculos
termodindmicos, que o Fe’™ é um catalisador altamente efetivo para o desproporcionamento
do H,0O,. Em concordancia com Itaya et al (137) como previamente discutido, essa sequéncia

de reacdes parecem bastante razoaveis para explicar o desprendimento de oxigénio.
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O segundo fator, isto €, a agdo do perdxido como agente redutor ¢ uma hipotese menos
provavel, pois hd a necessidade de meio alcalino para que a reagdo aconteca (Equagdo 22):

(219,220)

O, + H,O + 2¢ — H,0, + 20H" (22)
E’=+0,15V

Desse modo, como a oxidacdo do peroxido de hidrogénio em meio alcalino formando
oxigénio e agua possui potencial negativo, constitui um processo termodinamicamente

desfavoravel.
5.3.7 Aplicac¢io

Devido aos resultados satisfatorios obtidos com a MFC de uma camara, quando
comparados a literatura (Tabela 7), foi avaliada a possibilidade de se usar levedura descartada
durante a fase de fermentacdo do processo de produgdo de uma cervejaria local como
biocatalisador.

A levedura cervejeira faz parte do efluente de cervejaria, que tem sido explorado como
substrato para células a combustivel microbianas (213,221-223) por suas caracteristicas
favoraveis a adaptagdo dos micro-organismos e producdo de energia, tais como alta carga de
matéria orgdnica dissolvida (tipicamente entre 3000-5000 mg de DQO L), baixa
concentracdo de N amoniacal (que age como um inibidor) e a auséncia de substancias toxicas
para os micro-organismos. (76) O grupo de trabalho de Wang e Feng (221,223) relatou a
produgdo de até 205 mW m™ (223) e 483 mW m™ (221) de poténcia e redugdo da carga
organica do efluente empregando arquitetura de uma camara com catalisador catédico de
platina.

Nesse sentido, a producdo de energia da biocélula a combustivel com catodo sélido
utilizando residuo de cervejaria foi avaliada por meio de curvas de polarizagdo. O excesso de
levedura descartado durante a fase de fermentacdo foi empregado como in6culo, nas mesmas

condigdes experimentais dos testes anteriores. Os resultados sdo apresentados na Figura 46.
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Figura 46 - Curvas de polarizagdo (M) e densidade de poténcia (e) da biocélula a
combustivel de uma camara empregando residuo de cervejaria
(levedura) como inéculo, obtidas usando resistores na faixa de 100 kQ
a 1 kQ. Dados registrados apos 30s (marcadores preenchidos) e 60s
(marcadores sem preenchimento).

Fonte: Do autor.

O resultado de poténcia obtido igual a 67,5 + 7,8 mW m™ mostra que a arquitetura de
baixo custo desenvolvida tem potencial aplicacdo para geracao de energia com esse tipo de
efluente. Levando em consideragdo que a maior producdo de energia relatada por outros
trabalhos na literatura (221-223) requereu a utiliza¢ao de platina como catalisador catddico, a
nova arquitetura desenvolvida reduz significativamente o custo do sistema, de modo que a

relagdo custo-beneficio pode tornar-se muito vantajosa.

5.3.8 Conclusao parcial

A arquitetura desenvolvida eliminou os contatos elétricos metélicos, substituiu o
catalisador catodico de platina pelo azul da prussia e as membranas por uma ponte salina,
comprovando as hipoteses 1 e iv. Foram usados eletrodos de malha de carbono dispostos de
forma a permitir a miniaturizacao do dispositivo e azul de metileno como mediador de
transferéncia eletronica. E essencialmente uma prova de conceito pois, diferentemente de
outros dispositivos de baixo custo, (124,224) foi construida de tal forma a permitir uma facil
adaptacdo a diferentes condi¢des experimentais, como por exemplo, outros tipos de micro-
organismos e substratos. Devido o foco dessa terceira parte do trabalho ser a arquitetura e nao
a microbiota, utilizamos a levedura de padaria e o azul de metileno pela simplicidade de

manipulacdo, e pela razoavel quantidade de energia gerada nesse modelo. Os resultados
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mostraram que o azul da prussia eletrodepositado no catodo atuou como um satisfatorio
receptor de elétrons, passivel de ser reoxidado por peréxido de hidrogénio, composto cujas
reagoes cataliticas de oxidagdo e redugao foram demonstradas. Nao houve atividade catalitica
de reducao do oxigénio. Por fim, a poténcia gerada pelo novo sistema apresentou valores
superiores aos relatados na literatura, quando considerados o tipo de micro-organismo e
arquitetura. Quando aplicada a producdo de energia a partir de residuo de cervejaria, o
resultado obtido foi menor que o de outros trabalhos, porém a relacao custo-beneficio ainda
mostrou-se significativamente favoravel a arquitetura desenvolvida, visto que dispensa a
utilizagdo de platina como catalisador catodico. Nesse sentido, adaptacdes ao modelo
construido poderiam auxiliar em sistemas continuos de tratamento de efluentes e geragdo de

energia.
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6 CONCLUSOES

Nessa tese foram desenvolvidas trés tipos de biocélulas a combustivel independentes,

porém estritamente relacionadas (Tabela 8).

Tabela 8 - Resumo dos resultados obtidos com as biocélulas a combustivel desenvolvidas nesta tese.

Micro- Poténcia /
Biocélula Arquitetura Substrato 5
organismo mW m’
Frutose 41
Glicose 38
Saccharomyces Sacarose 34
1 Duas camaras
cerevisiae Glicose / citrato 27
Glicose / N, 14
Glicose / O, 33
54 (na
presenca de
) ] Acglcar mascavo )
Microbiota de ‘ mediador)
2 Duas camaras (predominantemente
kefir 3 (na
sacarose) .
auséncia de
mediador)
81 (30,
eletrodo
Saccharomyces . novo)
Glicose
cerevisiae 137 (30 s,
eletrodo
3 Uma camara ‘
reativado)
Saccharomyces
68 (30 s,
cerevisiae
Glicose eletrodo
(residuo de
novo)

cervejaria)

Fonte: Do autor.
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De maneira geral, os estudos foram conduzidos pelos principios da Quimica Verde

(225) e pela opcao de materiais de baixo custo e facil aquisi¢do. Nessa linha, optou-se pela

utilizacdo de micro-organismos seguros (S. cerevisiae ou consoércio microbiano de kefir),

eletrodos de grafite ou de malha de carbono, ponte salina a base de agar e KCI, bem como

arquitetura de duas camaras (duas primeiras partes do trabalho) ou de uma camara (terceira

parte). Seguem-se as conclusdes gerais.

Primeira parte: Biocélula a combustivel de baixo custo como ferramenta de ensino.

a)

b)

d)

na primeira parte foi mostrado que a tecnologia de biocélulas a combustivel pode
ser uma ferramenta til para o ensino de Quimica e Bioquimica;

os experimentos foram elaborados de modo a permitir a realizagao dos testes dentro
do tempo usual de uma ou duas aulas praticas experimentais. Através da
monitoragdo da diferenca de potencial elétrico ao longo da fermentacdo, varios
parametros qualitativos quimicos e bioquimicos puderam ser avaliados. Entre eles,
a viabilidade celular e a presenca do mediador azul de metileno tiveram um efeito
muito significativo sobre o potencial gerado pelo sistema, sendo a concentragdo
inicial de levedura na cAmara anodica igual a 32 mg mL™"' a mais adequada para a
condugdo dos experimentos;

a avaliacdo de diferentes substratos (glicose, frutose e sacarose) utilizados como
combustivel mostrou que o metabolismo da frutose foi responsavel pela maior
diferenca de potencial gerada, fato atribuido aos mecanismos bioquimicos
chamados Efeito Crabtree e sequestro de fosfato;

os resultados obtidos com esse conjunto de testes indicaram que a resposta elétrica
da biocélula a combustivel ¢ dependente da atividade metabdlica do micro-
organismo;

citrato e oxigénio causaram uma diminui¢do da variagdo de potencial elétrico da
biocélula a combustivel, atribuida ao efeito inibitério do citrato sobre a enzima
fosfofrutoquinase-1 e a competicdo entre o oxigénio ¢ o mediador pelos elétrons
produzidos durante a atividade metabolica;

os resultados experimentais relativos ao fracionamento celular mostraram que a
fragdo sobrenadante (contetido intracelular) causou a descoloracdo do mediador
azul de metileno e um aumento na resposta elétrica muito mais pronunciado que a

fracdo contendo os fragmentos de membranas, sugerindo que reducdo do mediador
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seja causada pela atividade enzimatica intracelular e ndo por compostos redox
confinados a superficie das membranas;

g) os resultados obtidos com as curvas de poténcia e polarizacdo foram concordantes
com os resultados qualitativos sinalizados pelos ensaios anteriores. A maior
poténcia (41 + 0,3 mW m™) foi obtida utilizando frutose como substrato, seguida
pelo resultado obtido com glicose (38 = 1 mW m™). O efeito inibitério do citrato foi
observado substituindo-se o sistema tamponante, evidenciado pelo resultado de 27
+ 0, mW m™, e a menor poténcia gerada (3,3 + 0,3 mW m™) ocorreu no sistema

totalmente aerdbico, como teoricamente esperado.

Segunda parte: Avaliacio do consércio microbiano kefir como novo biocatalisador

anodico em MFC.

a) na segunda parte do trabalho foi empregada uma arquitetura semelhante para
avaliacdo do kefir como biocatalisador anodico em biocélula a combustivel ao
longo de 72h de fermentacao. O principal achado desse trabalho foi obtido através
de medidas fisico-quimicas, que demonstraram o efeito do azul de metileno sobre o
metabolismo microbiano, fato atribuido a interagao mediador-NADH;

b) o desempenho de biocélulas contendo ou ndo azul de metileno foram comparados
por meio de curvas de poténcia e polarizacdo, confirmando a necessidade do
mediador para a maior geracao de poténcia elétrica;

¢) o valor maximo obtido foi de 54 mW m™ depois de 24h de fermentacio, no sistema
agitado (100 rpm) contendo mediador;

d) a agitagdo do anolito favoreceu o fluxo de reagentes e produtos no eletrodo,
reduzindo as perdas de transferéncia de massa, e com isso resultando no aumento
da poténcia gerada;

e) o mecanismo de transferéncia eletronica do azul de metileno foi controlado por
difusdo (relacdo linear entre I, € v %),

f) nas curvas de poténcia e polarizacao obtidas no sistema estatico foi observado um
expressivo efeito “power overshot”, caracterizado por uma queda acentuada do
potencial em maiores densidades de corrente, que foi reduzido mas nao eliminado
com a agita¢cdo do andlito a 100 rpm durante a realizacao da curva de polarizacao;

g) no sistema estatico a poténcia gerada apos 24h de fermentagdo foi praticamente a

mesma obtida na primeira parte do trabalho com os substratos glicose e sacarose;
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h) a constatagdo de que variacdo da viscosidade ao longo de 72h de fermentagdo nao
apresentou diferenga estatistica significativa foi atribuida ao pequeno consumo de
acucares pelo kefir (12-15%) durante o tempo avaliado, conforme determinado
quantitativamente pelo método DNS;

1) a cromatografia em papel mostrou que a sacarose presente no caldo fermentativo
foi hidrolisada pelas cepas dos micro-organismos presentes no kefir, produzindo
frutose e glicose, sendo esta ultima consumida preferencialmente;

j) como esperado, a queda do pH ao longo da fermentagdo foi acompanhada pelo
aumento da acidez total titulavel, em que o sistema sem mediador apresentou maior
acidez e menor consumo de acucares (evidenciado pelo método DNS), sugerindo
maior eficiéncia de consumo de agtcares pelo metabolismo celular na auséncia do
mediador;

k) a contagem total de micro-organismos revelou um perfil caracteristico de
crescimento microbiano, € a maior poténcia gerada foi obtida em paralelo a0 maior
aumento do numero de coldnias;

1) os estudos voltamétricos nao identificaram a presenca de nenhum tipo de mediador
exdgeno, justificando a necessidade de adi¢do do azul de metileno para se favorecer
a transferéncia eletronica;

m)houve um aumento na concentracdo da leuco-forma do mediador em fungdo do
tempo de fermentacdo. A partir da variagdo dos potenciais de pico anoddico e
catodico, sugeriu-se um processo eletroquimico quasi-reversivel para as moléculas
de azul de metileno;

n) os estudos espectrofotométricos confirmaram o aumento da concentragao da leuco-

forma do mediador ao longo da fermentagao.

Terceira parte: Desenvolvimento de novo modelo de arquitetura de uma cimara e estudo

do catalisador catodico.

Enquanto nos dois primeiros trabalhos os estudos avaliaram principalmente a
microbiota e o anodo/andlito, na terceira parte do trabalho o foco foi a arquitetura e o catodo.

a) as propriedades eletroquimicas do hexacianoferrato férrico (azul da prussia) foram

exploradas pela eletrodeposicdo desse composto de coordenagdo sobre malha de

carbono, o que permitiu a obtencao de um catodo em estado solido de baixo custo,

de facil preparo e reativagao;
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b) a arquitetura de uma camara empregou ainda conexdes hidrdulicas comerciais
comuns para a montagem do compartimento anodico, reduzindo o custo dos
materiais necessarios para a construg¢ao do dispositivo;

c) a eletrodeposicao do azul da prussia com a aplicacdo de 0,4 V vs. Ag/AgCl por
600s ao eletrodo de trabalho imerso em uma solugdo contendo Fe'* e Fe(CN)g>
resultou em eletrodos com boa estabilidade durante sucessivos ciclos voltamétricos,
e em niveis comparaveis aos de outros trabalhos da literatura;

d) os testes voltamétricos e eletroliticos mostraram que o funcionamento da biocélula
a combustivel de uma camara causa a reducdo do azul da prissia a branco da
prussia;

e) a avaliacdo qualitativa de aspectos cinéticos inerentes ao eletrodo modificado feita
por voltametria ciclica revelou um mecanismo redox de controle difusional
decorrente da intercalagio dos ions K™ na estrutura do azul da prassia e um
comportamento quasi-reversivel do sistema;

f) a caracterizagdo morfologica do eletrodo antes e depois da eletrodeposicao
confirmou a formacdo de um filme de Fe3+4[FeZ+(CN)6]3, em concordancia com o
método de eletrodeposicao empregado;

g) o azul da prussia eletrodepositado ndao apresentou atividade catalitica para a
reducdo do oxigénio;

h) por outro lado, os resultados voltamétricos mostraram que as reagdes de oxidacao e
redugdo do perdoxido de hidrogénio podem ser catalisadas pelo eletrodo modificado;

1) a catalise de oxi-reducdo do perdxido pelo azul da prussia foi explorada para
reativacdo do eletrodo apds o funcionamento da biocélula a combustivel, resultando
num aumento expressivo na poténcia gerada, causado provavelmente pela oxidacao
do branco da prussia a azul da prussia (renovando o eletrodo) e pela absorcao de
peroxido pelo agar da ponte salina;

j) o valor maximo de poténcia foi de 136,5 mW m™, obtido com o eletrodo reativado
e tempo de leitura de 30s. Esse valor foi significativamente maior que de outros
trabalhos na literatura empregando arquitetura de uma camara e leveduras como
biocatalisadores, com a ressalva da diferenca dos tempos para a constru¢do da
curva de poténcia;

k) os resultados obtidos com residuo de cervejaria como indculo para a MFC de uma

cAmara e catodo solido resultou na producdo de 67,5 + 7.8 mW m™ sugerindo uma
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aplicabilidade a se explorar para a nova arquitetura de MFC de baixo custo

construida.

Em conjunto, os estudos realizados nesse trabalho mostraram a utilidade das
biocélulas a combustivel como ferramenta didatica para o ensino, a possibilidade de uso do
kefir como biocatalisador anddico e uma simplificagdo desenvolvida para arquitetura de uma

29 C¢

camara, valendo-se dos principios da Quimica Verde (225) relacionados a “catalise”, “uso de
fontes renovaveis de energia” e “eficiéncia energética”, temas muito recorrentes e de grande

interesse no contexto cientifico atual.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Esse trabalho iniciou uma linha de pesquisa junto ao Laboratorio de Bioquimica da
UNIFAL-MG. Nesse sentido, ha diversas frentes de trabalho que poderdao ser implementadas
e melhoradas no futuro, como por exemplo, a arquitetura, o separador (eletrolito), a
transferéncia eletronica, a microbiota, e parametros de caracterizagdo do sistema, além do
valor de poténcia.

A arquitetura de uma camara desenvolvida podera ser melhorada através da
otimizacdo da eletrodeposicdo do catalisador de ferro. Uma vez que o catalisador de platina
tem alto custo, espera-se que a modificacdo de parametros quimicos e eletroquimicos permita
a obten¢do de uma estrutura quimica de azul da prassia que catalise a redugdo do oxigénio
(125,127) para o funcionamento continuo e por mais tempo da biocélula a combustivel. O
agar/KCl utilizado como separador apresenta baixa resisténcia mecéanica e pode sofrer
desidratacdo na auséncia de anolito, causando vazamentos. Essas caracteristicas constituem
uma limitagdo a utilizacao desse tipo de arquitetura em sistemas continuos de tratamento de
efluentes e geracdo de energia, (23,165) mas podem ser corrigidas com a utilizacdo de outros
tipos de separadores, como por exemplo, membranas cerdmicas de baixo custo. (224)

A utilizagdo do mediador azul de metileno favorece a transferéncia eletronica e
confere um apelo didatico muito interessante, devido as mudancas de coloracdo sofridas
durante o funcionamento e a simplificacdao da interpretacao do fenomeno ao estudante, porém
sua utilizacdo constitui uma limitacao a utilizagdo da biocélula a combustivel nos sistemas
supracitados. Dessa forma, o emprego de meios fermentativos que favorecam a producdo de
mediadores endogenos pelas cepas podera contribuir para o aumento da poténcia gerada e
simplificacdo do sistema que utilizou o kefir, por exemplo.

A capacidade que alguns tipos de micro-organismos tém de promover a transferéncia
eletronica direta também ¢ um campo de pesquisa muito promissor, que, entretanto, ndo foi
explorado nesse trabalho. Mesmo colonias mistas obtidas a partir de amostras retiradas de
efluentes domésticos ou de estacdes de tratamento apresentam essa propriedade, (17,166)
sendo uma alternativa muito atraente para os estudos futuros, quando comparada a micro-
organismos reconhecidamente capazes de promover a transferéncia eletronica direta. (49,71)

Por fim, os pardmetros relativos a remocao de carbono total, as demandas quimica e
bioquimica de oxigé€nio, bem como a eficiéncia coulémbica, deverdo fazer parte dos

protocolos de caracterizacao dos futuros sistemas.
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ABSTRACT

This paper describes the construction and characterization of a biofuel cell with low-cost materials.
The system uses the baker’s yeast (Saccharomyces cerevisiae) as the microorganism responsible for
the generation of voltage, whose interaction with the electrode is mediated by methylene blue.
Simple experiments are proposed to evaluate the effects of different substrates, inhibitors and
cell viability, improving both the knowledge of the system as well as metabolic pathway
concepts to the student. The proposed device was able to generate a power density of 41+
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0.3 mW m~2, similar to those obtained with yeast-based biofuel cells. The low cost and easily
acquisition of materials described allow the introduction of biofuel cell theme in different

teaching levels, from high school to the college level.
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Introduction

Biological fuel cells, commonly named biofuel cells, are
devices similar to conventional fuel cells, but use bioca-
talysts for the conversion of chemical energy into electri-
cal energy (7) instead. As in any galvanic cell, the
electrical work occurs whenever electrons flow from
the anode to the cathode. In the case of two-chamber
biofuel cell, electrons released by the oxidation of an
organic substrate in the anode chamber causes a
reduction of an oxidizing agent in the cathode compart-
ment, such as oxygen or ferricyanide (2, 3). The circuit is
completed by migration of generated protons through
the electrolyte, to ensure charge balance. Figure 1
shows a general scheme of a biofuel cell.

These devices are classified according to the biocata-
lyst, as microbial or enzymatic biofuel cell. In the latter
group, the electrodes are modified with enzymes to

catalyze the oxidation reaction of specific substrates
(4, 5), although the complete oxidation of a substrate
can be achieved by the combination of several
enzymes. For instance, Sokic-Lazic and Minteer (6)
modified an anode of a biofuel cell with 11 enzymes in
order to mimic the citric acid cycle, and showed that
there was an increased efficiency of enzyme biofuel
cell whenever the enzymes involved in ethanol oxidation
were immobilized in series, according to Equations (1)
and (2):

CH3CH20H + 2NAD+ alcohol dehydrogenase CH3CHO

+ 2NADH,

CH3CHO +H,0
+ 2NAD+ aldehyde dehydrogenase CH3COOH + 2NADH. (2)
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Abstract

This work describes the construction of a biofuel cell from low-cost materials and their use in college and
undergraduate practical classes. The system employs the baker's yeast (Saccharomyces cerevisiae) as micro-
organism responsible for the generation of electric potential, whose interaction with the electrode is mediated by
methylene blue. Simple experiments are proposed to evaluate the effects of different substrates, inhibitors and cell
viability, improving both the knowledge of the system as metabolic pathway concepts. The concepts related to
biofuel cells, such as applications, mechanisms and limitations were worked in four biochemical undergraduate
classes for a Chemistry Course students at the Federal University of Alfenas (UNIFAL-MG).

Keywords: biofuel cells; green chemistry; metabolic pathway.

Resumo

Esse trabalho descreve a construgdo de uma biocelula a combustivel a partir de materiais de baixo custo e seu
uso em aulas praticas de graduagdo. O sistema emprega a levedura de padaria (Saccharomyces cerevisiae) como
micro-organismo responsavel pela geragdo de potencial, cuja interagdo com o eletrodo é mediada por azul de
metileno. Foram propostos experimentos simples para avaliar os efeitos de diferentes substratos, inibidores e
viabilidade celular, que permitiram maior conhecimento do sistema bem como conceitos relacionados a vias
metabdlicas. Conceitos relacionados as biocélulas a combustivel tais como aplicagdes, mecanismos e limitagdes
foram trabalhados em duas aulas praticas de bioquimica com estudantes do Curso de Graduagdo em Quimica da
Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG).

Palavras-chave: biocélulas a combustivel; quimica verde; vias metabdlicas
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APENDICE C - Biocélulas a combustivel - Elaboragio e aplicagdo de roteiros de aulas

praticas.

Alguns experimentos descritos no corpo desta tese (construg¢do de uma MFC e
producao de energia elétrica, viabilidade celular, efeito de citrato e de diferentes substratos
sobre o potencial da biocélula) foram adaptados para potencial aplicagdo no Ensino sobre o
tema. Nesse sentido, foram elaborados dois roteiros complementares para um periodo usual
de uma aula pratica cada (60 min), contendo materiais e reagentes, protocolos, esquemas e

questionario, como segue:

Roteiro para aula pratica 1:

Aula pratica de bioquimica
Professor: José Mauricio S. F. Silva
Estagiario: Gustavo Silveira
Assunto: constru¢cdo de uma biocélula a combustivel de baixo custo.

Introducao

Uma biocélula a combustivel ¢ um dispositivo eletroquimico que permite obter energia elétrica a partir da ac@o
metabdlica de micro-organismos. Semelhantemente a pilhas e baterias, essas engenhocas sdo constituidas por
uma camara anddica (onde ocorre a oxida¢do da matéria organica devido a a¢do dos micro-organismos), por
uma camara catodica (local de reducao do receptor dos elétrons), € por uma membrana semipermeavel, que
permite o equilibrio idnico nas duas cAmaras.

I

ze-(

L o glucose arfode cathodpY o,
Hidrogénio Oxigénio (ar) | — 2
o——sH,® © 0; —e ™~ L/
N 13 H, >2H*+ 2e- 0, +4H* 4 4e—>2H,0
Zn?* | Cu?t | —
: microorganis P H— N
Pilha de R g H HZO
Daniell Anodo Catodo membrane
CO,
Pilha comum Célula a combustivel Biocélula a combustivel

Enquanto as células a combustivel de O2/H2 requerem a catalise proporcionada por metais nobres ¢ uma
temperatura de operagdo proxima a 80°C, as biocélulas usam o efeito catalitico das enzimas produzidas pelos
micro-organismos, além de trabalhar em temperaturas mais brandas.

Material necessario

2 eletrodos de grafite; 1 ponte salina de KCI 1,5 M + Agar 2%
2 béqueres de 25 mL Glicose

S. cerevisiae (fermento biologico granulado) Multimetro

Solugdo de azul de metileno (AM) 10 mM Solugdo salina + PBS pH 7,0

Solucdo de ferricianeto de potassio 25 mM em salina e PBS pH 7,0

Montagem do experimento

A configuragdo da célula eletroquimica sera desenhada na lousa.

Ordem dos experimentos: a adicio dos reagentes sera feita sempre na cimara anddica. Entre os
experimentos, aguardar entre S e 10 minutos a estabilizaciio do potencial.
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Grupo 1 (levedura viva) Grupo 2 (levedura inativada)

a) Salina a) Salina

b) Glicose 1% + 2 mL de AM 10 mM b) Glicose 1% + 2 mL de AM 10 mM
¢) S. cerevisiae ressuspendido em salina ¢) S. cerevisiae inativada

Preparo da levedura: 0,8g + 2 mL de salina. Ressuspender em salina e pipetar cuidadosamente 2 mL.
Inativacdo: fazer a suspensao acima e ferver em banho-maria por 15 minutos.

Questdes para discussio:

1) Quais a meias-rea¢des que acontecem nas camaras anddicas e catodicas?

2) Quais as possiveis explicagdes para a geracao de potencial?

3) Quais sdo os mecanismos envolvidos na transferéncia eletronica?

4) Possiveis aplicagdes.

Bibliografia sugerida:
Pilhas de combustiveis microbianas utilizadas na produgdo de eletricidade a partir de rejeitos organicos: uma
perspectiva de futuro. Quimica nova, v. 33, p. 1773-1778, 2010.

Influence of artificial mediators on yeast-based fuel cell performance. Journal of bioscience and
bioengeneering, v. 112, p. 379-387, 2011.

Performance of a Yeast-mediated Biological Fuel Cell. International Journal of Molecular Sciences, v. 9, 1893-
1907, 2008.

Roteiro para aula pratica 2:

Aula pratica de bioquimica
Professor: José Mauricio S. F. Silva
Estagiario: Gustavo Silveira
Assunto: estudo metabdlico empregando uma biocélula de baixo custo.

Introducao

Como visto na primeira aula pratica sobre biocélula a combustivel, podemos obter energia elétrica a partir da
acdo metabolica de microorganismos. Nessa aula pratica, analisaremos o efeito de diferentes fontes de carbono
sobre a produgdo de eletricidade a partir da biocélula.

Catodo
-Solucdo de ferricianeto

Anodo

-Fonte de carbono;

arfode cathodg
-Solugio do eletrélito (20 mL) glucose | 11 ©: (20 mL).
-2 mL de azul de metileno
-2 mL de suspensio de 1
fermento. microorganis H+—H— \HAO

membrane

co,

Biocélula a combustivel

Material necessario (ja preparado):

2 eletrodos de grafite; 1 ponte salina de KCI 1,5 M + Agar 2%,

2 béqueres de 25 mL Solugdo de azul de metileno (AM) 10 mM
Fermento bioldgico Solugdo salina + tampao citrato pH 7,0
Glicose, frutose e sacarose Solugdo salina + PBS pH 7,0

Solugdo de ferricianeto de potassio 25 mM em salina e PBS pH 7,0

Multimetro

Procedimento:
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1. Montar a biocélula conforme a configuragao eletroquimica desenhada acima.

2. Em um béquer, pesar a quantidade indicada de carboidrato abaixo (dependente do grupo de trabalho), e
dissolver em 20 mL do eletrdlito adequado.

3. Adicionar 2 mL de azul de metileno.

Grupos e fontes de carboidratos e solugdes tampao:
Serdo montados quatro experimentos diferentes, uma para cada grupo, variando-se a fonte de carbono ou o
tampao:

Grupo 1: glicose (tampao fosfato) — 0,400 g.
Grupo 2: glicose (tampao citrato) — 0,400 g.
Grupo 3: sacarose (tampao fosfato) — 0,381 g.
Grupo 4: frutose (tampao fosfato) — 0,400 g.

4. No outro béquer, adicionar 20 mL de solucdo de ferricianeto de potassio.

5. Colocar a ponte salina.

6. Colocar os eletrodos e ligar as pontas de prova do multimetro (cabo preto no anodo e cabo vermelho no
catodo).

7. Aguardar a estabilizagdo do sinal elétrico por 3 min e anotar o potencial.

8. Adicionar 2 mL de uma suspensio de levedura a 40% na cdmara anddica.

9. Anotar o potencial elétrico de 5 em 5 minutos até o tempo de 40 minutos.

10.Construir um grafico de tempo (min) por diferenga de potencial (mV).

11. De posse do mapa metabolico, tente interpretar os resultados globais (de todos os grupos).

Questdes para discussio:

1) Considerando que o potencial seja uma estimativa da atividade metabolica, qual dos actcares ¢
metabolizado mais rapidamente? Por qué?

2) E qual é metabolizado mais lentamente ? Por qué ?

3) Os grupos 1 e 2 utilizaram o mesmo combustivel (glicose), mas tipos diferentes de tampdes. Houve
diferenca nos resultados? Explique as possiveis causas levando em consideragdo as vias metabolicas.

4) Os resultados obtidos estdo de acordo com o esperado sob o ponto de vista bioquimico ?

5) Observe as cores dos béqueres contendo a suspensio contendo o anélito (com leveduras). O que vocé
pode concluir sobre a causa dessa observagao ?
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Abstract Kefir, acombined consortium of bacteria and yeast encapsulated by a polymeric matrix
of exopolysaccharides, was used as anodic biocatalyst in a two-chamber microbial fuel cell
(MFC). Fermentation was followed during 72 h and polarization curves were obtained from
linear sweep voltammetry. The effect of methylene blue as charge-transfer mediator in the kefir
metabolism was evaluated. UV/Vis spectrophotometry and cyclic voltammetry were applied to
evaluate the redox state of the mediator and to characterize the electrochemical activity, whereas
current interruption was used for internal resistance determination. Aiming to establish a relation-
ship between the microbial development inside the anodic chamber with the generated power in
the MFC, total titratable acidity, pH, viscosity, carbohydrate assimilation, and microbial counting
were assayed. The kefir-based MFC demonstrated a maximum power density of 54 mW m > after
24 h fermentation, revealing the potential use of kefir as a biocatalyst for microbial fuel cells.

Keywords Microbial fuel cell - Microbial consortia - Kefir- Methylene blue - Power curves

Introduction

Alternative sources of energy have been searched worldwide for centuries due to energy demands
and environmental concerns. Solar and wind energies are inserted into the energetic matrix of
several countries, whereas others have been applied more properly in lower scales of renewable
energy, as biological fuel cells, both enzymatic or microbial. Microbial power devices hold great
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