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RESUMO

O desenvolvimento de tecnologias para a obtencdo de energias
renovaveis tem recebido crescente atencdo nos dias atuais. Células a
combustivel microbianas (CCMs) sao dispositivos bioeletroquimicos que
utilizam microrganismos sob condi¢cdes anaerdbicas para catalisar reacdes
redox em compostos organicos visando geracao de energia elétrica. Pesquisas
recentes estao voltadas para otimizar o desempenho e a eficiéncia das CCMs.
Um dos desafios é a necessidade de se testar novos materiais condutores
como eletrodos visando aumentar o potencial elétrico destes dispositivos. O
polipirrol € um polimero organico condutor que possui boa condutividade
elétrica, elevada é&rea superficial, biocompatibilidade e baixo custo. Neste
trabalho foi construida uma CCM de dupla camara para a geracdo de energia
elétrica a partir da degradacdo de glucose por Escherichia coli. Foram
avaliados 2 tipos de eletrodos: um de grafite, normalmente utilizado em estudos
com CCMs, outro de grafite modificado pela eletrodeposicdo de polipirrol,
obtido apds sintese. A diferenca de potencial foi verificada utilizando um
multimetro data logger ligado em série com a CCM e conectado a um
computador para a aquisicdo de dados em tempo real. Para avaliacdo da
formacédo de biofilme na superficie dos eletrodos foi utilizada a técnica de
microscopia eletrénica de varredura (MEV). As CCMs apresentaram valores de
densidade de poténcia que variaram entre 15 mW.m™, no experimento com
eletrodo de grafite e 20 mW.m™, obtida no experimento utilizando eletrodo de
grafite com polipirrol. Com a modificagdo da superficie de um eletrodo de
grafite pela adicdo do polipirrol foi possivel observar um incremento de
atividade elétrica e aumento de area superficial do eletrodo. Em termos da
eficiéncia da célula foi possivel observar um acréscimo em termos de eficiéncia
coulombica no sistema contendo polipirrol (17,18%) em relacéo ao sistema que
nao possuia (7,31%), o que representa um melhor aproveitamento dos elétrons
do substrato que podem de fato ser convertidos em energia elétrica. Portanto,
foi mostrado que o eletrodo de grafite modificado pela eletrodeposicdo de
polipirrol pode ser uma alternativa viavel e proveitosa para uso em CCMs.

Palavras-chave: Célula a combustivel microbiana (CCM). Escherichia coli.
Polipirrol.



ABSTRACT

The development of technologies to obtain renewable energy has received
increasing attention nowadays. Microbial fuel cells (MFC) are chemical devices
that uses microorganisms under anaerobic conditions to catalyze redox
reactions in organic compounds for electricity generation. Recent research is
focused to optimize the performance and efficiency of MFCs. One challenge is
the need to test new conductive materials as electrodes in order to increase the
electric potential in these devices. Polypyrrole is a conductive organic polymer
which presents good electrical conductivity, high surface area, low cost and also
biocompatibility. In this work, a double chamber MFC was built to generate
electricity from glucose degradation by Escherichia coli. We assessed two types
of electrodes: a graphite one, normally used in studies with MFCs, and graphite
modified by electrodeposition of polypyrrole, obtained after synthesis. The
potential difference was recorded using a data logger multimeter connected in
series with the MFC and connected to a computer to obtain data in real time.
For evaluation of biofilm formation on the surface of the electrodes scanning
electron microscopy (SEM) was carried out. The MFCs had power density
values ranging from 15 MW.m-?, in the experiment using graphite electrode 20
and MW.m-?in the experiment using graphite electrode with polypyrrole. By the
modification of the graphite surface with polypyrrole it was observed an
increase in electrical activity and increased surface area of the electrode. In
terms of cell efficiency, it was possible to observe an increased coulombic
efficiency in the system containing polypyrrole (17.18%) compared with the
system that lacked (7.31%), representing an improvement in flow of electrons
from the substrate that can be converted into electricity. Therefore, it was
shown in this work that the graphite electrode modified by electrodeposition of
polypyrrole can be a viable and profitable alternative for use in MCC.

Keywords: Microbial fuel cell (MFC), Escherichia coli, Polypyrrole.
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1 INTRODUCAO

O déficit energético mundial vem preocupando a comunidade cientifica
e governos de todos os paises de forma significante. Nos ultimos 240 anos e
ainda hoje, a matriz energética fundamental no mundo tem sido baseada nos
combustiveis fosseis (carvao, petréleo e gas natural), quer pela industria, pelo
transporte ou mesmo uso doméstico. Até mesmo a energia elétrica gerada nas
termoelétricas em diversos paises tem como principal matéria prima
combustiveis fosseis. Esta situacdo foi originada pelos precos acessiveis,
facilidade de utilizacdo e pelo aparente senso de inesgotabilidade desse
recurso que se manteve ao longo dos anos. Como resultado de seu uso
descontrolado se originam diversos impactos ambientais como, por exemplo, o
aumento na temperatura global devido ao aumento das emissfes de gases de
efeito estufa. Esse aumento nas temperaturas globais e a nova composicao da
atmosfera desencadeiam alteracbes importantes em praticamente todos os
sistemas quimicos, fisicos e bioldgicos, incluindo os ciclos naturais da Terra.
Tais consequéncias desestruturam os ecossistemas em larga escala, gerando
por consequéncia problemas sérios para a biodiversidade, para a producao de
alimentos, suprimento de agua e a producdo de bens diversos para a
humanidade.

O surgimento de fontes de energias renovaveis tem importancia
fundamental no enfrentamento dessas questdes, visando ao mesmo tempo
diminuir a dependéncia dos combustiveis fésseis, ser sustentavel e diminuir os
impactos causados ao ambiente e sociedade em tempos de elevada demanda
energética. Energia e ambiente sdo duas faces fundamentais do mesmo
problema: a sustentabilidade. Conectar a geracdo energética com 0 meio
ambiente vem sendo um desafio para as tecnologias emergentes. Nesse
cenario a busca por alternativas energéticas renovaveis tem sido uma
constante. No Brasil, segundo Agéncia Nacional de Energia Elétrica (ANEEL,
2016), a matriz energética se constitui principalmente em energia hidrica
(61,32%), fossil (17,47%), biomassa (8,87%), edlica (5,61%) e outras (6,76%),
no qual se verifica nos dltimos anos uma participacdo crescente das renovaveis

eodlica, solar e biomassa. O mundo deve viver uma revolugdo na forma como
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gera e consome energia elétrica. Como pilares dessa revolucdo estdo a
diversificacdo das energias renovaveis e a geracado descentralizada de energia.
Dentro desse contexto, as células a combustivel tém muitas caracteristicas que
as tornam desejaveis como dispositivos alternativos de conversdo de energia,
como eficiéncia e baixo impacto ambiental. A conversdo direta da energia
quimica em energia elétrica torna o processo mais eficiente e a reagdo entre
hidrogénio e oxigénio na célula produz &gua como subproduto, além da
conversdo ser isenta de ruidos e com uma gama de possibilidades de
aplicacao.

Dentre as células a combustivel, existe um tipo capaz de utilizar o
metabolismo dos microrganismos para converter a energia quimica
armazenada na matéria organica (carboidratos, proteinas, dentre outros) em
energia elétrica, denominado célula a combustivel microbiana (CCM). Com o
entendimento dos mecanismos que relacionam o metabolismo microbiano e a
geracdo de eletricidade, pesquisas recentes estdo voltadas para um melhor
entendimento da tecnologia para otimizacdo do desempenho e eficiéncia das
CCMs. Um dos desafios € a necessidade de se testar novos materiais
condutores como eletrodos visando aumentar do potencial elétrico destes
dispositivos. Materiais de carbono e metais ndo corrosivos apresentam tais
caracteristicas, sendo atualmente os mais utilizados como matéria-prima base
desses eletrodos. O polipirrol € um polimero organico condutor que possui boa
condutividade elétrica, elevada é&rea superficial, biocompatibilidade e baixo
custo. Neste trabalho foi construida uma CCM de dupla camara para a geracao
de energia elétrica a partir da degradacdo de glucose por Escherichia coli.
Foram avaliados 2 tipos de eletrodos: um de grafite, normalmente utilizado em
estudos com CCMs, outro de grafite modificado pela eletrodeposicdo de
polipirrol, obtido apds sintese. Através da comparagao dos dados obtidos sera
verificado a eficiéncia do uso de polipirrol como material recobrindo eletrodo de

grafite para ser utilizado em CCMs.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Construir células a combustivel microbianas (CCMs) de duas camaras
em escala de bancada utilizando culturas puras de Escherichia coli, sem
mediadores quimicos, a fim de comparar a eficiéncia energética obtida com
eletrodo de grafite plano e eletrodo de grafite plano modificado com a
eletrodeposicéo de polipirrol.

1.2.2 Objetivos Especificos

- Construir duas células a combustivel microbianas de dupla camara,
em escala de bancada, com eletrodo de grafite plano e com eletrodo de
grafite modificado com a eletrodeposigéo de polipirrol;

- Monitorar os parametros pH, diferenca de potencial, densidade de
poténcia com relacdo a area do eletrodo, densidade de poténcia com
relacdo ao volume e densidade de corrente nas CCMs;

- Avaliar através de curvas de polarizacdo a eficiéncia energética, a
densidade de poténcia maxima, a corrente limite e a resisténcia interna

desenvolvida pelas CCMs;

- Comparar os potenciais e densidades de poténcia das CCMs com
eletrodo plano de grafite em relacdo ao eletrodo plano de grafite
modificado com a eletrodeposicéo de polipirrol;

- Avaliar a formacao de biofilme microbiano no eletrodo plano de grafite
revestido com polipirrol, através de microscopia eletronica de varredura
(MEV).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BREVE HISTORICO DAS CELULAS A COMBUSTIVEL

O principio de funcionamento das células a combustivel foi descoberto
pelo quimico suico/aleméo Christian Friedrich Schénbein em 1838, mas foi o
quimico William Robert Grove no ano seguinte que mostrou a aplicacao pratica
deste principio, a conversao direta de energia quimica do hidrogénio e oxigénio
em energia elétrica na forma de corrente continua, utilizando um anodo e um
catodo de platina imersa em acido sulfurico (Fuel Cell Today, 2016). Passaram-
se muitos anos até que em 1959 o britanico Francis Thomas Bacon construiu a
primeira célula a combustivel tipo alcalina (eletrdlito de hidréxido de potassio —
KOH), com as caracteristicas das células atuais, no qual utilizando hidrogénio e
oxigénio, teve capacidade de produzir 5 kW de energia elétrica (Fuel Cell
Today, 2016). Nos anos 60 as células a combustivel tiveram sua importancia
em aplicacdes aeroespaciais, uma vez que a NASA utilizou estes dispositivos
para a geracdo de eletricidade e agua nos projetos Gemini (célula a
combustivel de membrana trocadora de proétons, desenvolvidas pela empresa
General Electric) e Apollo (células tipo alcalina fabricadas pela empresa Pratt &
Whitney) (Fuel Cell Today, 2016).

A partir dos anos 1970, com a crise mundial do petroleo, as células a
combustivel passaram a ser consideradas em aplicacdes terrestres, juntamente
com o hidrogénio, porém perderam importancia quando os pre¢os do petréleo
voltaram a baixar no inicio dos anos 1980. Um maior interesse pelas células a
combustivel somente ocorreu durante os anos 1990, com a maior importancia
das questdes ambientais que foram marcadas com o Protocolo de Quioto, um
acordo internacional para reducéo da emissao dos gases que agravam o efeito
estufa. Desde entdo, tanto as células a combustiveis quanto outras tecnologias
energéticas menos impactantes ao meio ambiente, tem se mostrado
alternativas tecnoldgicas viaveis para a questdo energética e questdes

ambientais.
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2.2 CELULAS A COMBUSTIVEL

As células a combustivel podem ser definidas como dispositivos
eletroquimicos nos quais a energia quimica de um dado combustivel é
convertida diretamente em eletricidade. Seu principio consiste em converter a
energia livre de Gibbs, na oxidacao isotérmica de um combustivel, em trabalho
elétrico. Células a combustivel sdo divididas em duas camaras, cada uma
contendo um eletrodo; um anodo e um céatodo. O doador de elétrons do lado do
anodo, que pode ser, por exemplo, o hidrogénio, € oxidado na superficie do
anodo, levando a formacédo de elétrons e prétons. Os elétrons ficam retidos no
anodo tornando-o eletronegativo e formando a corrente no circuito. Os prétons
do lado do anodo atravessam uma membrana seletiva de céations (membrana
trocadora de protons) em direcdo ao catodo, a fim de equalizar a carga
transferida pelos elétrons formando assim uma diferenca de potencial entre 0s
eletrodos o que permite a circulacdo de corrente (elétrons) (BOCKRIS e
SRINIVASAN, 1969).

Se uma resisténcia é colocada entre o &nodo e o catodo, esses elétrons
podem ser recuperados na forma de eletricidade. Os prétons que atravessaram
para o catodo reagem com oxigénio juntamente com os elétrons que
atravessaram o circuito para formar agua. Na maioria dos casos, ambos o0s
eletrodos podem ser catalisados por platina ou paladio para aumentar a
capacidade da célula. Uma representacdo do processo geral de uma célula a
combustivel com uma membrana trocadora de prétons é mostrada na Figura 1.
Na célula a combustiveis duas meias rea¢des ocorrem, a oxida¢cdo no anodo
do gas hidrogénio em proétons e elétrons, e a reducédo no catodo do oxigénio na

presenca de prétons para formar agua, conforme mostrado abaixo:

2H, — 4H" + 4e (Reacéo no anodo)
4H" + 4e + O, — 2H,O  (Reac&o no catodo)

2H, + O, — 2H,0 (Reacao na célula)



18

resistor
4 1
e le
1
- t - o I
20 ! ! ug]. ---
21 i :
! 2H* g8
6 — e - ——— - +| 2e
; — &
1 1
1 1
i 1 H,O
1 1
| 1
| 1
1 3 +
2HY 5 2H 2e W
-------- -
6 8 membrana HO ==y
trocadora de
anodo prétons catodo

Figura 1. Célula a combustivel de hidrogénio convencional.
Fonte: Adaptado a partir de Fuel Cell Today (2016).

2.3 INTRODUCAO AS CELULAS A COMBUSTIVEL MICROBIANAS

O desenvolvimento de tecnologias para a obtencdo de energias
renovaveis tem recebido atencao crescente entre 0s cientistas. As pesquisas
estdo voltadas para tecnologias que apresentem eficiéncia energética,
promovam a protecdo ambiental e a sustentabilidade da sociedade como um
todo. CCMs tém atraido a atencdo dos pesquisadores por terem um potencial
de geracdo de energia limpa e renovavel que pode ser obtida a partir de uma
diversidade de residuos e efluentes.

De forma geral, as células a combustivel microbianas (CCMs) séo
dispositivos eletroquimicos, similares a maioria das células a combustivel, com
excecdo que a energia gerada no caso das CCMs tem origem nos
microrganismos que catalisam as reagOes redox a partir de compostos
organicos (SWANSON et al 2008). Outra definicdo relaciona as CCMs a
biorreatores nos quais ha conversao de energia quimica presente nas ligacdes
moleculares no substrato em eletricidade, através da atividade catalitica de
bactérias associadas ao eletrodo (HOLMES et al., 2004; RABAEY et al., 2005).
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CCMs geralmente sao constituidas de um anodo, um catodo, um eletrélito (que
pode ser na forma de uma membrana trocadora de protons) e um circuito
elétrico. Os microrganismos sao colocados geralmente em um dos
compartimentos (camara anddica) utilizado para degradar e converter

substratos organicos e/ou inorganicos por meio do seu metabolismo.

2.3.1 Breve historico das Células a Combustivel Microbianas

O primeiro estudo cientifico correlacionando os organismos vivos com a
eletricidade foi feito em 1790 por Luigi Galvani, através de experimentos nos
quais se observou a “eletricidade animal” pela contracdo das pernas de ras
guando submetidas a descarga de corrente elétrica. Em 1911, Michael Cresse
Potter, professor de botanica na Universidade de Durham, no Reino Unido,
demonstrou que organismos podem gerar uma voltagem e entregar uma
corrente (POTTER, 1911). Potter colocou um eletrodo de platina dentro de uma
cultura de levedura de péo (Saccharomyces cerevisiae) ou da bactéria
Escherichia coli. O eletrodo atuou como um &anodo e gerou um potencial
negativo em relacdo a um segundo eletrodo, que atuou como um cétodo,
mergulhado dentro de um mesmo meio de cultura sem 0s respectivos
microrganismos. Dessa forma, reconheceu intuitivamente que os elétrons
originados desse aparato vieram da degradacdo dos nutrientes (meio de
cultivo) colocados para a multiplicacdo desses microrganismos. Na época
Potter ndo conseguiu interpretar esse resultado em termos bioquimicos do
processo metabdlico, o que enfraqueceu seu estudo perante a comunidade
cientifica.

Passaram-se muitos anos para que microbiologistas e bioquimicos
mostrassem como as enzimas presentes em bactérias oxidam o seu alimento.
Em 1931 Cohen, um pesquisador de Cambridge, reavivou a ideia e os estudos
de Potter, descrevendo um grupo de células combustiveis que juntas
produziram mais de 35 V de tensédo e corrente elétrica de 2 mA. Porém, o
interesse nesse assunto diminuiu até o inicio da era espacial. Na década de
1960 a NASA (National American Spacial Agency) demonstrou interesse no
desenvolvimento de célula a combustivel microbiana a fim de ser uma

bY

alternativa a geracdo de energia e degradacdo de residuos organicos em
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viagens espaciais (LOGAN, 2007). Nesses estudos pesquisadores
fermentavam leveduras e bactérias utilizando glucose, 6leo de coco e outros
substratos para produzir combustiveis secundarios, tais como alcoois e
hidrogénio. Prototipos de baterias convencionais de células a combustivel eram
entdo utilizadas para alimentar radios transistorizados. Paralelamente o
trabalho com as CCMs teve continuidade com pesquisadores japoneses,
juntamente com um sélido desenvolvimento de um programa de pesquisa em
células a combustivel convencionais, que utilizam o hidrogénio, por exemplo.

Outros cientistas nos Estados Unidos e Ameérica do Sul mantiveram os
estudos de CCMs na década de 60. Um desses cientistas foi Milton Allen, que
elucidou o comportamento metabdlico da E. coli na degradacdo de compostos
organicos. Outros grupos foram pioneiros na geracao de eletricidade a partir do
metano e hidrocarbonetos utilizando diferentes espécies de bactérias como
Nocardia sp., Pseudomonas methanica e Micrococcus cerificans, que ao fim do
processo produziram pequenas quantidades de eletricidade. O maior obstaculo
visto na época era o fato de os microrganismos possuirem uma membrana
formada de lipidios e uma parede celular, o que dificulta o acesso a fonte de
elétrons. Assim estava claro que microbiologistas e eletroquimicos precisariam
trabalhar juntos. Nos anos 80 comecaram estudos com os mediadores,
compostos adicionados as CCMs que possibilitavam melhor transferéncia dos
elétrons dos microrganismos aos eletrodos.

No inicio da década de 90 ressurgiu um maior interesse nessa area e
os estudos e artigos cientificos relacionados as CCMs comegaram a aumentar,
inclusive passando de escala laboratorial para maiores escalas. Na Australia,
por exemplo, foi desenvolvida uma célula o combustivel microbiana em escala

piloto alimentada pelo efluente de uma cervejaria (LOGAN, 2007).

2.3.2 Mecanismo das Células a Combustivel Microbianas

De forma mais detalhada, numa CCM o0s microrganismos oxidam
compostos organicos presentes num meio (meio de cultivo ou um efluente, por
exemplo) resultando na producédo de elétrons que percorrem uma seérie de

enzimas respiratorias do microrganismo para a producéo de energia celular na
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forma de ATP. Como exemplo é apresentado, a seguir, 0 processo de oxidac&o

da glucose gerando: CO,, prétons e elétrons (Reacéo 1).

CsH1206 + 6H,O — 6CO, + 24H" + 24 e (Rea(;éo 1)

Os elétrons sao, entdo, liberados aos aceptores finais, que por sua vez
recebem os elétrons e se tornam reduzidos. Muitos aceptores bioldgicos de
elétrons (ex. oxigénio, nitrato, sulfato) se difundem dentro da célula, recebem
esses elétrons formando produtos, que por sua vez sédo liberados para fora da
célula. Por exemplo, o oxigénio pode ser reduzido a 4gua através da catalise
de uma reacdo de elétrons com protons, que apos é utilizada no préprio
metabolismo da célula ou secretada para fora da célula de acordo com a sua
necessidade. As CCMs se aproveitam desse processo natural de producéo de
elétrons para a “captura” destes direcionando-os para os eletrodos.

Conforme mostrado na Figura 2, durante a oxidacdo de compostos
organicos, os elétrons produzidos pela célula sdo capturados por um ou mais
mediadores de elétrons, que sdo conduzidos para exterior da célula e
direcionados primeiramente ao 4nodo e em seguida ao catodo (LOGAN, 2007).
Ao mesmo tempo, os prétons, produzidos pelo metabolismo microbiano dos
compostos organicos atravessam a membrana trocadora de protons da CCM
em direcdo ao catodo, completando desta forma o circuito. A bactéria cresce na
camara anddica oxidando o material organico e liberando elétrons para o

anodo e prétons para a solucao.
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Figura 2. Esquema da célula a combustivel microbiana de duas camaras
Fonte: Adaptado de Logan (2007).

O catodo € oxigenado por um dispersor de ar que promove a
dissolugcdo de oxigénio na solucdo para reacdes com elétrons e prétons

resultando na formacgéo de 4gua (Reacéo 2).

AH*+ 0, +4e — 2 H,0 (Reacio 2)

O sistema é conectado a uma resisténcia externa para testes de
diferenca de potencial, medida por um multimetro ligado em paralelo ou a
corrente elétrica se 0o multimetro for colocado em série ao circuito do sistema
(LOGAN et al., 2007). Os dados da corrente elétrica podem ser armazenados
no decorrer do tempo para uma analise da geracdo de corrente sob diversas
condicdes. A transferéncia dos prétons pela membrana trocadora de prétons
mantém o pH neutro da camara anddica para os microrganismos (SINGH et al.,
2010). Assim, microrganismos anaerobios ou facultativos oxidam o material

organico na camara do anodo, gerando diéxido de carbono, protons e elétrons.
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O compartimento do anodo é mantido sob condicbes andxicas ao passo que 0
catodo pode ser exposto ao ar ou submerso sob aeracdo (LOVLEY, 2006).

Diversos fatores podem dar impulso adicional ao estudo de CCMs. Os
microrganismos, adaptados para se alimentarem de praticamente todos os
tipos de fontes de carbono disponiveis, sdo o0s principais catalisadores para a
geracdo de energia elétrica nas CCMs, criando um leque quase infinito de
possiveis substratos para producao elétrica (SCHOLZ, 2003).

2.4 COMPONENTES DAS CELULAS A COMBUSTIVEL MICROBIANAS

A fim de identificar os gargalos das CCMs e otimizar a geragao de
energia, um melhor entendimento de todos 0s seus componentes € necessario.
As CCMs sao geralmente constituidas de um anodo, um catodo, um eletrolito
(que pode ser na forma de uma membrana trocadora de prétons) e um circuito
elétrico.

Os principais componentes sdo melhor detalhados a seguir.

2.4.1 Eletrodos

Os eletrodos tém funcdo importante nas CCMs, sendo responsaveis
por receber os elétrons produzidos pela oxidacdo anaerdébia dos substratos
organicos. O anodo atua como um aceptor de elétrons artificial, ja o catodo
recebe os elétrons que atravessaram o0 circuito sendo responsavel por
combinar os protons com o0s elétrons e seu aceptor, como a molécula de
oxigénio na presenca de um catalisador como a platina. Eletrodos construidos
com diferentes tipos de materiais variam suas propriedades quimicas e fisicas
(area superficial, condutividade elétrica e estabilidade quimica), portanto,
dependendo do tipo de material influenciara também o contato com o
microrganismo, a transferéncia de elétrons, a resisténcia do eletrodo e a reagéo
na superficie do eletrodo (LOGAN et al., 2006).

Os requisitos para um eletrodo séo: alta condutividade, ndo corrosivo,
nao toxico as células, alta porosidade, ndo incrustante, grande area superficial,
dimensionado em diversos tamanhos e barato. Eletrodos construidos de

materiais de carbono sdo os mais tradicionais e bastante utilizados em estudos
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com CCMs, principalmente devido ao seu baixo custo, excelente condutividade
elétrica e estabilidade quimica. Exemplos de materiais de carbono tais como
tecido de carbono, placas porosas e agregados de grafite sdo mostrados na
Figura 3 (CARVALHO, 2010; LOGAN, 2007).

Figura 3. Exemplos de eletrodos de carbono.

A: placa de carbono, B: tecido de carbono, C: placa de carbono com
diferentes porosidades.
Fonte: Adaptado de Logan (2007)

Com relacéo as hastes e placas de grafite, Liu e colaboradores (2004),
utilizando uma CCM de camara simples contendo oito hastes de grafite como
anodo e efluente como meio de cultivo e fonte de microrganismos,
conseguiram uma poténcia maxima de 26 mW.m? com remoc¢do da DQO de
80%. No entanto, a aplicacdo da haste de grafite foi limitada por causa de sua
baixa porosidade e baixa area superficial para adsor¢cdo dos microrganismos.
Chaudhuri e Lovley (2003) obtiveram melhores resultados com relacdo a
poténcia gerada quando as hastes de grafite foram substituidas por feltro de
grafite, indicando assim que o aumento da &rea superficial do eletrodo foi
benéfico para a performance da CCM. Sobre o eletrodo irdo se fixar na forma
de biofilme as bactérias presentes no meio liquido que circunda o eletrodo.
Portanto, € importante que a superficie do eletrodo tenha afinidade com as

células facilitando assim sua adesdo e ao mesmo tempo seja condutivo o
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suficiente para captacdo dos elétrons provenientes da célula. A maior area
superficial do eletrodo aumenta a quantidade de microrganismos aderidos
permitindo, portanto, um maior niumero de reagbes sobre a superficie do
mesmo para um maior volume de elétrons encaminhados para o anodo.

Alguns estudos tém testado o uso de eletrodos sem carbono. Numa
CCM de sedimento foi testado um eletrodo de ac¢o inoxidavel, mas a densidade
de poténcia maxima obtida foi de somente 4 mW.m? (DUMAS et al., 2007).
Anodos de metal feitos de malha de acgo inoxidavel foram utilizados no trabalho
de Tanisho e colaboradores (1998), porém nao € recomendavel, pois o cobre
utilizado na composicédo da liga pode ser téxico para muitas bactérias, mesmo
em guantidades minimas (LOGAN et al., 2006). Richter e colaboradores (2008)
desenvolveram uma CCM utilizando ouro condutivo como anodo e Geobacter
sulfurreducens, e uma corrente estavel de 0,4-0,7 mA foi produzida. Embora
essa Ultima CCM tenha apresentado valores similares a outros trabalhos
utilizando eletrodos de grafite, sua aplicacdo pratica ficou limitada a pequena
escala. Portando, a selecdo e o desenvolvimento de materiais compativeis e
eficientes sdo acbes importantes para promover uma boa performance da CCM
(PANT et al., 2011; ZHOU et al., 2011).

2.4.2 Membrana trocadora de prétons (PEM)

A membrana trocadora de protons (PEM) é tipicamente colocada em
CCMs entre as camaras anddica e catdédica, com funcao de separar o anodo
do cétodo, e permitir que os prétons passem de um lado para outro (GUPTA,
2011; LOVLEY, 2006). Como alternativas a separacdo das camaras pode ser
utilizada uma ponte salina (SINGH et al., 2010; RAHIMNEJAD et al., 2011) ou
ainda membranas trocadoras de cations e anions (DU et al., 2007). A PEM
mais comumente utilizada é o Nafion, comercializado pela empresa americana
Dupont. O Nafion € composto por polietileno que tem hidrogénio substituido por
um fldor formando uma molécula conhecida como politetrafluoretileno (PTFE)
(Figura 4). A forte ligagéo entre o carbono e o flior garante a durabilidade da
membrana além da resisténcia a ataques quimicos (MAURITZ; MOORE, 2004).
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Figura 4. Estrutura quimica do Nafion
Fonte: Adaptado Mauritz e Moore, 2004.

No Nafion, o grupo sulfénico (HSO3) esta aderido ionicamente no final da
cadeia do PTFE, resultando na presenca dos ions SO3; e H' e acdo mutua de
duas fortes atracBes tanto positiva como negativa. Como demonstrado na
Figura 4 a principal propriedade da membrana trocadora de prétons é a
presenca do grupo sulfénico. Este grupo, por ser altamente hidrofilico, atrai
moléculas de &gua hidratadas onde o ion H* é mais fraco. Quando o
grupamento SO3;” se move, cria zonas hidrofobicas para os ions H" que podem
se mover mais livremente até o outro lado da camara (LARMINIE; DICKS,
2003).

2.5 MECANISMOS DE TRANSFERENCIA DE ELETRONS

Os mecanismos de transferéncia de elétrons envolvem conhecimentos
de eletroquimica, bioquimica e microbiologia (MAHADEVAN,;
GUNAWARDENA; FERNANDO, 2014). Como dito anteriormente, CCMs séo
sistemas que adquirem elétrons a partir de microrganismos que transferem
elétrons para superficie do eletrodo. Esse processo pode ser realizado por

meio de alguns mecanismos diferentes, conforme mostrado a seguir.
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2.5.1 Transferéncia indireta de elétrons por meio de metabdlitos reduzidos com

0 anodo

A oxidacdo dos metabdlitos no anodo pode levar a formacéo de acidos
organicos que reagem lentamente com o eletrodo, podendo gerar uma
diferenca de potencial. Esta ac¢ao indireta do microrganismo sobre o substrato

e anodo pode ser considerada como um mecanismo de transferéncia de

& ¥ o

4

elétrons (Figura b).

3H,0

J

Figura 5. Mecanismo de transferéncia indireta de elétrons por
metabolitos
Fonte: Adaptado de Lovley (2006)

2.5.2 Transferéncia de elétrons por mediadores quimicos externos

Os elétrons podem chegar a superficie do &nodo a partir do meio liquido
da camara anddica se eles forem transportados por mediadores de elétrons.
Mediadores de elétrons sdo substancias quimicas capazes de “lancar’ os
elétrons liberados durante as reacbes de oxidacdo dos substratos para a
superficie do anodo, potencializando assim a comunica¢do microrganismo-
eletrodo. Teoricamente para cada elétron liberado, existe um proéton

correspondente liberado para a solugao (Figura 6).
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Figura 6. Mecanismo de transferéncia de elétrons por mediadores
guimicos externos
Fonte: Adaptado de Lovley (2006)

Segundo Du (2007), os mediadores deslocam-se através da membrana
e lancam os elétrons até o anodo, onde se oxidam novamente e voltam para a
solucdo para iniciar novamente o ciclo. Um mediador deve ter permeabilidade
pela membrana, deve ser adequadamente solGvel, possuir alta taxa de
transferéncia de elétrons, ndo ser toxico ao microrganismo € nao ser
biodegradavel (MAHADEVAN; GUNAWARDENA; FERNANDO, 2014). Em
alguns estudos séo vistos como mediadores o corante vermelho neutro (PARK;
ZEIKUS, 2000), o mediador redox antraguinona-2,6-dissulfonato (AQDS), os
corantes tionina e azul de metileno, o corante azul piocianina, 2-hidroxi-1,4-
naftoquinona (HNQ) e Fe(ll)-EDTA (DU et al., 2007). Segundo Lovley (2006),
0S mecanismos de captura de elétrons utilizados pelos mediadores séo 0s mais
diversos. Por exemplo, o corante vermelho neutro pode receber elétrons
diretamente do NADH celular sendo reduzido enzimaticamente por uma

desidrogenase.
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2.5.3 Transferéncia de elétrons por mediadores quimicos produzidos pelo

proprio microrganismo

Em muitos casos algumas cepas bacterianas produzem seus proprios
mediadores, dependendo da espécie (ZHOU et al.,, 2012). A producdo de
mediadores pela propria bactéria influencia seu desempenho e a transferéncia
de elétrons (RABAEY; VERSTRAETE, 2005). Mediadores de algumas espécies
do género Pseudomonas recuperados na oxidacdo da glucose néo
apresentaram captacéo eficiente de elétrons, pois deixaram maior parte destes
indisponiveis (degradam os mediadores), devido ao do metabolismo
fermentativo particular dessas espécies (LOVLEY, 2006). Zhang e
colaboradores (2006) demonstraram que alguns componentes solUveis
secretados pela E. coli durante seu metabolismo, como o etil-2-amino-
acetimidato, meti-4-etoxi-butanoato e 3-isobutilhexahidropirrol [1,2-a] pirazina-
1,4-diona, podem ser responsaveis pela formacdo de uma comunicacao entre a

cepa e o eletrodo, agindo dessa forma como mediadores.

2.5.4 Transferéncia direta de elétrons para os eletrodos

Segundo Teleken (2013), a transferéncia direta requer o contato fisico
entre o microrganismo e o eletrodo. Isto é possivel devido a um conjunto de
proteinas associadas a membrana celular capazes de transportar elétrons do
interior do microrganismo para o0 meio extracelular. A primeira vez que foi
verificado que microrganismos poderiam enviar elétrons diretamente a
superficie do eletrodo foi com a bactéria Shewanella putrefaciens (LOVLEY,
2006). O estudo mostrou que elétrons poderiam ser transferidos diretamente da
célula até o eletrodo pela membrana celular através da proteina citocromo C
(Figura 7A). O citocromo tipo C é uma proteina hidrossolavel presente na
cadeia respiratoria, participando da transferéncia de elétrons para o aceptor
final na célula microbiana. Segundo Schechter e colaboradores (2014), os
citocromos tipo C sdo considerados a principal estratégia de transferéncia de
elétrons nesses organismos, sendo por isso denominados exoeletrogénicos.
Através da purificagdo dos citocromos do tipo C localizados na superficie

externa da célula, verificou-se que estes sdo capazes de reduzir aceptores de
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elétrons extracelulares, sugerindo assim que transferem elétrons para
aceptores de elétrons extracelulares. Citocromos C sdo comumente
encontrados em géneros como Geobacter, Desulfovibrio, Rhodopseudomonas
e Shewanella (SCHECHTER et al., 2014). Estes microrganismos sao capazes
de produzir ATP em condi¢cbes anaerdbicas empregando como oxidantes
oxidos minerais como: Fe (lll) e Mn (IV) (TELEKEN, 2013) e acidos huamicos
(LOVLEY, 2008).

Uma recente descoberta foi a verificacdo de que o pili, apéndice filiforme
encontrado na superficie de muitas bactérias, responsavel pelo fendbmeno de
conjugacao e aderéncia a superficies, pode auxiliar também no mecanismo de
transporte de elétrons, neste caso sdo denominado de nanofios
(MAHADEVAN; GUNAWARDENA; FERNANDO, 2014) (Figura 7B). Esse
fendbmeno foi observado em biofilme da bactéria Geobacter sulfurreducens
formado na superficie do anodo, no qual as mdltiplas camadas de biofilme na
superficie do &nodo se tornaram condutoras (LEHNEN, 2014; LOVLEY, 2006).

A B substrato
CO,

substrato

nanofio

anodo

Figura 7. Tipos de transferéncia direta de elétrons para o eletrodo.

A. Ligacédo direta da membrana via citocromo C. B. Ligac&o direta
utilizando nanofios
Fonte: Adaptado de Lovley (2006)
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2.6 CELULAS A COMBUSTIVEL MICROBIANAS UTILIZANDO E. coli

A E. coli € uma bactéria Gram negativa, heterotréfica, anaerdbica
facultativa pertencente a classe Gammaproteobacteria (MOORE, 2009) e nivel
de biosseguranca 1. E uma bactéria normalmente encontrada no intestino de
animais de sangue quente, incluindo o homem. A E. coli € um microrganismo
modelo, sendo a bactéria mais amplamente estudada, em termos bioquimicos,
também assumindo papel importante no campo da biotecnologia, como por
exemplo, a produgdo de insulina humana por via recombinante. Possui
multiplicacdo rapida sob condi¢Bes favoraveis (37°C e aerobiose) levando
apenas 20 minutos para a duplicacdo celular, além de apresentar exigéncias
nutricionais minimas. Estas caracteristicas contribuem para que a E. coli seja o
organismo ideal para projetos bésicos e de investigacéo, incluindo estudos com
CCM (MOORE, 2009).

As vias metabdlicas primarias da E. coli, estando envolvidas no
metabolismo aerdbio da glucose, consiste na glicélise, formacéo do piruvato e
ciclo de Krebs ou ciclo do é&cido citrico, sdo mostradas na Figura 8
,(LOGAN,2006). A E. coli pode se desenvolver em uma ampla gama de
substratos sendo capaz em condi¢cBes aerdbicas de oxidar completamente uma
variedade de compostos organicos incluindo acucares (hexoses e pentoses),
alcoois, acidos organicos, gorduras e proteinas. Pode sintetizar todos os
aminoacidos, acidos nucleicos e cofatores necessarios para seu crescimento e
metabolismo. Em condi¢cdes anaerdbias é capaz de utilizar nitrato, nitrito,
dimetil sulféxido ou fumaratos como aceptor final de elétrons (MOORE, 2009).
Como produtos de fermentacao primaria podem ser formados lactato, acetato,
formato e etanol acompanhado por succionato e piruvato como produtos
secundarios (LOGAN, 2006; MOORE, 2009).
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ATCC 8739
%PTS externo H
~Pi2 . =P ~Pi2
y Gliceraldeido .
% Glucose 3 fosfato é‘ PEF —<+ Piruvato
.
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Acetil-CoA
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Succinato a-cetoglutarico
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Figura 8 - Visao simplificada do metabolismo central da E. coli
(ATCC 8739). No quadrado mostra a fosforilagdo oxidativa
simplificada com a cadeia transportadora de elétrons (CTE)
demonstrando a movimentagao de protons para fora da célula
(externo) e seu retorno para o citoplasma (interno). Equivalentes
redutores sdo mostrados como elétrons (e-) e ATP é ~ P para
simplificar. Pi, fosfato inorganico
Fonte: Adaptado de Moore, 2009

Segundo Zhang e colaboradores (2006), E. coli em contato com eletrodo
(Gnodo) é capaz de produzir seus proprios mediadores (etil 2-amino
acetimidato, metil 4-etoxi butanoato e 3 isobutilhexahidropirrol [1,2-a] pirazina -
1,4-diona), moléculas sollveis de espécies eletroativas capazes de carregar 0s
elétrons entre a célula e o eletrodo. Segundo Sugnaux e colaboradores (2013),
em células bacterianas sem membrana condutora ou sem proteinas de redox,
o Unico contato com o meio externo seria feito através de porinas, proteinas
encontradas comumente na membrana celular de bactérias Gram negativas
permitindo a difusdo de substancias hidrofilicas através da membrana. Quando
a porina estd em contato direto com o eletrodo, ocorre a transferéncia de
elétrons de forma similar a direta.

Zhang e colaboradores (2006 - A) argumentam que para melhorar o
desempenho das bactérias deve-se aclimata-las, submetendo o inoculo e as

vérias geracbes da cepa ao mesmo substrato e as mesmas condicbes da
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CCM, selecionando assim cepas com maior capacidade de transferéncia de

elétrons. A Tabela 1 mostra alguns trabalhos utilizando E. coli em CCM, o tipo

de anodo utilizado, sistema e a méxima densidade de poténcia obtida nos

trabalhos.

Tabela 1. Exemplos de CCMs utilizando E. coli

Substrato Anodo Sistema Max. densidade de Referéncia
utilizado poténcia (mW/m?)
Glucose Grafite poroso Duas Camaras 178,69 MASIH;
DEVASAHAYAM;
ZIMIK, 2012.
Sacarose Grafite poroso Duas Camaras 220,66 MASIH;
DEVASAHAYAM;
ZIMIK, 2012,
Acetato de Grafite poroso Duas Camaras 222,84 MASIH;
sédio DEVASAHAYAM;
ZIMIK, 2012.
Lodo Grafite com Mn™ Camara Unica 91,00 PARK;
ZEIKUS, 2000
Lodo Grafite com vermelho neutro Camara Unica 152,00 PARK; ZEIKUS,
2000
Lodo Platina e eletrodo modificado C&mara Unica 6000,00 FRANKS; NEVIN,
com polianilina 2010
Glucose Grafite/PTFE Céamara unica 760 ZHANG et al,
2007.
Glucose Papel de carbono com platina Céamara Unica 94 RAHIMNERJAD
+ azul de metileno et al 2013
Glucose Papel de carbono com platina Céamara Unica 186 RAHIMNERJAD
+ Vermelho neutro et al 2013
Glucose Papel de carbono com platina Céamara Unica 83 RAHIMNERJAD
+ Tionina et al 2013
Glucose Papel de carbono com platina Camara Unica 5 RAHIMNERJAD
+ sem mediadores et al 2013
Glucose Papel de carbono modificado Duas Camaras 228 Z0OU et al, 2008

com polipirrol e nanotubos
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2.7 POLIMEROS CONDUTORES

A primeira evidéncia de polimeros condutores teve origem com o0s
trabalhos de Letheby, em 1862, a partir da oxidacdo da anilina em &acido
sulfarico diluido, produzindo um pé brilhante azul escuro e insolavel que foi
depositado sobre um eletrodo de platina. Em 1876, Led Goppelsroeder
estabeleceu que o material sintetizado pela oxidacéo da anilina era poliacetilo.
Apoés, houve a descoberta do polipirrol por Angeli (1916), polimero organico
que nessa época era conhecido como pirrol preto (ATEH; FRANKS; NEVIN,
2006).

Foi somente em 1977 que Shirakara e colaboradores demonstraram que
a dopagem do poliacetileno aumentou consideravelmente a condutibilidade, em
cerca de 10 ordens de grandeza (ROCHA-FILHO, 2000). Desde entdo outros
polimeros vém sendo estudados, entre eles o polipirrol, politiofeno, polifurano e
poliaromatico (polianilina) (ZOPPI; PAOLI, 1993). Existe um grande foco para o
desenvolvimento de polimeros condutores para diversas aplicacfes praticas,
tais como em biosensores, sensores de gas, baterias recarregaveis,
capacitores eletroquimicos, janelas eletrocrbmicas, dispositivos
eletromecanicos, entre outros (CHOUGULE et al., 2011). A Figura 9 mostra a
estrutura de alguns polimeros condutores bem conhecidos. Os polimeros
condutores sdo basicamente sistemas 1 conjugados, cadeias organicas com
ligacbes simples (C-C) e duplas (C=C) alternadas (MATTOS, 2011). A
condutividade aumenta por meio de um processo de oxido reducdo e
incorporacdo de ions, num processo conhecido como dopagem (JUNIOR;
OLIVEIRA; KUBOTA, 1997).
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Figura 9. Estrutura quimica de alguns polimeros condutores.
Fonte: Zoppi;De Paoli (1993)

Z—I

Existe uma diferenca no comprimento das ligacdes simples e duplas,
sendo que os carbonos ligados por ligagcdes simples estdo mais afastados
entre si do que os carbonos ligados pela ligacdo dupla. Isso faz com que os
elétrons localizados na ligagdo 1 nao fiquem livres para se moverem pela
cadeia polimérica; portanto, a conjugacao ndo é suficiente para fazer um
polimero condutor (MATTOS, 2011).

A condutividade de um polimero conjugado depende de alguns fatores,
como difusdo ou migracdo do contra-ion no filme para manter a
eletroneutralidade (BARIOTO, 2014). Os polimeros condutores podem ser
sintetizados por duas vias: quimica e eletroquimica (GUIMARD; GOMEZ;
SCHMIDT, 2007). A Tabela 2 mostra as vantagens e desvantagens entre os

processos quimicos e eletroquimicos na sintese de polimeros condutores.
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Tabela 2. Comparacéo entre os métodos de sintese de polimeros condutores.

Tipo de polimerizacéo Vantagens Desvantagens
Producéo em grande escala Dificuldade de se obter material
Quimica forma de filmes (limitagdo

Possibilidade de modificagbes na solubilidade)

estrutura por ligacdes covalentes

Possibilidade de se obter filmes finos Dificuldade em remocédo da superficie

Eletroquimica Facilidade de sintese do elétron;

Possibilidade de aprisionamento de

moléculas nos filmes Impossibilidade de modificagbes das

Dopagem simultanea a sintese ligagbes covalentes

Fonte: Adaptado Guimard; Gomez; Schmidt (2007) e Barioto (2014)

2.7.1 O Polipirrol

O polipirrol foi sintetizado pela primeira vez por Angeli em 1916 (SASSO
et al., 2011), em uma sintese aquosa que gerou um precipitado preto insolavel,
conhecido como polipirrol preto, proveniente da solucdo de acido pirrol/ H,O,.
O polipirrol pode ser sintetizado tanto por via quimica quanto eletroquimica. A
via eletroquimica é preferida em pesquisas, devido a sua simplicidade técnica,
facilidade de dopagem durante a sintese, geometria, localizacdo, a grande
faixa de dopantes e producéo de filmes de boa qualidade (ATEH; NAVSARIA,
VADGAMA, 20086).

Em 1968, foi publicado o primeiro trabalho sobre as propriedades
condutoras do polipirrol, preparado por via eletroquimica em eletrodo de platina
em solugdo de pirrol e &cido sulfurico diluido. Com estas caracteristicas o
polipirrol passou a ser um dos polimeros condutores mais estudados
(BARIOTO, 2014). Suas propriedades eletroquimicas permitem a transferéncia
de carga entre o componente bioldgico incorporado e o eletrodo produzindo
assim uma gama de sinais analiticos (BARIOTO, 2014). A vantagem do
polipirrol é relatada com a nao citotoxidade e biodegradabilidade associada a
um alto grau de condutividade (CORDEIRO et al., 2015).
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Normalmente em CCMs o processo de transferéncia de elétrons gera
uma poténcia de saida muito baixa e pouco aplicavel, devido ao fato que ha
muita dificuldade na transferéncia dos elétrons das bactérias para o aceptor
extracelular (eletrodo). Com isso, para se obter uma alta performance, busca-
se novos materiais, especialmente no anodo que é a estrutura que tem as
bactérias ligadas intrinsicamente em sua superficie (ZOU et al,2008).
Teoricamente, quanto mais bactérias aderidas a superficie do eletrodo, mais
elétrons serdo gerados, aliados ao crescimento bacteriano e ao consumo de
substrato (LOGAN,2006). O aumento da area superficial possibilita um grande
ndmero de moléculas mediadoras e de bactérias tenham mais acesso ao
anodo e uma forma rapida de transferéncia de elétrons (YUAN; KIM, 2008). As
camadas de polimero servem como uma barreira para os metabolitos, como o
H,, este um dos principais elementos eletroativos, que se difunde na superficie
do eletrodo eletrocataliticamente ativo e bloqgueando moléculas grandes de
atingir a superficie do eletrodo, preservando o catalisador e evitando que ele
seja contaminado (SCHRODER, 2007).

Outra melhoria relatada por Yuan e Kim (2008) e Jiang e Li (2009), foi
que o polipirrol carregado positivamente aumentou a adesdo das bactérias
carregadas negativamente por meio da interacdo eletrostatica, tornando facil a
transferéncia de elétrons para o anodo. O polipirrol pode servir como um
mediador. A cadeia de polipirrol pode penetrar a membrana celular da bactéria
para coletar elétrons da via metabodlica para o anodo (YUAN; KIM, 2008).
Estudo semelhante feito por Morishima e colaboradores (2006), citado também
por Yuan e Kim (2008), no qual um revestimento de polianilina em fibra de
carbono em contato  com uma  bio-célula de  combustivel

metabolismo/fotossintética foi utilizado para aumento da performance.
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3 MATERIAIS E METODO

3.1 CONSTRUCAO DAS CCMs

Neste trabalho foram contruidas dois tipos de CCMs de duas camaras
interligadas por uma membrana trocadora de prétons do tipo Nafion. As CCMs
construidas diferem entre si com relacdo ao volume, a area da membrana
trocadora de prétons e material no qual foram confeccionadas.

A primeira configuracdo da CCM foi montada em acrilico transltcido
com cada camara (anddica e catddica) medindo 10 cm x 10 cm x 10 cm
(largura x comprimento x altura) de 1L cada e 800 mL de volume de trabalho
(Figura 10). Entre as camaras foi feita uma juncéo entre elas com uma abertura
de 5 cm X 5 cm (25 cm?), para encaixe de uma membrana trocadora de
prétons do tipo Nafion 117 (DuPont, EUA) (Figura 10). A conexdo entre as
camaras foi feita através de oito parafusos zincados 3/4". No lado superior da
camara anddica foram feitas duas aberturas: uma para conexdo do eletrodo de
grafite e outra para a inser¢cdo de um tubo para as amostragens. Na camara
catodica foram feitas trés aberturas: para conexdo do eletrodo de grafite, para o
tubo de amostragem e para o tubo de difusdo de ar. A distancia entre cada
eletrodo e a membrana foi fixada em 10 cm. Para a vedacéo foi desenvolvido e
utilizado um polimero termoplastico (HM Rubber Industria e Comércio Ltda.,

Brasil), aplicado liquido e atingindo a fixagcdo completa depois de 24h.

Figura 10. Vista superior da CCM com as camaras anodica e catddica
construida em acrilico.
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A Figura 11 mostra a configuracdo dos eletrodos, amostradores, e
dispersor de ar, enquanto a Figura 12 mostra o detalhe da membrana trocadora
de prétons que foi colocada entre as camaras.

Figura 11. Vista frontal-superior da CCM construida em
acrilico com a configuragdo de seus componentes.

Figura 12. Detalhe da membrana trocadora de prétons do tipo Nafion
117.
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Na segunda configuracdo, duas CCMs idénticas de duas camaras
foram confeccionadas. Para isso foram utilizados potes plasticos de
polipropileno herméticos (capacidade de 312 mL), sendo seu volume Uutil de
300 mL, os quais foram perfurados em uma lateral para serem ligados entre si
com uma conexao tipo PVC de 40 mm de diametro (modelo curvar 45°, marca
Tigre),em cuja juncéo foi fixada a uma membrana Nafion 117 (DuPont, EUA)
(Figuras 13 e 14). Foi respeitada a distancia entre os eletrodo e membrana
como na célula de 1L, assim como sendo a area da membrana utilizada. Sendo
adicionado por fim amostradores, difusores de ar e etc, seguindo a

configuracdo da célula anterior.

& ot : Ly

membrana Nafion difusor de ar

Figura 13. Configuracdo das CCMs construidas em polipropileno e PVC.
Fonte: Autoria prépria.

Figura 14. Foto das duas CCMs construidas em polipropileno e PVC.
Fonte: Autoria propria.
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Em ambas as configuracdes das CCMs foram utilizadas placas de grafite
planas (Sisfix Sistemas de Fixacao Ltda.) de dimensdes 50 mm x 30 mm x 0,5
mm (comprimento x largura x espessura) conectadas por meio de um fio duplo
de cobre (0,5 mm) a uma resisténcia externa. Cada placa de grafite totalizou
uma area superficial de 38 cm?. As camaras catddicas de ambos os sistemas
receberam aeracdo forcada por meio de um compressor de ar de aquario
conectado a camara por uma mangueira de silicone, seguida de um difusor de

ar.

3.2 PREPARACAONDO ELETRODO DE GRAFITE MODIFICADO POR
ELETRODEPOSICAO DE POLIPIRROL

Para o preparo dos eletrodos de grafite modificados pela
eletrodeposicao de polipirrol, o pirrol foi inicialmente purificado por destilacéo.
Apos, foi “preparada uma solucdo aquosa contendo 0,5 mol/L de pirrol e 1,0
mol/L de KCI como eletrélito suporte e dopante do polipirrol foi preparada. O
polimero condutor foi sintetizado no modo potenciostatico, a 0,8 V, em célula
de trés eletrodos, por um tempo de 20 min, utlizando um
Potenciostato/Galvanostato (modelo 273A, EG&G Princeton Applied Research,
EUA).

O eletrodo de trabalho foi uma placa de grafite (50 mm x 30 mm x 0,5
mm), o eletrodo auxiliar foi outra placa de grafite de mesma dimensédo e
Ag/AgCIl com KCI saturado foi utilizado como eletrodo de referéncia. Os
eletrodos de trabalho e auxiliar foram posicionados paralelamente a uma
distancia de aproximadamente 30 mm e o maior lado do eletrodo de trabalho,
que ficou de frente para o eletrodo auxiliar, foi trocado apés 10 min de sintese
para garantir uma maior homogeneidade da cobertura do filme
eletrodepositado, (Figura 15). Apds a sintese, o filme foi lavado com agua
destilada.
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Eletrodo de Trabalho

Grafite - 29,5cm? -
rafite “™ Eletrodo de referéncia

AgIAGCI

Eletrodo auxiliar
Grafite - 29,5 cm?

Pirrol

Purificago - Destilagéo |::>

0,5 mol/L Pirrol
1,0 mol/LKCI

-0,8V
- 20min
invertendo o lado depois de 10min

Figura 15. Esquema simplificado da modificacédo do eletrodo de grafite
por eletrodeposicéo de polipirrol.

Os eletrodos de placa de grafite modificados pela eletrodeposicdo de
polipirrol possuiram uma menor area (30 mm x 40 mm x 5 mm, area superficial
de 29,5 cm? em relacdo ao eletrodo de grafite puro, pois foi considerada
apenas a area correspondente ao polipirrol aderido desconsiderando a parte
gue foi isolada. As conexdes do eletrodo foram feitas com conectores do tipo
“‘jacaré” acoplados diretamente nos eletrodos, que por sua vez foram fixados a
uma fiacdo de cobre revestido devidamente isolado para evitar curtos ou perda

de corrente.

3.3 CEPA DE E. coli UTILIZADA, MEIO DE CULTIVO E PREPARO DO
INOCULO

Foi utilizada a cepa de Escherichia coli (ATCC 8739), nivel de
biosseguranca 1, que foi mantida em placa de Petri contendo meio agar Luria
Bertani (10 g/L caseina, 5¢g/L extrato de levedura, 10 g/L cloreto de sodio, 15
g/L agar bacteriol6gico) e conservada na temperatura de 4°C em refrigerador.
Para os experimentos com as CCMs foi utilizado um meio sintético de efluente
para E. coli (PARK; ZEIKUS, 2000; ZHANG et al., 2006-A; ZHANG et al., 2007)
(Tabela 3). Apds o ajuste do pH para 7,0, com NaOH 0,1M e H,SO,4 0,1M o

meio foi autoclavado a 115°C por 15 minutos.
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Tabela 3. Meio sintético de efluente utilizado para E. coli nas CCMs.

Anodo (g/L)

Glucose 10

Extrato de Levedura 5

NaH,PO,4 8,5
NaHCO; 10
Céatodo (g/L)
NaH,PO,4 8,5
NaHCO; 10

Fonte: PARK; ZEIKUS, 2000; ZHANG et al. (2006-A); ZHANG et al. (2007)

Para o in6culo das CCMs uma Unica coldnia isolada da placa de Petri foi
inoculada em 50 mL de meio sintético de efluente. As bactérias cresceram sem
agitacdo, em anaerobiose, e incubacdo a 37°C. Apds a cultura atingir uma
DO¢go de 1,0, 3% do volume total da camara anddica foi utilizada como inoculo
(PARK; ZEIKUS, 2000). Uma ilustracdo das etapas desse procedimento esta

mostrada na Figura 16.

ANODO (-) Catodo (+)

| e

L]

E.coliisolada i .
Inoculado E. coli Credciants am

Meio agar : 3
Luria Be?tani er;,ig:igte anaerobliose ?‘;:)Cgéaggargz
Por 24h a 37°C total da camara
ate DO 1,0 anddica

Figura 16. Procedimento de preparo do in6culo.
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3.4 DETERMINACAO DO CRESCIMENTO BACTERIANO, pH e ACUCARES
REDUTORES

O crescimento da E. coli foi determinada pela medida de densidade
Optica a 600 nm em espectrofotdometro (DOgoo) durante as diferentes fases de
crescimento(PARK; ZEIKUS, 2000). Para avaliacdo do pH do meio de cultivo
nas CCMs foi utilizado um pHmetro de bancada (Tecnopon mPA210). A
glucose nas CCMs foi quantificada pelo método do DNS (Acido 3,5-dinitro
salicilico) de acordo com Miller (1959) utilizando para analise 3 mL das
amostras. Uma curva padréo de quantificacdo foi realizada utilizando glucose
(0,05 g/L a 10g/L). A absorbancia das amostras foi determinada em
espectrofotometro (540 nm) e os resultados foram expressos em grama de

glucose por litro.

3.5 CONFIGURACAO E MONITORAMENTO DO SISTEMA

O monitoramento da célula a combustivel foi feito utilizando um
multimetro data logger (marca True-RMS 46-Range Digital Multimeter,
RadioShack, EUA) ligado em série entre os eletrodos (Figura 17). O multimetro
foi conectado a um computador por uma conexdao USB utilizando como
interface programa fornecido pelo fabricante (Meter View, RadioShack) para
aguisicdo armazenamento dos dados em tempo real (cada 1 minuto). Os
eletrodos localizados préximos ao centro de cada camara sao conectados a um
resistor de 1000Q (LOGAN, 2006).

Multimetro

ANODO (-) Catodo (+) E;agéu

W /

L

Figura 17. Esquema de ligagdo da CCM com o multimetro data logger.
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A configuracdo da montagem experimental do sistema CCM-multimetro-
computador estd mostrada na Figura 18. Amostras das CCMs foram retiradas a
cada 24h para andlise. A CCM foi mantida em estufa bacteriolégica a 37°C

durante todo o periodo do experimento (3-5 dias).

Figura 18. Configuracdo e monitoramento do sistema com a CCM.
Fonte: Autoria propria.

3.6 MEDIDAS ELETROQUIMICAS

Quando se analisa células a combustivel, sdo necessarios fatores para
comparacao, pois assim pode-se avaliar a eficiéncia de uma célula em relagao
a outra, a poténcia, corrente e tensdo estdo de acordo. Neste experimento
foram medidos os seguintes parametros: diferenca de potencial, corrente,
densidade de poténcia em relacdo a area e densidade de poténcia em relacdo
ao volume.

Através da lei de Ohm foi obtida a corrente e, utilizando a formula da
poténcia, foi obtida a densidade de poténcia e a densidade de corrente das
células. A curva de poténcia foi determinada pelo método de queda da
polarizagdo e o método do pico de densidade de poténcia (LOGAN, 2007). Os
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dados obtidos com a diferenca de potencial foram utilizados nas linhas de
calculos (equacao 1 e 4). Segundo Du e colaboradores (2007), desde que o
eletrdlito e os eletrodos obedecam a lei de Ohm, a perda 6hmica que ocorre na
resisténcia pode ser devido ao fluxo dos elétrons para a resisténcia e em
seguida para o eletrodo. Assim, tem-se a equacao 1:

[=U-R!=Q-t! (1)

Onde: I = corrente
R= Resisténcia
U= diferenca de potencial
Q =carga
t = tempo

Segundo Logan (2007) a poténcia elétrica da célula pode ser medida pela

relacdo da Corrente (A) com a diferenca de potencial (V), dado na equacéo 2:

P=1-U )

Onde: P = Poténcia elétrica total

Sabe-se que apenas o conhecimento da poténcia elétrica do sistema
nao basta para descrever sua eficiéncia, sendo necessaria, para iSSO uma
referéncia. Se a area do anodo em que se forma o biofilme for considerada,
pode-se avaliar o quanto os microrganismos afetam na geracdo de energia.
Segundo Logan (2007), a area superficial do eletrodo necesséria para a
formacao de biofilme é importante para a energia gerada pelo sistema, pois
guanto maior o niumero de microrganismos maior sera 0 numero de elétrons
disponiveis na superficie do eletrodo. A poténcia normatizada pela area pode

ser calculada como:

p=-1L @3)

A-Rext

Onde: Rext = Resistencia externa do sistema

A = Area do anodo
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No entanto nem todas as CCMs obedecem a esta forma de avaliacéo de
poténcia (LARMINIE; DICKS, 2003). Uma forma técnica de avaliar a
performance do sistema é em termos de reatores, considerando o volume em
relacdo a poténcia gerada (RABAEY; VERSTRAETE, 2005; LOGAN, 2007). A

poténcia normatizada pelo volume pode ser calculada como:

p=-2L (4)

V-Rext

Onde: V = volume

Para as curvas polarizadas o valor medido de circuito aberto de uma
CCM foi a tensdo maxima que se pode atingir em um sistema, com as
limitacbes impostas pelo tipo de microrganismo (LOGAN, 2007). Com a
variacdo da resisténcia no circuito externo, tem-se a variacédo da diferenca de
potencial e corrente obtida, assim pode-se avaliar o melhor periodo de geracéo
de energia do sistema (MAHADEVAN et al, 2014). A partir da curva polarizada
€ possivel retirar dados relevantes para o sistema, como a poténcia maxima do
sistema, assim como sua corrente maxima e, finalmente, a sua resisténcia
interna. A figura 19 demonstra o método empregado para obtencdo dos dados
da curva polarizada, onde a variacdo da resisténcia externa, desenvolve uma

determinada diferenca de potencial que determina uma nova corrente.
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Figura 19. Determinacéo da curva de polarizagdo da CCM.
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O principal objetivo da CCM € gerar energia extraindo ao maximo
elétrons armazenados na biomassa. Como dito anteriormente a CCM gera
energia através da oxidacao de matéria organica biodegradavel na presenca de
biocatalizadores como o0 processo fermentativo de bactérias (DEVASAHAYAN;
MASIH, 2012). Os elétrons extraidos da matéria organica e levados ao sistema
é conhecida como eficiéncia Coulombica, definida em termos de porcentagem
de elétrons pela quantidade de matéria organica (LOGAN, 2006). A
transferéncia de elétrons para o sistema ou corrente elétrica € definida pela
transferéncia de Coulomb por segundo. Assim se integrado pode-se obter o
valor total de Coulombs transferidos para o sistema.

t
E = M [ 1dt
. = —
F bes Van Ac

(5)
Onde:

M = Massa molecular do substrato

F = Constante de Faraday

bes= Numero de elétrons capturados por molécula de oxigénio
Van = Volume do liquido no anodo

Ac¢ = Variacao da concentragédo do substrato (massa)

3.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As imagens da superficie dos eletrodos obtidas por MEV foram
realizadas na UTFPR com equipamento marca Zeiss, modelo EVO-MA15. Para
0 preparo das amostras foi utilizado um eletrodo de grafite contendo polipirrol
recoberto sem biofilme, e um eletrodo de grafite recoberto com polipirrol
retirado de uma CCM ap6s 5 dias de experimento. Fragmentos da superficie de
ambos eletrodos foram retirados com a ponta de um bisturi. Em seguida, cada
fragmento de eletrodo (com e sem biofilme bacteriano) foi colocado
separadamente em Eppendorf de 2 mL e lavado 3 vezes durante 10 minutos
com um volume aproximado de 2 mL tampéo fosfato 0,05 N a pH 7,4. Apbs

remocado do sobrenadante, as amostras foram fixadas com uma solugao de
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glutaraldeido a 3% em tampéo fosfato durante 24 horas. Em seguida, as
amostras foram desidratadas empregando solucbes de etanol de distintas
concentracbes e durante diferentes tempos: a 30% durante 15 min, a 50%
durante 30 min, a 70% por 24 horas e a 100 % 3 vezes durante 30 min. Os
fragmentos de eletrodo foram entdo colocados sobre porta amostras (especiais
para o microscopio) (KUNKEL, 2008). Foi necessério fazer recobrimento com
ouro, com camada estimada de 20 um. Este procedimento permite melhorar
ainda mais conducdo dos elétrons que sao projetados pelo microscopio
eletrbnico por varredura e, também aumentar a dissipacdo de calor das
amostras, que tendem a aquecer muito durante o procedimento. O
recobrimento, com tempo de deposicdo de 30s foi realizado em evaporadora
modelo Q150R ES, marca Quorum.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos experimentos desse trabalho foram divididos em
duas etapas. A primeira etapa corresponde aos experimentos com as CCMs
com eletrodos de grafite. A segunda etapa corresponde as CCMs com
eletrodos de grafite modificados pela eletrodeposicéo de polipirrol, seguido por
um estudo comparativo dos resultados obtidos com os dois tipos de eletrodos.
No total foram realizados 21 experimentos com as CCMs, sendo que alguns
serviram para ajuste testes iniciais e monitoramentos, outros foram testes
efetivos com suas respectivas analises.

Com relagdo a construcdo da primeira CCM foi verificado que o uso do
acrilico como material conferiu resisténcia mecanica ao sistema para que
tivesse um maior tempo de vida. Por ser translicido permitiu uma boa
visualizacdo além da facil higienizagdo por apresentar uma superficie lisa.
Devido ao seu maior tamanho (1 L cada camara) permitiu que houvesse uma
melhor separacdo dos seus componentes, evitando assim problemas comuns
como a perda de area ativa pela disposicéo do eletrodo. Os problemas iniciais
de vazamento foram resolvidos com a elaboracdo e aplicacdo de um polimero
termoplastico desenvolvido na empresa HM Rubber Ltda, que foi aplicado
cuidadosamente em todas as juncdes das placas de acrilico conferindo
resisténcia e vedacdo. A Figura 20 mostra a CCM feita em acrilico em
operacdo durante um experimento com eletrodos de grafite. Na segunda CCM
de 0,3L, foram utilizados todos os conceitos da primeira célula, as vedacfes
foram substituidas por anéis de borracha no interior da juncédo das células, o
volume menor possibilitou testes de células simultaneas, assim com o ganho

de tempo e espaco.
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Figura 20. CCM construida em acrilico em operacao durante um dos
experimentos

4.1 ELETRODO PLANO DE GRAFITE —ETAPA 1

A Fase 1 do experimento se baseou no trabalho com o eletrodo plano
de grafite, sem o uso de catalisadores ou mediadores. Sendo usado tanto na
célula de 1L e 0,3L. O grafico representado na Figura 21 apresentou valores de
potencial chegando a 61mV. O experimento inicial da CCM utilizando E. coli e
com a configuracdo utilizada se mostrou interessante, pois a bactéria
caracterizada como exoeletrogénica com auxilio de mediadores (LOGAN, 2006;
RABAEY et al., 2005), podendo ndo estar conseguindo transportar o elétrons
do biofilme na superficie do eletrodo para o0 mesmo sem o auxilio de
mediadores. Uma das causas possiveis para a transferéncia de elétrons seria a
composicdo do meio de cultivo que possuir extrato de levedura, neste meio
estdo presentes mediadores conhecidos como por exemplo flavinas, conjunto
de compostos organicos baseado na pteridina, formado pelo anel organico
heteronuclear triciclico isoaloxazina (LOGAN, 2012). A partir de 3000min pode-

se verificar um aumento na tensédo gerada pelo sistema (Figuras 21 e 22).
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Figura 21. Diferenca de potencial obtidano Figura 22. Corrente calculada no decorrer
decorrer do tempo em CCM com eletrodo do tempo em CCM com eletrodo de grafite.
de grafite.

Zhang e colaboradores (2007) verificou este mesmo aumento com E.
coli sugerindo que a bactéria estaria de alguma forma gerando seus proprios
mediadores. Neste ponto é importante observar que o sistema é em batelada,
nao recebendo nutrientes continuamente e com isso a quantidade de
mediadores pode se acumular no decorrer do tempo.

De acordo com a Figura 23, que diz respeito a geragdo de energia
elétrica pelo sistema (pontos quadrados), a CCM obteve densidade de poténcia
do sistema variando entre 0,5 a 15mW-m™. Esse resultado teve relacdo com o
trabalho de Rahimnejad e colaboradores (2013), que conseguiram um valor de
5 mV-:m? em um comparativo do uso ou ndo de diversos mediadores

presentes no meio de cultivo.
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Figura 23. Curva de poténcia (quadrados) e curva de polarizacao
(triangulo invertido) no eletrodo de grafite plano.

A obtencdo da curva de polarizacdo é de grande importancia para o
sistema CCM pois, através dela se pode fazer o estudo da poténcia maxima
gerada pelo sistema (LOGAN, 2007) e também verificar a corrente limite do
sistema (WANG et al., 2010). De acordo com o método do pico de densidades
de poténcia, se a resisténcia externa do circuito for trocada, obtem-se uma
resposta no potencial, quando esta variagdo (troca de resisténcias) € realizada
em intervalos regulares. Desta forma é possivel verificar o desenvolvimento do
potencial e da corrente do sistema em cada resisténcia, escolhendo o intervalo
de resisténcia mais apropriado no qual a producdo de energia seja maior e,
portando, mais interessante (LOGAN, 2007). Com a resisténcia externa mais
préxima a interna tem-se um melhor desempenho do sistema. Com o0 aumento
da resisténcia, a corrente se torna pequena e diminui a taxa de transferéncia de
elétrons para o anodo, conduzindo a menor geracdo de energia nos
microrganismos exoeletrogénicos e, consequentemente, reduzindo sua taxa de
crescimento (KATURI et al, 2011).

O ponto de equilibrio foi verificado quando o desenvolvimento do
potencial na célula se estabilizou, ndo havendo variagbes maiores que 2 mV. O
tempo escolhido foi o de 96 h (ou 5760 min). A resisténcia interna foi

determinada pela reducéao linear da inclinagcdo da curva. Uma vez encontrado o
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ponto de estabilizacdo foi determinada a melhor curva (potencial x corrente),

conforme indicado na Figura 24.
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Figura 24. Determinacdo da curva potencial x corrente em eletrodo de
grafite.

A derivagdo da curva de poténcia com a resisténcia interna € outra
forma para se determinar a resisténcia interna, na qual pode ser verificado o
ponto maximo da curva durante a estabilizacdo da célula. Com isso a

resisténcia interna foi de aproximadamente 1200Q, como apresentado na

Figura 25.
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Figura 25. Determinacé&o da resisténcia interna em eletrodo de grafite.
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4.2 ELETRODO PLANO DE GRAFITE COM POLIPIRROL — ETAPA 2

Na ETAPA 2 do trabalho, os mesmos procedimentos foram realizados
na ETAPA 1 utilizando no lugar do eletrodo de grafite o eletrodo de grafite
modificado com polipirrol. Os graficos representados nas Figuras 26 e 27

apresentaram dados com valores de poténcia e corrente mais uniformes.
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Figura 26. Diferenca de potencial obtida no
decorrer do tempo em CCM com eletrodo
de grafite com polipirrol.

Figura 27. Corrente obtida no decorrer do tempo
em CCM com eletrodo de grafite.

Segundo estudo de Zou e colaboradores (2008) o uso de eletrodo de
grafite no anodo afeta o potencial podendo causar instabilidade; contudo,
quando o polipirrol foi utilizado os autores obtiveram maior estabilidade nos
dados da mesma forma como foi observado nesse trabalho.

O polipirrol estd associado com a biocompatibilidade e boa
condutividade (CORDEIRO et al., 2015), unido a area superficial permite as
bactérias um ambiente favoravel para que formem biofilme na superficie do
eletrodo (Yuan; Kim, 2008). A CCM com polipirrol obteve o desenvolvimento da
geracdo de poténcia e corrente em um intervalo menor que o eletrodo sem
polipirrol, indicando a possibilidade de desenvolvimento microbiano e formagéo
de biofiime. No tempo 2000 min, enquanto a CCM com somente grafite
comecou a se desenvolver a partir de 3000 min.

Com relacédo ao potencial maximo obtido foi verificado 63 mV com a

resisténcia de 1000Q no decorrer de 5 dias, um valor maior que da célula de
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grafite (61 mV).A densidade de poténcia no eletrodo com polipirrol ficou entre

9,0 e 20mW.m™, faixa mais elevada que aquela obtida somente com o grafite,

como demonstrado na figura 28.
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Figura 28. Curva de poténcia (quadrados) e curva de polarizagéo
(tridngulos) no eletrodo de grafite com polipirrol.

Na sequéncia foi possivel determinar a resisténcia interna pelo calculo

da regressao linear da melhor curva do potencial por corrente, no momento da

estabilizacdo da célula neste caso 96h (Figura 29).
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Figura 29. Determinagédo da curva potencial x corrente em eletrodo de

grafite com polipirrol.
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A Derivacdo da curva de poténcia x resisténcia externa foi analisada a
fim de se verificar a melhor resisténcia. Durante a estabilizacdo da célula foi

obtido um valor de 530Q), como mostrado na Figura 30.
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Figura 30. Determinacéo da resisténcia interna (poténcia x resisténcia)
em eletrodo de grafite com polipirrol.

Assim, baseado na Lei de ohm, pode-se verificar uma diminuicdo na
resisténcia interna e externa e por consequéncia um aumento da energia

efetiva gerada pela CCM.

4.3 AVALIACAO DO pH NAS CCMs

O pH do eletrdlito € um importante fator para o desenvolvimento de uma
CCM. Geralmente o microrganismo necessita de uma faixa restrita de pH para
seu crescimento 6timo. E bem conhecido que a E. coli produz durante a
fermentacdo anaerdbia diversos compostos acidos tais como &cido acético,
acido latico, acido férmico dentre outros, resultando em um decréscimo
acentuado do pH que poderia inibir o desenvolvimento bacteriano e ao mesmo
tempo impactar negativamente na sua geracdo de energia, além de aumentar
da resisténcia interna do sistema (HE et al, 2008). Puig e coloboradores (2010),
observaram que a poténcia do sistema caiu consideravelmente quando o pH
final reduziu para 5,2, sendo necessario equilibrar novamente o pH para um

valor préximo 7,0 (ideal) para microrganismos neutrofilos.
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O comportamento observado nas CCMs testadas, tanto para o eletrodo
de grafite quanto para o eletrodo de grafite com polipirrol, foi bastante
semelhante. No preparo do meio de cultivo o pH foi sempre pré-ajustado para
7,0 (neutro). ApoOs a inoculacdo da E. coli na CCM foi verificado que o pH
sempre diminuia para valores entre 5,9 a 6,3. Apos 40h de corrida, a tendéncia
do pH das CCMs foi de aumentar voltando a valores proximos a neutralidade,
na faixa de 6,8-7,0 a partir das 160h (Figura 31). Segundo He e colaboradores
(2008), quando o pH do eletrdlito decresce para valores abaixo de 7,0, apos 24
ou 48h o pH tende a se equilibrar novamente voltando a valores proximos a
neutralidade. Fan; Ho e Liu (2007) demonstraram que o papel do bicarbonato
como composto tamponante para o sistema, auxiliado pela propria membrana
trocadora de prétons consegue manter o fluxo constante de prétons gerados

para o outro lado da camara para neutralizacdo no catodo.

7.2 ]

7.1 P
7.0 - M
) A
6.9 - _.I"‘_.f ~g=*
1 AT A —m
6.8 v ,f",_'_;_.-r— -
6.7 | ¥ L___‘:__""_-
E_E—_ . h 4 . 4/_/1-
L 6.5- - " :/" —m— Grafite 1
6.4 v ‘--_-':,_f * -#— Grafite 2
- & —w e
63 v X L A /q r Gra_ﬂt.e 3
62 ] DAY .)I ” y v— Polipirrol 1
] SV o +— Polipirol 2
6.1 & P «— Polipirol 3
6.0 5 ! s P &»
5.9 4 o
5.8 —— T 1 ~ T - 1 ~ 1~ T T *~ T - T© *~ T * 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Tempo/horas

Figura 31. Perfil do pH ao longo do tempo nas CCMs com eletrodo de
grafite e polipirrol (triplicatas).

O pH do sistema também é um indicativo do funcionamento adequado
da membrana trocadora de prétons, no caso desse trabalho a membrana do

tipo Nafion. Os prétons devem ser conduzidos através da membrana a camara
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catodica para entrarem em contato com a superficie do catodo. Caso o pH
diminua de forma constante no a&nodo certamente um desequilibrio da atividade

microbiana pode ocorrer comprometendo assim a eficiéncia da CCM.

4.4 AVALIAQAO DA CONSUMO DE GLUCOSE, DENSIDADE OTICA E
EFICIENCIA COULOMBICA

A eficiéncia coulombica da CCM se baseia na energia recuperada pelo
sistema com relacédo a energia inicial no sistema (LOGAN, 2006). Foi possivel
verificar que a glucose foi consumida rapidamente nas primeiras 24h, passando
de 10 g/L no tempo zero a 0,1-0,2 g/L apés 24h (Figura 34).
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Figura 32. Consumo de glucose durante 120h em CCM com
eletrodo de grafite e grafite com polipirrol.

Esse consumo inicial pode estar relacionado ao acelerado crescimento
da E. coli no meio de cultivo sob condigbes anaerdbias nas 24h iniciais do
lancamento da CCM. Depois da rapida multiplicacdo das células foi mantido um
nivel basal de glucose (0,2 — 0,1 g/L) durante os 5 dias do experimento, no qual
as células microbianas estdo consumindo o minimo possivel de carbono para a
manutencdo basica de suas necessidades. Possibilidade de apenas as

bactérias aderidas sobre a superficie do eletrodo mantiverem o consumo de
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glucose, assim a diferenca de consumo em relacdo ao volume total se torna
pequeno, justificando os niveis baixos de glucose

Park e Zeikus (2000) examinaram o impacto da geragédo de energia de
CCMs nas propriedades fisiologicas de E. coli. Segundo esse estudo, a
glucose consumida é elevada nas células em multiplicacdo, assim como a
geracdo elétrica. Contudo, quando as células microbianas passam para estado
mais estatico a tendéncia é a diminuicdo do consumo de glucose utilizado
apenas para a geracao elétrica e apenas para aquelas que estdo na superficie
do eletrodo. Tal observacédo vai de acordo com os resultados obtidos com uma
andlise da DOgoo medida no periodo de 24h (Figura 35). Conforme observado o
crescimento bacteriano ocorre justamente até as primeiras 25h do langcamento
da célula (1.500 min) no caso do polipirrol chegando a DOgoo de 1,33. A partir
desse momento a DOgyo N0 meio abaixa no decorrer do tempo atingindo o valor
de 0,7 apos 5 dias. A diminuicdo da DO é justificada pela lise das células no
volume da célula microbiana, contudo a geracdo esta considerando apenas as
bactérias na superficie do eletrodo, com isso, apesar da diminui¢cdo da DO, as

bactérias contidas na superficie do eletrodo podem estar ativas sem sofrer a

lise.
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No eletrodo de grafite o crescimento foi menor atingindo uma DOggo de
1,05 no tempo de 16h (~1000 min). Da mesma forma foi verificado uma queda
na DOgyp que se manteve durante os 5 dias do experimento. Zhang e
colaboradores relacionam o consumo de glucose da E. coli com o processo de
oxidacdo desta na auséncia de mediadores externos, se mantém com um
rendimento baixo apesar da alta taxa de degradagéo do substrato, mantendo o
potencial anédico com uma baixa polarizacdo. Convém porem ressaltar que a
DO néo avalia o desenvolvimento do biofilme aderido sobre o eletrodo, apenas
o desenvolvimento de microrganismo no meio de cultivo, ou a glucose
consumida no mesmo.

Logan (2006) cita que o rendimento das CCMs varia entre 2%a 50%
com mediadores quimicos. Zhang e colaboradores (2006) tiveram um aumento
do rendimento de 24% para 36% utilizando no anodo um composto de grafite
com politetrafluoretileno (PTFE). Neste trabalho, a eficiéncia coulombica para
120h, ou seja, a quantidade de elétrons recuperada pelo sistema para geracao
de energia para as células de grafite foi de 7,31% e de grafite modificado pela
eletrodeposicdo de polipirrol de 17,18%, o que representa um ganho de

eficiéncia representativo.

4.5 AVALIACAO DA DENSIDADE DE POTENCIA RELACIONANDO COM A
AREA

Em um experimento de duas CCMs de 300 mL analisadas em paralelo
e mantendo a mesma distancia entre os eletrodos e a membrana foi possivel
observar efeitos diferentes na densidade de poténcia na CCM com eletrodo de

grafite e eletrodo de grafite com polipirrol (Figura 36).

Figura 34. Experimento com CCM de 300 ml
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Conforme observado na Figura 37, quando comparado o polipirrol em
um volume de 0,3L, observa-se um melhor desempenho, principalmente a
partir do tempo 2000min, quando as densidades de poténcia das células com
polipirrol apresentam valores superiores a 0,2 mW-m, enquanto os eletrodos
de grafite 0,1 mW-m?. Esta diferenca é observada devido a diferenca do
potencial desenvolvido pelas células com polipirrol daquelas que néo
apresentam, este efeito pode ser considerado pela significativo crescimento
microbiano na superficie do polipirrol em relagédo ao grafite plano. Segundo Zou
e colaboradores (2008), sem mediadores externos a transferéncia de elétrons
se mantem através do contato com o eletrodo por meio da proteina de redox
delimitada na membrana com 0s citocromos, ou compostos secretados pela
bactéria. Neste sentido, a biocompatibilidade pode facilitar o contato das
bactérias com o polipirrol.
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Figura 35. Densidade de poténcia no decorrer do tempo com CCMs com
eletrodo de grafite e grafite com polipirrol —relacéo de volume pela area do
eletrodo.

Yuan e Kim (2008), comentaram sobre a possibilidade do proprio
polipirrol agir como mediador, quando a cadeia de polipirrol penetra a

membrana celular e é capaz conduzir elétrons diretamente para o eletrodo.
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4.6 RELACAO DA DENSIDADE DE POTENCIA PELO VOLUME DA CCM

Segundo Singh e colaboradores (2010), algumas performances nao
podem ser avaliadas apenas pela area, pois determinadas a area do eletrodo
nao podem ser mensuradas (como eletrodos de escovas de carbono) ou
alguns designs ndo permitem que a area superficial seja verificada, neste caso
a comparacdo de células de combustivel pode ser utilizada outra forma de
avaliacdo de densidade de poténcia, ao invés de avaliar somente a area do
eletrodo, avalia-se o tamanho do reator (volume da célula) pela poténcia
gerada.

Com isso, todas as CCMs anteriormente citadas (CCM com eletrodo de
grafite nos volumes de 1 L e 300 mL e CCM com eletrodo de grafite com
polipirrol nos volumes de 1 L e 300 mL) foram utilizadas para andlise da

densidade de poténcia (Figura 38)
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Figura 36. Densidade de poténcia considerando o volume da CCM no
decorrer do tempo.
Grafite 1: CCM de 1L; Grafite 2 e 3: duplicata CCM de 300 mL;
Polipirrol 1: CCM de 1L; Polipirrol 2 e 3: CCM de 300 mL

Quando sao relacionadas todas as células em apenas um grafico pode-
se verificar a diferenca de poténcia das células com polipirrol e aquelas que

nao possuem, se tracar uma linha dividindo o grafico aproximadamente em
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3mW-m™ (linha tracejada na figura 38), pode-se verificar que em grande parte
as células de grafite se mantem abaixo da linha tracejada e as células com
eletrodo de grafite com polipirrol eletroquimicamente aderido estdo acima desta
linha. No tempo de 1000 a 2000 min, provavelmente durante a fase de
crescimento bacteriano logaritmo, em geral as células de polipirrol demonstram
melhor desempenho. Jiang e Li (2009) citam que o polipirrol, além de
aumentar a &rea superficial, aumenta a polaridade da superficie do anodo
aumentando a atracdo entre a bactéria e eletrodo, aumentando assim sua

adesao.
4.7 MORFOLOGIA DO ELETRODO COM POLIPIRROL

O MEV foi realizado utilizando fragmentos da superficie do eletrodo de
grafite com polipirrol em duas situacdes: a) sem biofilme e b) apés cinco dias
de experimento com E. coli. Nas micrografias do polipirrol encapsulando no
eletrodo (situacdo a) foi verificada a formacdo de nddulos, sendo esta

caracteristica nodular tipica de filmes formados em meio aquoso (Figura 39).
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Figura 37. MEV da superficie do eletrodo de grafite recoberto com polipirrol.
Aumento 100x (A), 1000x (B), 2000x (C), 5000x (D), 7000x (E) e 10000x (F).
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Segundo Bello (2002) e Basavajara (2009), verificaram a formacéo de
nédulos os quais identifica como nanoesferas presentes na superficie do
substrato do anodo. A morfologia globular é toda a superficie de material
caracteristica intrinseca de revestimentos de polipirrol se destacando por toda
a matriz polimérica (MONTOYA et al, 2012). Esta mesma morfologia ja foi
observada em outros trabalhos (BASAVAJARA et al, 2009; ZOU et al., 2008;
GODWIN et al, 2012).

Numa segunda etapa com o MEV foram analisados fragmentos da
superficie do eletrodo de grafite com polipirrol obtidos apés 5 dias de
experimento de uma CCM com E. coli. O termo biofilme diz respeito a formacéao
de uma comunidade de microrganismos aderida sobre uma superficie (bidtica
ou abidtica) em meio liquido, no qual uma matriz polimérica primariamente de
polissacarideos esta presente (SCHECHTER et al, 2014; CORDEIRO et al.,
2015). O biofilme é rico em proteinas adesivas que auxiliam a juncéo de células
de forma irreversivel como o transporte de nutrientes entre os componentes do
biofilme. O crescimento do biofilme na superficie do eletrodo € conhecido como
biofilme anddico (SUN et al., 2015). O desenvolvimento de biofilmes sobre a
superficie do anodo afeta a condutividade e a difusdo dos substratos e seus
produtos finais (SUN et al., 2015). Diferentes caracteristicas podem ser
verificadas com a formacao de biofilmes, como a diminuicdo da resisténcia
interna (RAMASAMY et al., 2008; BARANITHARAN et al., 2014) o que pode
reduzir a resisténcia externa, verificado nas curvas de polarizagdo, aumento do
potencial, devido ao aumento da &rea superficial efetiva do eletrodo
(BARANITHARAN et al., 2014).

Nas fotomicrografias foi possivel observar as bactérias aderidas em
uma matriz polimérica recobrindo toda a superficie do eletrodo (Figura 40). A
morfologia do biofilme de E. coli na superficie do anodo apresentou as células
formando uma camada espessa em toda a superficie. Foi possivel observar o
desenvolvimento do biofilme inclusive nas reentrancias criadas pelo polipirrol
(Figura 40).
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Portanto, atravées do MEV foi possivel observar que o polipirrol
apresentou caracteristicas favoraveis como suporte para formacéo biofilme

sobre o eletrodo.

5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabalho teve como objetivo a construcdo de CCMs de duas
camaras em escala de bancada utilizando uma bactéria modelo (Escherichia
coli), sem mediadores quimicos, para comparar a eficiéncia energética obtida
com um eletrodo normalmente utilizado em estudos de CCMs (eletrodo de
grafite plano) com um eletrodo desse material, recoberto com polipirrol pelo
processo de eletrodeposicdo. Os resultados obtidos mostraram que:

Com a construcdo das CCMs com membrana trocadora de prétons e
utilizando como microrganismo a bactéria E. coli foi funcional e permitiu a
geracdo de energia elétrica que, apesar de baixa, pode servir como base para
outros estudos com CCMs.

Com a modificacdo da superficie de um eletrodo de grafite pela adicdo
do polipirrol foi possivel observar um incremento de atividade elétrica e
aumento de éarea superficial do eletrodo. Esse aumento da superficie de
contato resulta no maior nimero de bactérias ligadas ao eletrodo por unidade
de area que, conseguentemente se traduz numa maior capacidade de
transferéncia de elétrons/producdo de energia. Com isso ha aumento da
poténcia gerada, aumento da polarizacdo do eletrodo (devido a formacédo do
biofilme celular sobre a area do polimero condutor), possivel acdo de mediacao
do polimero condutor com a bactéria ou de qualquer outro mediador produzido
pela célula, ganho de estabilidade da célula (tempo de vida atil da CCM) devido
ao grau de penetracdo do biofilme no eletrodo (verificado no MEV), que
demostrou ser totalmente biocompativel com a bactéria.

Foi observada uma diminuicdo da resisténcia interna, verificada na
curva polarizada, que possibilitou incremento de energia. Um circuito com
menor resisténcia tem um maior fluxo de elétrons ou corrente elétrica.

Em termos da eficiéncia da célula foi possivel observar um acréscimo

em termos de eficiéncia coulombica no sistema contendo polipirrol (17,18%)
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em relacdo ao sistema que ndo possuia (7,31%). Isso representa um melhor
aproveitamento dos elétrons do substrato que podem de fato ser convertidos
em energia elétrica.

Portanto, neste trabalho foi possivel analisar alguns aspectos
importantes demonstrando que o eletrodo de grafite modificado pela
eletrodeposicéo de polipirrol pode ser uma alternativa vidvel e proveitosa para
uso em CCMs.

Como perspectivas futuras poderiam ser testados a utilizacdo de
mediadores para aumentar a eficiéncia da célula, o uso de outras espécies de
bactérias sob cultivo puro ou ainda utilizando o co-cultivo com mais cepas
bacterianas. Por ultimo seria interessante a sintese de um eletrodo fabricado
totalmente com polipirrol para a comparagcdo com os dados obtidos nesse

trabalho.
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