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RESUMO

Neste trabalho foi estudado o uso das células a combustivel microbianas (CCMs) para
gerar eletricidade, simultaneamente ao tratamento de efluentes. As células do tipo catodo-
ar foram montadas com o anodo de carbono vitreo reticulado, catodo de tecido carbono e
a membrana nafion. Como substratos foram usados os efluentes vinhaga, soro de leite ¢
agua residuaria, oriundos das agroindustrias de etanol e leite, enriquecidos com alguns
nutrientes inorganicos e acetato de sodio. As CCMs foram caracterizadas usando a técnica
da polarizagao eletroquimica avaliando os parametros densidade de corrente, densidade de
poténcia e resisténcia interna em diferentes tempos de crescimento do biofilme e por
técnicas quimicas calculando a remocdo da demanda quimica de oxigénio (DQO),
eficiéncia couldémbica (EC) e descoloragdo. Os indculos foram as bactérias eletrogénicas
Shewanella putrefaciens, Shewanella oneidensis e Clostridium butyricum. A CCM
alimentada com vinhaga alcangou densidade méxima de poténcia de 0,93 W m=, 0,25 W
m=e 0,65 W m™ e remogdo na DQO de 22 %, 28 % e 42 %, inoculada com a Clostridium
butirycum, Shewanella putrefaciens e Shewanella oneidensis, respectivamente.
Adicionalmente, foi testado uma co-cultura de Shewanella oneidensis ¢ Clostridium
butyricum em vinhaga, este sistema atingiu a densidade de poténcia de 1,05 W m™ ¢ 57 %
remo¢dao de DQO. A mesma CCM alimentada com soro de leite e dgua residuaria,
inoculados com as bactérias Shewanella oneidensis ¢ Clostridium butyricum, produziu
densidades méximas de poténcia de 0,98 W m'3; 2,02 W m™ bem como remocao de DQO,
74 % e 43 %, respectivamente. A partir da técnica microscopia de forca atdmica
observou-se que estas bactérias possuem forma de bastonetes com comprimento em torno
de 1,3 pum. Os resultados confirmam a CCM como uma tecnologia alternativa para
produgdo de bioeletricidade e tratamento de efluentes industriais.

Palavras-chave: Sistemas Bioletroquimicos. Bioeletrocatalise. Energia renovavel.
Aproveitamento de residuos agroindustriais.



ABSTRACT

In this work, microbial fuel cells (MFCs) were studied for electricity generation,
simultaneously to the wastewater treatment. The cathode-air cell type, were assembled
with anode the reticulated vitreous carbon foam, cathode the carbon cloth and nafion
membrane. As substrates were used the effluent vinasse, whey and wastewater from the
ethanol and agro milk industry, enriched with some inorganic nutrients and sodium
acetate. The MFCs were characterized by -electrochemical polarization technique
measuring the parameters such as current density, power density and internal resistance
for different times of biofilm growth and by chemical techniques calculating removals of
chemical oxigen demand (COD), coulombic efficiency (CE) and decolorization. The
inoculums were the electrogenic microorganisms Shewanella putrefaciens, Shewanella
oneidensis and Clostridium butyricum. The MFCs fed with vinasse achieved the
maximum power density of 0.934 W m, 0.25 W m™ e 0.65 W m™ and COD removal of
22 %, 28 % e 42 %, inoculated with Clostridium butirycum, Shewanella putrefaciens and
Shewanella oneidensis, respectively. Additionally, it was tested a co-culture of
Shewanella oneidensis and Clostridium butyricum in vinasse, this system reached the
power density of 1.05 W m™ and 57 % COD removal. The same MFC fed with whey and
wastewater, inoculated with Shewanella oneidensis and Clostridium butyricum, produced
maximum power density of 2.02 W m™, 0.98 W m™, as well as COD removal of 74 %
and 43 %, respectively. From the atomic force microscopy it was observed that these
bacteria have a rod shape and length of around 1.3 pm. These results confirm the MFC as
an alternative technology to bioelectricity generation and industry wastewater treatment.

Keywords: Bioelectrochemical System. Bioelectrocatalysis. Renewable Energy. Reuse of
Agroindustrial Wastewater.
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1. INTRODUCAO

Nos dias atuais, hd uma crescente conscientizacao e preocupacdo da populacdo mundial
com os impactos ambientais e a conservacao dos recursos naturais. De maneira que, as ac0es e 0s
planejamentos governamentais e empresariais tém sido tomados em direcdo da mitigacdo da
degradacdo ambiental e preservacdo dos bens naturais.

Esta problematica ambiental originou fortes correntes no mundo, com o intuito de
desenvolver pesquisas tecnologicas mais sustentaveis. Assim, se torna de essencial importancia o
emprego de novas tecnologias, para reduzir os impactos ambientais e ainda obter qualidade de
vida em comum plano com crescimento econdmico.

Neste contexto, o setor energético sofre pressdo global por ser uma atividade altamente
impactante, em funcdo da manutencdo de uma grande oferta de energia e a utilizacdo de energias
convencionais, muitas vezes ndo renovaveis.

De fato, os impactos do setor energético podem ser observados em sua maior propor¢ao
no processo de industrializacdo da energia, no transporte e a transmissdo de energia, e ainda no
consumo de fontes energéticas nao renovaveis, como 0s combustiveis fosseis.

O cenério mundial do setor energético é altamente dependente dos combustiveis fésseis.
Segundo a Internacional Energy Agency (2013) em um estudo estatistico do consumo total de
energia no mundo, o petréleo apresentava a maior parcela de 40,8%, e apenas com 18,1 % a
energia elétrica ocupa a segunda colocacdo e 12,4% a energia oriunda dos biocombustiveis e de
residuos, deste modo confirmando o dominio ainda da fonte ndo renovavel.

O grande consumo de combustiveis fosseis pode provocar a emissdo de gases, que sdo
agentes do efeito estufa, agravantes do fenémeno do aquecimento global e alem de acarretar
outras reagdes mais complexas. E assim, conduzir a polui¢do atmosfera para diversos fenémenos
prejudiciais em cadeia, entre estes podem ser citados 0s processos de smog, smog fotoquimico e
acidificacdo dos corpos hidricos superficiais, como o0s rios e os lagos localizados proximos aos
grandes centros urbanos e industriais (BAIRD e CANN, 2011).

Reduzir a dependéncia dos combustiveis fosseis pode fazer a diferenca para melhorar a
qualidade de vida da populagdo. A producdo de energia em larga escala, de forma sustentavel e

com responsabilidade social € um grande desafio para qualquer pais.
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Como a matriz energética brasileira esta baseada na hidroeletricidade tem-se uma elevada
participacdo de fonte renovavel, mas por outro lado, este tipo de geracdo ainda causa impactos
ambientais dificeis de serem mensurados e nem sempre ha garantia de fornecimento de energia
com qualidade.

Por exemplo, recentemente o pais sofreu com a estiagem prolongada atipica para a
ocasido, o que reduziu os reservatérios de agua nas usinas a niveis criticos. Este fendbmeno mais
uma vez serviu de alerta para que sejam aceleradas a introducéo de outras fontes de energia na
matriz energética brasileira.

Algumas fontes de energia como edlica e fotovoltaica possuem grande potencial para
serem implementadas no pais, dependendo da regido. Entretanto, o Brasil possui uma vocacgao
impar para a bioenergia, por exemplo, investimentos aportados desde a década de 70
transformaram a cadeia produtiva do etanol brasileiro na mais eficiente do mundo.

Mais recentemente as inser¢des do biodiesel e do etanol de segunda geracdo estéo
confirmando esta vocacdo. Entretanto, para continuar na vanguarda da bioenergia é necessario
que o pais desenvolva tecnologias modernas, que aplicadas no processo de obtencdo dos
biocombustiveis, possam resultar em avan¢os no aproveitamento da energia da biomassa (SILVA
et al., 2008).

Uma maneira de aumentar o poder a energia da biomassa € aproveitando-se 0s
subprodutos e residuos industriais que ainda possuam alta carga organica, como substrato em
uma célula a combustivel microbiana para geracao direta de eletricidade (SANTOS et al., 2012).

As células a combustivel microbianas permitem que seja obtido energia elétrica a partir de
uma grande variedade de substratos, sendo que muitos deles sdo biomassas com baixo valor
agregado ou residuos até considerados passivos ambientais (SELEMBO et al., 2009; SILVA et
al., 2011).

Neste sentido, este trabalho implicou na utilizagdo de residuos oriundos da producéo do
etanol e de laticinios como substrato nas células a combustivel microbiana. Visto que ambos
residuos possuem alta carga organica relatada pela demanda quimica de oxigénio (DQO), sao
produzidos em larga escala no Brasil, por exemplo sdo esperados para a safra 2015/2016 da cana
de acucar producao em torno de 28 bilhdes de litros de etanol (CONAB, 2015), como para cada
litro de etanol sdo gerados de 12 a 15 litros de vinhaca, um residuo da producao, estima-se que

sejam gerados da ordem de 325 bilhges de litros de vinhaca.
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Neste estudo foram realizados ensaios eletroquimicos e quimicos, para avaliar o
desempenho da célula a combustivel microbiana quanto a producéo de bioeletricidade e reducao
do potencial poluidor da vinhaca ou do residuo lacteo. A célula utilizado neste trabalho foi
projetada para operar com anodo de carbono vitreo reticulado, catodo ao ar de tecido de carbono
e inoculadas com cepas das bactérias exoeletrogénicas Shewanella putrefaciens, Shewanella

oneidensis e Clostridium butyricum.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Construir uma célula a combustivel microbiana (CCM) com catodo ao ar, baseada em um
protétipo desenvolvido pelo Geuff, de maneira que produza energia elétrica e a0 mesmo tempo
em que reduza o potencial poluidor dos efluentes industriais. A CCM empregada como
tecnologia ambiental agrega valor aos efluentes extraindo a energia dos mesmos por meio da

biodegradacao das substancias poluentes.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o comportamento eletroquimico das bactérias Shewanella putrefaciens,
Shewanella oneidensis e Clostridium butyricum em meios de culturas a base de vinhaca e
efluente lacteo.

Analisar o desempenho da célula a combustivel quanto a capacidade de geracdo de
corrente elétrica e poténcia, quando alimentada com substratos a base de vinhaga e efluente
lacteo.

Quantificar a reducdo de DQO e cor dos efluentes depois de tratado pelo biorreator
eletroquimico.

Caracterizar o biofilme formado pelas bactérias eletrogeradoras pela técnica de
Microscopia de Forga Atomica.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. DESCRICAO DA TECNOLOGIA

Células a Combustivel Microbianas, CCM, sao dispositivos bioeletroquimicos capazes de
converter a energia quimica das substancias contidas no substrato diretamente em energia
elétrica. Esta conversdo é feita por meio de microrganismos do tipo bactérias, as quais atuam
como bioeletrocatalisadores. De maneira que oxidam as substancias quimicas e geram elétrons
durante o metabolismo, assim concomitantemente ocorre a biodegradagdo do substrato, ou seja,
seu tratamento biologico (LOGAN et al., 2004; LOGAN et al., 2006; LOGAN, 2008).

As bactérias sdo organismos procariontes, microscépicos, com tamanho aproximado de 1
pum, que podem converter uma variedade enorme de substancias em dioxido de carbono, agua e
energia. Assim, estes microrganismos usam a energia produzida para crescer e manter o
metabolismo. Entretanto em determinadas montagens, denominadas células a combustivel
microbiana pode-se extrair uma parte desta energia na forma de eletricidade. Em alguns casos a
eficiéncia coulébmbica pode chegar ao excelente valor de 70% (ZHOU et al., 2012), dependendo
do substrato, do material anddico e do material catddico.

Como toda a célula a combustivel, a microbiana é composta de trés componentes
principais: anodo, catodo e eletrdlito, considerados o “coracdo” da célula. As bactérias vivem no
anodo, onde se encontram o0s substratos (substancia quimica a ser metabolizada), como por
exemplo, glicose, acetatos, residuos industriais, efluentes domésticos, entre outros. A partir da
degradacdo destes substratos sdo gerados didxido de carbono, prétons e elétrons. Contudo, o
anodo deve possuir condigcdes essenciais para as bactérias se desenvolverem, como por exemplo,
quantidade de matéria orgénica, pH 6timo, temperatura 6tima, carga de eletrélitos e concentracéo
baixa de oxigénio dissolvido (KIM et al., 2008).

Sob condicOes aerobias, as bactérias usam oxigénio como receptor de elétrons para
produzir agua. Porém, no anodo de uma CCM, ndo ha presenca de oxigénio, entdo as bactérias
precisam mudar o receptor natural de elétron por outra substancia, que no caso é o material
anodico da CCM (RABAEY e VERSTRAETE, 2005). Devido a habilidade das bactérias para

transferir elétrons ao material anddico, pode-se usar uma CCM para coletar os elétrons oriundos
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do metabolismo microbiano, pois os elétrons produzidos séo transferidos para o anodo (terminal

negativo) e fluem para o catodo (terminal positivo) (Figura 3.1).

SBOOOOGOND FOOOn0 ! [P :::l ¢_
Efluente 4u[ o

BIOJO[OS
BURIQUISTA]

001q0IaY

001q0IoRUY

Bactérias

Figura 3.1 — Esquema de uma célula a combustivel microbiana (Fonte: ZHUWEI, et al. 2007)

Os elétrons fluem por um circuito elétrico externo transportando uma carga através de um
resistor para o catodo. A diferenca de potencial (V) entre o0 anodo e o catodo, e através do fluxo
de elétrons (A) resulta na geracdo de uma poténcia (W).

Para fechar o circuito, os prétons fluem pela membrana trocadora de protons que também
separa os eletrodos. Para este fim, geralmente emprega-se o Nafion® (DuPont, Wilmington,
Delaware), uma membrana polimérica que atua como uma barreira seletiva para substancias,
permitindo apenas a passagem de ions hidrogénio (WILKINSON et al., 2000; GIL et al., 2003).

No catodo ocorre a reacdo de reducdo do oxigénio mediante a presenca de elétrons e de
ions hidrogénio, portanto produzindo &gua. Esta reacdo ocorre com eficiéncia quando s&o
empregados catalisadores especificos, bioquimicos ou quimicos. E assim, os estudos destes

componentes vem evoluindo a CCM ao longo do tempo.
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3.2. HISTORICO

A geracdo de corrente elétrica, a partir de bactérias, foi primeiramente relatada em 1911
no Proc. Roy. Soc. London Ser. B por Michael Cresser Potter. Potter verificou a producdo de
energia elétrica durante a cultura dos microrganismos Escherichia coli e de Saccharomyces na
presenca de eletrodo de platina.

O tema reapareceu duas décadas mais tarde, quando Barnet Cohen (1931) voltou a dar
atencdo ao tema e criou algumas células a combustivel conectadas em série e assim conseguiu
obter 35 V de tenséo e corrente de 2 mA.

Com o decorrer dos anos, houve um avango destes estudos com os trabalhos realizados
por DelDuca et al., 1963 que usaram o gas hidrogénio oriundo da fermentacdo de glicose pela
Clostridium butyricum como combustivel. Na ocasido o sistema criado por DelDuca néo foi
reconhecido como tecnologicamente vidvel devido ao baixo desempenho na producdo de
hidrogénio.

Foi entdo que Karube et al., (1976), contribuiram para aumentar a producéo de hidrogénio,
por meio de um desenho de célula inovador para a época. Foi novamente Karube et al., (1977),
que propuseram outras arquiteturas para as células a combustivel, os quais muitos sdo utilizados
até os dias atuais.

O interesse nesta area pela comunidade cientifica aumentou a partir da década de 1980,
quando se descobriu que a densidade de corrente e poténcia poderiam ser aumentadas no sistema
com a adicdo de substancias denominadas mediadores (DAVIS e HIGSON, 2007;
IEROPOULOS et al.,, 2005). Mediadores sdo substancias que se encontram em um estado
oxidado, mas que facilmente podem ser reduzidas por meio de captura de elétrons da membrana
celular, entre outros se destacam alguns corantes e organometalicos tais como vermelho neutro,
azul de metileno, thionina, azul de meldola, 2-hidroxi-1,4-naftoquinona e Fe (111) EDTA (PARK
e ZEIKUS, 2000; TOKUJI e KENJI, 2003; VEGA e FERNANDEZ, 1987; ALLEN e
BENNETTO, 1993; IEROPOULQOS et al., 2005). A Figura 3.2 mostra uma ilustracdo do
mecanismo da transferéncia de elétrons para os mediadores, que posteriormente os transferem

para o anodo.
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Figura 3.2 — Ilustra¢do da atuacdo de mediadores. (Fonte: Adaptado de LOVLEY et al., 1996)

co,

Contudo, um grande salto no desenvolvimento de célula a combustivel viria em 1999
guando se observou que determinadas espécies de bactérias ndo precisavam de mediadores para
transferir elétrons para um condutor externo, deste modo transferindo por contato fisico, ou seja,
transferéncia direta (KIM et al., 1999a; KIM et al., 1999, US Patent 5976719, CHAUDHURI e
LOVLEY, 2003). A Figura 3.3 mostra 0 esquema de uma CCM ao ar, que é normalmente
empregada, em gue as bactérias aderidas no material contudor do anodo realizam a transferéncia
direta de elétrons para producéo de bioeletricidade.
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Figura 3.3 — Ilustragao de uma Célula a Combustivel Microbiana sem mediadores.

A partir da descoberta de Kim, 1999, bactérias do género redutoras de ions metalicos, em
especial a Shewanella putrefaciens (KIM et al., 2002), a Geobacter sulferreducens (BOND e
LOVLEY, 2003), a Geobacter metallireducens (MIN et al., 2005) e a Rhodoferax ferrireducens
(CHAUDHURI e LOVLEY, 2003) tem sido alvo de estudos para serem empregadas em uma
celula a combustivel microbiana.

Em 2006, descobriu-se que os géneros Geobacter e Shewanella produzem nanofios, os
quais podem ser usados no processo de transferéncia de elétrons da camada extra celular para o
meio externo (GORBY, et al., 2006, XIE et. al. US Patent 2011/0236769A1). Isto despertou
interesse da industria eletrénica (HUSSAIN, US Patent 2012/0019214A1).

Neste contexto, os mecanismos de transferéncia de elétrons das bactérias mais aceitos
foram organizados e divididos em duas classes: transferéncia direta e transferéncia indireta. A
transferéncia direta de elétrons (TDE) ocorre pelo contato fisico da membrana via proteinas redox

denominadas citocromos do tipo-c e via nanofios. Ja a transferéncia indireta de eletrons, também
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nomeada de transferéncia mediada (TME), que é conduzida por substancias redox liberadas pelo
metabolismo bacteriano (Figura 3.2) (CARMONA-MARTINEZ et al., 2013, SCHRODER, 2007)

Na verdade o mecanismo de conducdo elétrica na interface biofilme/material condutor
ainda ndo estd totalmente elucidado. Portanto, avangos nesta area serdo determinantes para se
aumentar a densidade de poténcia do dispositivo. Assim, as pesquisa cientificas em células a
combustivel microbianas vem gerando um aumento no nimero de patentes no mundo.

Observa-se que o0s depositos de patentes sobre células a combustivel microbiana
basicamente ocorreram partir do inicio do ano 2001. Este historico relativamente recente
justifica-se pelo fato das pesquisas terem um grande salto tecnolégico a partir desta época.

Buscas estatisticas com o termo exato “microbial fuel cell” para titulos, mostrou 135
registros de patentes no mundo, para concessao e aplicacdo de células a combustivel microbiana.
No servico Espacenet, da European Patent Office, revelou 111 registros de patentes, enquanto
que no WIPO - World Intellectual Property Organization, foram encontrados 83 registros.
Consulta no USPTO — United States Patent Trademark Office USPTO, que é uma entidade
referéncia nos registros de patentes, foram encontrados 54 registros. Numa observacdo mais
cuidadosa nota-se que muitos inventores e empresas acabam depositando seus inventos em mais
de um pais, como foi o caso do registro feitos por Kim, et al., Korean Patent No. 224381, US
Patent No. 5,976,719, JapanesePatent No. 3022431 and EP PatentApplication No. 97306661.6.

A Figura 3.4 mostra um grafico da evolucdo do nimero de registros de patentes no
mundo, feitos a partir de 1967 de acordo com as institui¢fes citadas. Notadamente a maioria dos

registros concentra-se nos Ultimos anos, 0 que mostra a emergéncia desta tecnologia.
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Figura 3.4 — Grafico da evolucdo do numeros de registros de patentes segundo diferentes
instituicoes.

Nesta direcdo, verificou-se também que as bactérias empregadas com maior sucesso sao
as dos géneros Geobacter, Shewanella e Clostridium. Estes géneros podem produzir corrente
elétrica a partir da degradacdo do substrato de diferentes procedéncias, assim como, efluentes
domésticos, efluentes industriais, lodos de esgoto e rejeitos alimenticios. Também se pode gerar
corrente elétrica a partir da degradacdo de matéria organica e sulfetos encontrados em areas
remotas ou ndo servidas pela rede de distribui¢cdo, como por exemplo, sedimentos marinhos —
offshore (BOND et al. 2002; REIMERS et al., 2006). Neste caso, a poténcia gerada pode prover
energia para operar pequenos dispositivos elétricos onde o acesso rotineiro para manutencao é
dificil, por exemplo, substituindo as baterias.

Os substratos sdo importantes para 0s processos bioguimicos dos microrganismos, pois
neles estdo contidos os nutrientes necessarios ao metabolismo celular. A eficiéncia e viabilidade
econbmica para converter residuos organicos em bioenergia depende das caracteristicas das

substancias destes residuos e do microrganismo empregado. Um dos principais componentes do
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substrato séo as substancias que fornecem carbono ao metabolismo, por isto séo conhecidas como
fontes de carbono.

Assim o desempenho das células a combustivel microbianas, densidade de poténcia,
eficiéncia couldmbica, bem como o tempo de aclimatizacdo (start-up) estdo intimamente ligados
aos substratos (KIM et al., 2008; WANG et al., 2009a). Neste sentido, substancias como acetato,
glicose, sacarose, frutose, aminoécidos entre outras sdo substancias muito estudadas para serem
empregadas como substratos, pois 0 comportamento bioquimico destas substancias é conhecido.

Embora exista um consenso na literatura que é mais facil se estabelecer o mecanismo de
producdo de energia elétrica a partir de substancias com estrutura molecular simples do que em
relacdo a sustancias complexas (LIU et al., 2005), o melhoramento de desempenho da tecnologia
de célula a combustivel microbiana aliado a diminuicdo de custos abriram oportunidades para o
uso de substratos ditos ndo convencionais, como por exemplo a base de residuos e biomassa.

Assim, observa-se na literatura cada vez mais o uso destes substratos que muitas vezes
sdo considerados passivos ambientais, que sdo materiais de descarte podendo causar impactos
ambientais. Desta forma preservam-se as substancias que notadamente possuem outras funcdes
mais nobres, casos da glicose, sacarose entre outras a0 mesmo tempo em que se aumenta a

sustentabilidade dos processos.

3.3. CELULA A COMBUSTIVEL MICROBIANA (CCM) COMO TECNOLOGIA AMBIENTAL

A CCM como tecnologia ambiental é alimentada com residuos liquidos, que normalmente
sdo degradados e convertidos em energia elétrica (RABAEY et al., 2010). Os efluentes
industriais possuem caracteristicas para serem empregados como substratos de CCM, pois
possuem altas concentracdes de matéria organica e macro nutrientes microbianos, de maneira que
resulta em valores altos de DBO (WANG et al., 2009b).

No Brasil, segundo a Resolugdo CONAMA N° 430 (2011), alterada 357 (2005), &guas
residuarias ou efluentes industriais, sdo residuos liquidos oriundos de diversas atividades ou
processos industriais. De modo que, é necessario respeitar os padrdes, 0os parametros e as
diretrizes do langcamento do mesmo em corpos de agua receptores, para uma gestdo ambiental

sustentavel.
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Dentre alguns parametros do potencial poluidor compreendidos na Resolugio CONAMA
N° 430 para o langcamento do efluente no meio ambiente sdo: pH, temperatura, vazao, pardmetros
inorganicos, parametros organicos, materiais sedimentares, materiais flutuantes, 6leos e graxas,
DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio).

No entanto, existe a DQO (Demanda Quimica de Oxigénio), um parametro ambiental para
efluentes que avalia a quantidade de matéria orgénica ndo biodegradavel e biodegradavel, ao
contrario da DBO, que avalia apenas matéria organica biodegradavel. Assim, a DQO é um
indicador ambiental mais adequado para avaliar a qualidade do tratamento do efluente (BAIRD e
CANN, 2011) ainda que possam variar com a época do ano. Como por exemplo, a vinhaca,
residuo liquido da producdo de bioetanol, possui em media altas concentracdes de DQO, tal
como, 17677,7 mg L™* ( MOTA et al., 2013), 13380 mg L™ e 25225 mg L™ (MARINHO et al.,
2014) e 45000 mg L™ (INTANOO et al., 2014).

Além desta caracteristica, a vinhaga contém diversos elementos quimicos como potéssio,
calcio, ntitrogénio e magnésio e sais de sulfato e fosfato, que quando aplicados ao solo vem
ajudando na suplementacdo das culturas e melhorando as condi¢fes do solo para o cultivo, por
consequéncia resultou em uma cadeia produtiva mais competitiva. Porém, a quantidade gerada
deste efluente é muito alta em torno de 12 L a 15 L, e ainda este manejo conhecido como
fertirrigagdo vem sendo seriamente discutido, pois 0 seu uso excessivo causa impactos ambientais
no solo, na agua dos lencois freaticos e dos corpos receptores (CHRISTOFOLETTI et al., 2013;
FUESS e GARCIA, 2014).

Os impactos ambientais por efluentes sdo singulares, dependendo das caracteristicas
fisico-quimicas e do manejo do efluente. Assim como a vinhaga, o efluente lacteo possui um alto
volume de geracdo em torno de 10L, dependendo do processamento, contudo com maior carga
organica média gerando uma DQO em torno de 88 000 mg L™ (SEO et al., 2015) e 65 000 mg L™
(VOURCH et al., 2008), pH ligeiramente &cido, de valores entre 5,5 a 6,5 para amostra oriunda
do processamento do leite e 4,5 a 6,5 para amostra oriunda do processamento do queijo (soro), e
ainda altas concentracGes de sais e de proteinas e agucares redutores (KARADAG et al., 2015)
caracterizando o efluente com alto potencial de impacto ambiental.

Os impactos gerados por efluentes que sdo langados nos corpos hidricos sem o devido

tratamento ou lancados ap0s um tratamento/manejo ineficiente ser tornam cada vez mais uma
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problemética em que afeta todo um ecossistema. A disposicao incorreta de qualquer efluente gera
uma poluigdo ambiental muitas das vezes irreversiveis. Contudo os elementos quimicos e a carga
organica dos efluentes podem ser aproveitadas por microrganismos de modo que os efluentes se
tornem um insumo.

Neste contexto, altas DQO dos efluentes e a presenca de varios elementos quimicos
podem traduzir em potencial poluidor ou em energia recuperdvel, que estd contida em forma
quimica das moléculas, por meio de um arranjo de CCM. A célula a combustivel microbiana
degrada/oxida a biomassa dos poluentes com eletroatividade do biofilme microbiano formado no
anodo, a0 mesmo tempo em que capta elétrons do sistema, para gerar bioeletricidade. Isso
acontece com mais eficiéncia se o sistema for submetido a uma resisténcia externa, em que
muitos casos estudados foram de 1000Q2 (LOGAN 2008; RABAEY, et al., 2010)

A CCM como tecnologia ambiental, possui o arranjo sistematico com uma linha de
pensamento em dois focos: a producdo de bioeletricidade e o tratamento do efluente. Este
pensamento comegou a fluir em 2004, quando surgiram os primeiros estudos empregando
efluentes como substrato de CCM (ELMEKAWY et al., 2015).

Para este tipo de sistema sdo de essencial importancia: a biocompatibilidade dos materiais
do anodo e configuracdo do catodo, portanto a interacdao bactéria/efluente/ arquitetura. Dentre os
materiais utilizados como material condutor e biocompativel para o anodo encontram-se o tecido
de carbono, feltro de grafite, escova de grafite ou fibra de carbono, cilindro e placa de grafite,
carvao ativado em graos e carbono vitreo reticulado (LOGAN 2008; JANICEK et al., 2014).

Para a arquitetura ou forma do anodo e da célula, os mais estudados sdo os cilindricos
verticais e horizontais, também denominados tubulares, embora existam estudos com bioreatores
cubicos e tetraédricos. (OLIVEIRA et al., 2013).

De maneira geral, observa-se que as CCMs independentes dos formatos, encontram-se em
duas configuracGes basicas, de tal forma que, a configuragdo com o catodo exposto ao ar €
denominadas células de um compartimento, e a célula de dois compartimentos possui solugédo
catddica, com a espécie redutora diferente do oxigénio.

Para todos os tipos de configuragdes, em termos de calculos, o desempenho do sistema se
quantifica normalmente pela producdo de bioeletricidade e tratamento do efluente. A

bioeltricidade é avaliada pela polarizacéo eletroquimica, que resultam no potencial (E), densidade
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de corrente (i) e densidade de poténcia (p). A anéalise do tratamento do efluente na CCM e feita
pela avaliacdo da remocdo de DQO (yDQO).
A densidade de poténcia se faz atraves da normalizacdo da energia gerada por volume de
efluente ou area do eletrodo de trabalho
PW) = E(V)xI(A)
pWm™) = E(V)xi(Am™)
pWm™) = E(V)xi(Am™)

Num sistema ideal o potencial ndo diminui com o aumento da corrente ou densidade de
corrente. Entretanto nos sistemas reais sempre ha perdas ocasionadas pelas polarizagdes, gerando
sobrepotenciais. Como resultado, na pratica, os potenciais ideais ndo sdo atingidos. Quando carga
é aplicada em uma célula a combustivel em que os eletrodos estavam em circuito aberto, cada um
dos dois eletrodos polariza em direces opostas. Os catodos se tornam menos catodicos e 0s
anodos menos anodicos, diminuindo o potencial disponivel da célula a combustivel. Perdas
adicionais importantes sdo provocadas pela resisténcia 6hmica nos componentes, principalmente

no eletrdlito (Figura 3.5).

Potencial da Célula a
Combustivel

Densidade de Corrente

Figura 3.5 — Curva de polarizacdo tipica de uma célula a combustivel microbiana
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Os mecanismos responsaveis pelas perdas por polarizacdo nos eletrodos séo:

a) polarizacdo quimica, relacionada com a energia de ativacdo das etapas dos processos
eletroquimicos que ocorrem nos eletrodos (SCHODER, 2007;TORRES et al., 2010);

b) polarizagdo de concentracdo no eletrolito, relacionada com a variagdo da concentracdo das
espécies determinantes do potencial na vizinhanca da superficie dos eletrodos;

c) polarizacdo de resisténcia, relacionada com as mudancas de condutividade especifica do

eletrélito provocadas pelas reacdes eletroquimicas nos eletrodos.

As perdas por polarizacdo quimica e por polarizacdo de concentracdo sdo mais
significativas que a polarizagéo por resisténcia. A primeira tem peso maior em correntes baixas e
pode ser reduzida com uso de catalisadores com menor resisténcia a ativacdo e maior superficie
de catalise por unidade de volume do eletrodo. A segunda tem peso maior nas correntes altas e
pode ser minimizada melhorando a difusdo de material até a superficie dos eletrodos, por
exemplo, aumentado o fluxo de gas oxigénio no catodo. Com relagdo as perdas 6hmicas, estas
sdo proporcionais a corrente e podem ser diminuidas pelo uso de eletrdlitos mais finos, ou seja,
membranas seletoras de prétons e com menor resisténcia ao transporte iénico, assim como, pela

utilizacdo de conectores com menor resisténcia elétrica.

Na presenca de corrente elétrica (quando se aplica uma carga externa) a equacdo pode

escrita de maneira completa na equacéo:

—E . -

anodo

Eeet = Ecaoso

ce catodo

nat.,cat. + nconc,cat. 77at.,an. + nconc.,an. - IRi‘

Onde 7atcat © 7arcar SA0 as perdas (sobretensdes) por ativacdo no catodo e no anodo,
respectivamente; #conc.c € #conc,a SA0 @S perdas perdas (sobretensdes) por concentracdo no catodo e
no anodo, respectivamente. Assumindo que o eletrolito e os eletrodos obedecem a Lei de Ohm,

iR;, € a resisténcia interna , i é a corrente que flui pelo sistema (LOGAN et al., 2006).

Na préatica representa-se num mesmo grafico, a variacdo de potencial e de poténcia em

funcédo da densidade de corrente, Figura 3.8.



29

1000
L 600
800+ L 500
L 400
6004 “E
> L
E Q
= 300 =
W 400 - =
L200 O
200- [
- 100
0- L0
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25
j;‘m»*’-'u:m'2

Figura 3.6 — Diagrama de poténcia de uma célula a combustivel microbiana. (Extraida de Rosenbaum
etal., 2007.)

De fato o maior desafio nesta area € ultrapassar a bancada dos laboratérios com a
fabricacdo de prototipos para a escalagem de poténcia. Atualmente pesquisadores ja conseguiram
densidade de poténcia de 1 kW/m* (volume do reator) e 6,9 W/m? (area do anodo), estes s&o
valores animadores para acelerar a amadurecimento da tecnologia

Para obter-se remocdo de DQO calcula-se o percentual da diferenca entre a concentracao

final e concentracao inicial de DQO do sistema.

7DQO (%) = [(DQO, -~ DQO,) / DQO, ] x 100

Além disso, o comportamento do sistema em no ambito simultaneo eletroquimico e
ambiental, se calcula pelo modelo matematico da eficiéncia coulébmbica (EC), sendo que a EC

possibilita avaliar as perdas das reagdes eletroquimicas do sistema, calcula-se como:
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t2
(Judt)/R
t1l

= XM
Fxb(ADQO)V

Onde, U é potencial da CCM pelo tempo de operacédo, R resisténcia externa, F constante
de Faraday, b nimeros de elétrons transportados por molécula de O,, ADQO é a remocao de
DQO do sistema, V o volume de efluente e M a massa molar do O, (LOGAN et al., 2006).

Estes parametros junto com a curva de polarizagdo eletroquimica permitem avaliar o
rendimento do sistema, para o tratamento do efluente e a producéo de bioeletricidade. De maneira
que estes conjuntos de variaveis normalmente estudadas possam se completar em dire¢do do
desenvolvimento sustentavel das pesquisas em CCM.

As pesquisas de CCM alimentada com elfluentes teve o inicio por volta do ano 2004
(ELMEKAWY et al., 2015), e atualmente, as pesquisa em CCM apresentam pelo menos trés
diferentes focos: o estudo de diferentes efluentes como substrato e o0 seu comportamento, 0s
desempenhos da eletrocatalise de diferentes microrganismos inoculados e diferentes arranjo
sistematicos de CCM .

A Tabela 3.1 mostra o comportamento atual das pesquisas de CCM como tecnologia
ambiental. Assim, pode verificar um amplo estudo da utilizacdo de efluentes como sustrato em
CCM de diversas fontes, tal como, das industrias de alimentos, das indUstrias agroenergéticas e
de tratamento de esgoto. Além disso, foram identificados relatos, que apesar de gerar poténcias
baixas em muitos casos, a remog¢do de DQO atingiu os 90%, deste modo este perfil resultante
pode ser explicado pela baixa EC do sistema. Outro fator importante observado nas pesquisas em
CCM foi a utilizagdo de consorcios microbianos, em que sdo isolados principalmente de estacoes
de tratamento de esgoto (ETE) em ambiente municipal e industrial. Porém, existem poucos
estudos com CCM alimentadas com efluentes e inoculadas com culturas puras e co-culturas de

microrganismos exoeletrogénicos.



Tabela 3.1 — Caracterizacdo de CCMs, mostrando com os parametros normalmentes avaliados em CCM.

CCM Substrato Microrganismo (origem) P Max DQO EC  Referéncia
Catodo ao ar Residuo hidrolisado de bioetanol Consorcio de bactérias 410mWm?*  60%  * WANG et al., 2009
-2 * *
Catodo aerado (O,) Efluente de oleo de palma Consorcio de Lodo anaerdbico S5 mWm %Cl)ZK HTARIAN etal,
Catodo ao ar Efluente de cervejaria Consércio de tratamento de esgoto 11 W m™ 87%  38% WANG etal., 2008
Catodo ao ar Efluente a base de azocorante Consorcio de Lodo anaerdbico 100 mwW m? * 16%  SUN, etal., 2013
Catod Dercolado de aliment Consoércio de Lodo anaerébico A5mwWme  87%  20% Ll etal. 2013
atodo ao ar ercolado de alimentos i etal.,
Consorcio da Clarificacio 453mwm®  91%  21%

Catodo ao ar Efluente de esgoto Consorcio de bacterias (ETE) 281mwWm?  70% 3%  KARRAetal., 2013

Meio de cultura com glicose Shewanella sp. HN-41 (LMAA) 182mwm?  * *
Catodo ao ar . 2 * WU etal., 2013

Meio de cultura com lactato Shewanella sp. HN-41 (LMAA) 71,6 mMWm
Catodo aerado (PBS)  Efluente de destilaria de alcool MicrobiosTermofilicos (destilaria) 1000 mWm?  76%  80% HAetal., 2012
Catodo ao ar Efluente sintético (lactato + CaCl,)  Shewanella putrefaciens (ATCC) 6,24 Wm™ 80% 8%  PANDIT etal., 2014
Catodo aerado Efluente sintético (lactato + sulfeto)  Consorcio de redutoras 280mwWm* - 24%  18% LEE et al.. 2012
(Fe 1) Efluente sintético (lactato + sulfato) ~ de sulfato (ETE) 260mwWm*  25%  10% eral
Catodo com Meio de cultura com lactato Shewanella decolorationis S12 02Wm?® * 23% VANG et al.. 2014

o ] etal.,
ferricianeto Meio de cultura de azocorante Shewanella decolorationis S12 1,38wWm?® * 19%
Catodo aerado (4gua) Efluente do coco/casaca hidrolisada  Consorcio de Lodo da clarificacio 180 mWm™®  91%  25%  JAYASHREE etal., 2014
g Efluente de vinho vermelho Consércio de desnitificad 50 mW m™ 27% 9% SCIARRIA of al. 2015

catodo ao ar Efluente de vinho branco onsorcio de desnitrificadoras ssomwm?  90%  15% etal.,

Efluente de bioetanol . L 150mwm?®  70% * SAKDARONNARONG et al.
Catodo com KMnO, Consorcio de Lodo de digestéo 9300 mWm?2  81% * 2015

Efluente de bioentanol + lignina




As CCMs como tecnologia ambiental, além de produzir bioeletricidade apresenta um
amplo potencial biorremediador de efluentes. Assim, ndo s6 reduzindo a DQO e DBO, mas
também outros compostos normalmente presentes em efluentes, tal como, alguns ions de sulfetos,
sulfatos, fosfatos, nitritos, nitratos e outros ja relatados.

E uma CCM, com catodo ao ar, proposta por Zhao et al. (2009), a remogéo de sulfetos,
tiossulfatos e sulfatos foram respectivamente 91%, 86% e 99% e uma poténcia gerada de 2,7 mW
a 9,8 mA de corrente, utilizando como inoculum Desulfovibrio desulfuricans e um efluente
sintético rico em compostos de enxofre.

Lee et al. (2012), construiram duas CCMs inoculadas com um consdrcio de bactérias
redutoras de enxofre (BRS), isoladas de uma estacao de tratamento municipal. Estas CCMs foram
diferenciadas pelo efluente depositado no compartimento anddico, ou seja, lactato mais sulfatos e
lactato mais sulfetos. Neste estudo foram obtidos os percentuais de remocdo de 84,2 % para
sulfatos e 57,7% para sulfetos e atingindo uma potencia maxima de 255 mW m™? e 276 mW m™
respectivamente.

Em Zhang et al. (2013), no estudo para reducdo de nitrogénio nos efluentes utilizou-se
uma CCM de dois compartimentos com anodo fixo e um biocatodo rotacional sem separacao
(sem membrana). Este sistema tinha como objetivo a bio estimulacdo de bactérias amonio
oxidantes, nitrito oxidante e desnitrificadoras, para a bio conversdo do ion amoénio em nitrito -
nitrato e finalmente em nitrogénio elementar. A CCM obteve a redugéo de 82% do total de
nitrogénio para circuito fechado com resisténcia de 200 Q e 52% para circuito aberto. E ainda,
obtendo a densidade de potencia elétrica, remocdo da DQO e do ion ambnio de respectivamente
585 mW m'3, 85,7% e 91,4% para CCM em circuito fechado (200 Q) .

Mais recentemente, Tao et al. (2015), utilizou uma CCM inoculada com consorcio de
microrganismos de lodo anaerdbico, submetida a resisténcia externa de 1000 Q. Observou a
remocdo de amonio (NH,4") e fosforo total (tP) em efluente sintético. Em sua CCM foi obtido os
resultados na redugdo da concentracdo de 55 mg L™ para 25 mg L™ de aménio, e 122 mg L™
para 68 mg L™ de fésforo total em um periodo de analise de 75 horas de operacdo (3 dias), e
ainda com anDQO de 66% e 560 mW m de densidade de poténcia gerada.

Outro problema ambiental sdo os compostos recalcitrantes contidos em muitos efluentes

industriais. Estes compostos possuem a caracteristica de dificil degradacdo no meio ambiente, e
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sdo principalmente derivados do petroleo. Desta forma, as tecnologias convencionais de
tratamento desses efluentes se tornam custosas, sendo assim as pesquisas de biodegradacdo de
compostos recalcitrantes vem crescendo, de modo a impulsionar as pesquisas em CCMs também
para este tipo de composto.

Desta maneira, Adelaja et al. em 2015 elaborou uma pesquisa de uma CCM com catodo
aerado e anodo com bactérias isoladas de uma estacdo de tratamento de lodo anaerdbico,
alimentada com fenantreno, benzeno (compostos recalcitrantes) e uma solucdo de macro e
micronutrientes. Neste estudo utilizaram uma resisténcia externa de 1000 Q, que obteve como
resultado apos o ciclo de operacdo de 60 dias, 95% de degradacdo dos dois compostos, 80% de
remocdo de DQO e a poténcia maxima de 0,91 mW m™

Enfim, as CCMs se tornam cada vez mais uma tecnologia ambiental inovadora e mais
completa do que os sistemas convencionais de tratamento de efluentes. Assim, desenvolvendo
algumas vantagens comparadas com os sistemas de tratamento de efluentes convencionais, tais
como, tratar efluentes de altos e baixos valores de DQO, balanco energético mais positivo, menos
biomassa produzida, e os altos niveis de sulfatos ndo inibirem as atividades de bactérias
eletrogeradoras como € o caso das metanogénicas na producdo de metano. (KARRA et al., 2012;
RABAEY et al., 2010)



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. CONSTRUCAO E MANIPULACAO DA CELULA A COMBUSTIVEL MICROBIANA

O protétipo da Célula a Combustivel Microbiana (CCM) de compartimento Unico foi
construido de acrilico com o formato cubico (14,5 cm x 14,5 cm x 14,5 cm), de maneira que foi
empregado o anodo tridimensional e o catodo fino exposto ao ar.

Para o eletrodo do catodo foi utilizado o tecido de carbono (144 cm?) com a carga
catalisadora de 0,5 mgPt cm, que normalmente é empregado em CCM. E para 0 anodo o
material do eletrodo foi o carbono vitreo reticulado (CVR) com o volume de 2642,63 cm® em
espuma com 10 poros por polegada, o qual foi anexado ao tecido de carbono, o CVR foi utilizado
por ter uma boa condutividade e ter forma de espuma e assim ocupando todo o volume do anodo.
Os eletrodos do anodo e catodo foram separados pela membrana polimérica Nafion® 215 (Figura
4.1).

A membrana Nafion® e os tecidos de carbono foram pré tratados e pds tratados para
limpeza e esterilizacdo com banhos de peréxido de oxigénio (H.0,) a 3% e com H,SO, de
concentracdo 0,5 mol L™, ambos por uma hora com temperatura de 80 °C. O CVR foi
esterilizado em autoclave por 30 minutos antes e depois da opera¢do enquanto que o reator de

acrilico foi limpo com sabéo neutro e alcool 70%.
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Silicone - vedagao

Nafion

Anodo
CVR

Catodo
Tecido

Figura 4.1 — Projeto da Célula a Combustivel Microbiana de compartimento (nico, com
eletrodos de CVR (anodo), tecido de carbono (catodo) e separados pela membrana Nafion® com
retentor de silicone.

4.2. PREPARACAO DAS CEPAS BACTERIANAS PARA INOCULACAO

As cepas liofilizadas de Shewanella putrefaciens referéncia 1967 e Clostridium butyricum
referéncia 7470 foram adquiridas da Fundacdo de Pesquisa André Toselho de Colecdo de
Culturas Tropicais (CCT). A cepa liofilizada de Shewanella oneidensis referéncia 700550 foi
comprada do ATCC (American Type Culture Collection).

Os indculos de Shewanella putrefaciens e Shewanella oneidensis foram preparados com
meio Agar nutriente com pH ajustado para 7,0 £ 0,3 para cultivo em placas de petri e para
manutencdo dos ensaios em caldo nutriente, assim descritos na Tabela 4.1. Os reagentes foram
pesados em uma balanca semi-analitica da marca Tecnal para um volume de 300 mL com Agar e
400 mL sem Agar (caldo). O meio solido (com Agar) foi colocado em um erlenmeyer de 1000
mL e o meio liquido (caldo) foi dividido em quatro erlenmeyers de 250 mL por cepa, resultando
um volume final de 100 mL em cada. Para garantir a inocuidade dos ensaios e a ndo interferéncia
de outros microorganismos foi realizado um processo de esterilizacdo de 15 minutos, de modo
que a esterilizacdo dos meios de culturas e materiais foi feita em autoclave vertical da marca CS

Prismatec. Apds a ambientacdo da temperatura dos meios e materiais, cultivou-se as cepas com a
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técnica de repicagem para placas em uma cabine de biosseguranca nivel 2 da marca Pachano — Pa
420, e incubou-se a temperatura de 30 °C em uma incubadora Sanyo modelo IAC-19 por 24
horas. Os indculos em placas foram propagados nos erlenmeyers em meio de cultura do tipo
caldo nutritivo na camara de biosseguranca e colocados para crescer em agitador/encubador
Shaker da Tecnal a 150 rpm a 30°C por 24 horas, concomitantemente foram cultivas mais placas
que logo apds as culturas crescerem por 24 horas e foram armazenadas a 4 °C em uma camara
BOD da marca Tecnal, para manutencdo das cepas durante 0s experimentos e garantia das cepas

ativadas.

Tabela 4.1 — Meio de Cultura Agar Nutriente- AN.

Reagente Quantidade
Extrato de carne 3,009
Peptona 5,009

Agar ( meio sélido) 18,00 g
Agua destilada 1000 ml

Procedeu-se de maneira semelhante para cultura da bactéria Clostridium butyricum, no
entanto utilizando meio de cultura RCM “reforced clostridial medium” (Tabela 4.2) solido e
caldo ajustando o pH a 7,0 £ 0,3, em cultura para tubos, no qual foram pipetados 10 mL de meio
em cada tubo esterilizando em autoclave. Inoculou-se a bacteria na cdmara, com alca e incubou-
se nos dois casos em temperatura 30 °C, atmosfera de 10 % de CO, em incubadora anaerébica da
marca Sanyo por 24 horas. As culturas crescidas também foram armazenadas a 4 °C, para serem

utilizadas nos ensaios.
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Tabela 4.2 — Meio de Cultura Reforced Clostridial Medium - RCM.

Reagentes Quantidade (g/L)
Extrato de carne 10,00

Extrato de Levedura 3,00

Peptona 10,00

Amido solavel 1,00

Glicose 5,00

Cloreto de cisteina 0,50

Acetato de sodio 3,00

Cloreto de sddio 5,00

Agar 0,50

4.3. OPERACAO DA CELULA A COMBUSTIVEL MICROBIANA: PREPARACAO DO SUBSTRATO E
INOCULACAO

A vinhaca ultilizada como substrato da CCM foi coletada na saida do tanque de
fermentacdo na Usina Sdo Jodo, localizada na cidade de Araras, estado de Sdo Paulo enquanto
que os efluente lacteos foram coletados na saida do sistema de processamento do queijo, soro de
leite, e do processamento do leite, dgua residuaria, durante o processamento lacteo na Industria
Boa Nova em Valenca no estado do Rio de Janeiro. Os efluentes concetrados foram enriquecidos
com 4,58 g L™, Na,HPO,; 2,45 g L™, NaH,PO,-H,0; 0,31 g L™, NH,CI; 0,13 g L™ ,KCl e pH
ajustado para 6,9 + 0,2 com NaOH na concentracdo de 6 mols L™, para todos 0s experimentos
(LOGAN, 2008; MARASSI, 2013).

Os experimentos em CCM foram conduzidos com culturas puras e uma co-cultura de
Shewanella oneidensis e Clostridium butyricum, para a vinhaga in natura ou enriquecido com
acetato de sodio, na concentragdo de 1 g L™ Deste modo, os experimentos constituiram em 6
bateladas, para cada respectivo tempo de opera¢do, de acordo com o desenvolvimento das
bactérias na CCM. Para os ensaios com soro de leite e 4agua residudria, os mesmos foram

enriquecidos com acetato de sédio, na concentracéo de 1 g L™ e inoculados com culturas puras de
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Shewanella oneidensis e Clostridium butyricum, respectivamente. E com os tempos de operagao
também dependentes do desenvovilmento de cada cultura microbioldgica.

A inoculagdo das cepas em CCM foi realizada avaliando-se a absorvancia (DOggo) de uma
aliquota do pré cultivo liquido de bactéria utilizada no respectivo ensaio, que foi diluida e
homogeinizada apds o periodo de incubagdo em uma cadmara de biosseguranca (Pachano). Para
esta analise utilizou-se um espectrofotometro UV-vis da marca Shimadzu e modelo UV-1800.
Assim a quantidade estabelecida de indculo foi de 0,1 DOgg para todos os experimentos, logo
resultando no volume de inoculo de 120 mL, 160 mL, 30 mL para as solu¢des de Shewanella
putrefaciens, Shewanella oneidensis e Clostridium buyiricum, respectivamente. Para os
experimentos com co-cultura, o volume de in6culo foi de aproximadamente 80 mL no caso da
Shewanella oneidensis (0,05 DOgo) € 15 mL da solugdo de Clostridium butyricum (0,05 DOggo).

Para cada experimento o volume de vinhaga enriquecida foi de 2800 mL depositada
juntamente com o ino6culo no compartimento do anodo. Durante o periodo de operacdo a CCM
incubada foi conectada a uma resisténcia externa de 1000 Q entre os terminais do anodo e catodo,

e adequada em ambiente a temperatura de 30 °C em estufa bacterioldgica.

4.4, ANALISES QUIMICAS, BIOQUIMICAS E ESPECTROSCOPICAS DO TRATAMENTO DO EFLUENTE
APOS O PERIODO DE INCUBACAO EM CCM

A maior parte das metodologias empregadas nas analises foram baseadas no Standard
Methods for the Examination of Water & Wastewater - SMEWW 22" Edition.

As amostras dos efluentes foram pré tratadas pelo processo de filtracdo segundo a
metodologia 3030B para caracterizacdo de cations dissolvidos como sodio, potassio, magnésio e
calcio de acordo com normas analiticas 3500-Na-B, 3500-K-B, 3111-B. As normas presentes na
metodologia 3500B foram utilizadas para analises de sddio e potassio em que foi usado um
fotbmetro de chama da marca Analyser e a norma 3111-B foi usada para analise do calcio e
magnésio por espectroscopia de absorcdo atbmica com o sistema ar/ acetileno no
espectrofotometro de absorcdo atbmica da marca Varian modelo SpectrAA 220Z. Para as analises
de elementos inorganicos ndo metalicos como o fésforo, nitrogénio, cianeto e sulfato utilizou-se a

norma analitica 4500. No entanto, as analises de cianeto, sulfato e fésforo foram realizados pela
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empresa Bioagri e a analise de nitrogénio total foi realizada de acordo com a norma 4500 -Nog
pelo método de Kjedahl com um processo de digestdo acida, destilagdo e titulacdo, usando um
destilador Tecnal.

Para os compostos organicos foram avaliados o teor de matéria organica (MO), sélidos
volateis (STV), fixos (STF) e totais (ST), carbono organico total (COT), demanda quimica de
oxigénio (DQO) e demanda bioquimica de oxigénio (DBO), empregando as normas 2540 (B, C,
E) para STV, STF e ST, respectivamente, 5310B para COT, 5210D para DQO e 5210B para
DBO.

Para avaliar a degradagéo e a eficiéncia da biorremedigdo dos efluentes foram avaliadas
em termos da demanda quimica de oxigénio (DQO) e demanda bioquimica de oxigénio (DBO),
de modo que foram realizadas em trés fases, antes do tratamento com a CCM, com acetato e sem
acetato, e apos o tratamento em CCM, todas as amostras foram homogeinizadas e analisadas em
triplicatas e apresentando os valores médios. Os experimentos de DQO e DBO seguiram a
metodologia SMEWW 5220D e SMEWW 5210B, com uma faixa de quantificacdo padrdo de 0 a
1000 mgO, L™ para DQO e DBO, para as anélises de DQO foi utilizado um fator de diluicdo de
20 vezes, 40 vezes e 100 vezes para vinhaca, soro de leite e dgua residuaria, respectivemente,
usando um espectrofotdometro UV-vis da marca Shimadzu (UV-1800).

Para os calculos de remocdo de DQO foi usada a nDQO para cada batelada, e

demonstrada abaixo:

nDQO (%) = [(DQO; - DQO;) / DQO, ] x 100

No entanto, foi utilizado metodologias alternativas para caracterizacdo dos efluentes em
termos de acgUcar redutor total (ART), proteina total (PT), condutividade e espectroscopia e
absorcdo na regido do UV- visivel.

O teor de acucar redutor foi avaliado pelo do metodo DNS (3,5 dinitrosalicilato), em que
5 g de &cido 3,5 dinitrosalicilico foi dissolvido em 100 mL de solugdo NaOH na concentracéo de
2 mol L™, separadamente foi dissolvido com aquecimento 150 g de tartarato duplo de sédio e
potéssio em 250 mL de &gua deionizada, ap6s a dissolugdo, as duas solu¢bes foram juntadas e

avolumadas para 500 mL com agua deionizada. Nas medic¢des utilizou-se 1,5 mL de amostras
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com 1 mL de DNS, os efluentes foram diluidos para entrar na curva padrdo de glicose de faixa de
concentracdo de 0 a 2 mg mL™, as amostras tanto a padréo quanto a dos efluentes foram ativadas
em agua fervendo por 5 minutos, entretanto as leituras de espectroscopia UV-visivel a 540 nm
foram feitas a frio, apds colocar 7,5 mL de 4gua deionizada em cada amostra.

Para analise do teor de proteinas utilizou-se o método do reativo de biureto, em que
dissolveu-se 0,15 g de sulfato de cobre pentahidratado e 0,6 g de tartarato duplo de sodio e
potassio em 50 mL de agua deionizada, depois completou o volume para 100 mL com 30 mL de
NaOH 10% (p/v) e 20 mL com agua deionizada. Para a curva padrdo de albumina foi usado a
faixa de concentracdo de 0 a 100 mg L™. Neste caso, foi usado 1 mL de amostras e 5 mL de
biureto, deixando em repouso por 10 minuitos, e os efluentes também foram diluidos para
entrarem na curva padrdo, o comprimento de onda para as leituras também foram de 540 nm.

Para as analises de espectroscopia na regido do UV -visivel foi utilizado a varredura
spectral junto do célculo de descoloragdo, usando um espectrofotdmetro UV-vis da marca
Shimadzu, modelo UV-1800 operando entre 350 nm e 900 nm . As amostras foram avaliadas em
duas etapas, antes e depois do periodo de operacdo na CCM, em triplicatas, com um fator de
diluicdo de 10 vezes e pH ajustado para 7,0 £ 0,3.

A descoloragéo foi determinada com o valor da absorvéncia da vinhaga in natura e tratada
em CCM fixando o comprimento de onda inicial da estabilizacdo da densidade 6ptica no espectro
visivel, que foi de 480 nm e de 600 nm para os efluentes lacteos. O céalculo da porcentagem

relativa da descoloracdo (D%) € descrito abaixo:

ID1 — D2|
DC(%) = —5— X 100

4.5. ENSAIO DE DESEMPENHO DA CCM POR POLARIZACAO ELETROQUIMICA.

Os experimentos de polarizagdo foram realizados no equipamento carga eletronica FC
marca Kikusui modelo KFM2005, registrados em intervalos de 24 horas com um tempo de

descanso de 30 minutos apds a retirada da resisténcia externa da CCM. A polarizagdo foi



41

conduzida em computador pessoal com auxilio do software FCtester configurado para realizar a
variagdo das resisténcias eletronicas no tempo de 1 segundo.

Para cada experimento o tempo de operacao foi determinado pelo rendimento da CCM,
desta maneira para cada experimento obteve-se um tempo de operagdo determinado pela
polarizagdo. As curvas de polarizacdo foram construidas e analisadas estatisticamente com o
auxilio do software Origin 8.1, e assim, quantificando os valores poténcia gerada (ExI), a
resisténcia interna e eficiéncia couldmbica (EC) para cada sistema (bactéria/CCM). Para
construcdo das curvas equivalentes, os dados foram analisados aplicando a regressdo estatistica e

analise varianga (ANOVA) com o teste de Tukey a 95 % de confianga.

4.6. CARACTERIZACAO DO BIOFILME POR MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA

As amostras para analise em Microscopia de Forca Atdmica foram coletadas ap6s o
periodo de incubacdo em CCM. Apds as coletas, 15 mL das amostras foram centrifugadas e
suspendidas 3 vezes com centrifuga da marca Cientec e modelo CT — 6000R com rotacdo de
3000 rpm e refrigeracdo de 10 °C, e usando tampao fosfato na concentracéo de 0,1 mol L™ de pH
igual 7,4 para a lavagem, a ultima suspenséo foi feita com glutaraldeido 2,5% em tampéo fosfato
para fixacdo e pipetado em laminas limpas com H,SO, (0,5 mol L™), e as amostras em laminas
foram deixadas para descanso por 1 hora.

As laminas preparadas foram secas com um jato suave de nitrogénio, e analisadas em
Microscopio de Forca Atdmico da marca Bruker e modelo Biocatalyst utilizando o modo Peak
Force QMN calibrado para propriedades nanomecéanicas com PDMS soft (2,5 MPa), e como

cantilever foi usado o modelo scanasyst de constante mola nominal igual 0,40 N/m.



5. RESULTADOS E DISSCUSSOES

5.1. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS EFLUENTES VINHACA E SORO DE LEITE

Os substratos ou combustiveis de CCMs oriundos de efluentes devem ter normalmente
uma quantidade consideravel de matéria organica como fonte de carbono, que sdo avaliadas em
termos de sua DQO. Também devem possuir outros elementos inorganicos considerados
macronutrientes € micronutrientes para o desenvolvimento do biofilme microbiano a fim de
melhorar o metabolismo e consequentemente auxiliar na eletroatividade da CCM (LOGAN 2008;
RABEAY, 2010; CHAUDHURI e LOVLEY, 2003).

Além disso, o desempenho da CCM quanto a producao de bioeletricidade e tratamento do
substrato quando este ¢ um efluente, se altera principalmente devido as caracteristicas quimicas e
fisico-quimica do mesmo (PANT et al., 2010), por isso a necessidade da caracterizagdo prévia do
efluente para se avaliar a condicdo de compatibilidade com os microrganismos eletrogeradores,
pois os parametros pH, DQO e DBO podem variar muito dependendo do efluente.

Por exemplo, a vinhaga, um efluente da producdo de etanol oriundo da fermentacdo do
mosto de cana de agucar, possui alta carga organica, traduzida normalmente em uma faixa de
DQO média em torno de 22 — 45 g L e pH 4cido de faixa média em torno de 3,5 - 4,6,
(LAZARO et al., 2014).

Ainda ¢ caracteristico da vinhaca conter varios outros elementos quimicos, como
nitrogénio, potassio, fosforo e magnésio, que podem ser reaproveitados como macro e
micronutrientes para o desenvolvimento de determinados meios de cultura ou como fertirrigacao
(CAMPOS et al., 2014; MOTA, 2013). Por ter uma composi¢ao rica em macro € micronutriente,
a vinhaca torna-se um efluente estratégico para ser empregado em CCM.

A Tabela 5.1 mostra a quantificagdo dos elementos quimicos mais importantes, bem como
a carga organica, pH, condutividade da vinhaca como coletada na saida do tanque de
fermentacgao,

Assim, observa-se na Tabela 5.1 que a vinhaga como coletada, apresentou alta
concentragdo de matéria organica (4880 mg L), solidos totais (26476 mg L"), agucar redutor

(5327 mg L) e alguns elementos quimicos, o que reflete numa DQO e DBO elevada. Dados da
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literatura, mostram que experimentos de caracterizagdo da vinhaga apresentaram respectivamente
valores de DQO ¢ DBO de 55,8 g L™ € 29,7 g L (SILES et al., 2011), 420 gL' e 11,3 g L’
'(FERREIRA et al., 2011) ¢ 132 g L' ¢ 5,9 g L' (CAMPOS et al., 2014). Estes valores sdo
ligeiramente diferentes dos valores de DQO e DBO obtidos no presente trabalho, os quais foram
de 30,8 gL' ¢ 15,8 g L™, respectivamente. Contudo, estas diferengas podem ser explicadas pela
dependéncia da composi¢do da vinhaca em fatores produtivos do etanol, bem como, a época de
plantio da cana (safra e entre safra), cultivar usada, clima, sistema de processamento e outros.
Estes valores de DQO e DBO para vinhaga, comprovam que a mesma ¢ um efluente de alto
impacto ambiental que merece um tratamento adequado antes de ser descartado. (FUESS e
GARCIA, 2014; OLIVEIRA et al., 2015).

Quanto aos elementos quimicos inorgdnicos reaproveitaveis biologicamente, foram
encontradas altas concentragdes de calcio (403 mg L), potassio (2001 mg L™, magnésio (345
mg L") e nitrogénio (267 mg L") e baixa concentragio o fosforo (24 mg L™). Nota-se que em
muitos estudos estes elementos sdo acrescidos para enriquecimento sintético do substrato, a fim
de melhorar o desempenho da CCM (LOGAN et al., 2008; ZHANG et al., 2015), portanto, no
caso da vinhaca estes elementos ja estdo presentes no meio e favorecem o uso da vinhaga como
substrato em CCM.

Entretanto, observa-se na Tabela 5.1, que a vinhaga contém alta concentragdao de sulfato
(1604 mg L), baixo pH e alta condutividade (21,8 mS cm™), indicadores que em principio
favorecem para aumentar o potencial poluidor da vinhaca. Contudo, com o emprego da CCM
pode-se, degradar, remover passivos ambientais, ou seja, compostos quimicos presentes em
efluentes que causam sérios problemas ambientais mas que podem ser oxidados ou convertidos,
como ¢ o caso do sulfato (LEE et al., 2012; TAO et al., 2015) e do potencial hidrogénionico, o
qual pode ser ajustado para neutralidade, devido a passagem dos protons pela membrana
(ZHANG et al, 2015). Por outro lado, a alta condutividade do efluente ¢ um fator importante para
CCM, neste caso a alta condutividade faz com que o sistema tenha menos resisténcia interna e
assim facilita o transporte de ions e captacdo de elétrons.

Os valores dos parametros avaliados mostram que a vinhaga pode ser utilizada como
substrato em CCM. Por exemplo, Sevda et al. (2013) usaram como substrato o efluente da

fermentacdo alcodlica na producao de etanol/agucar de uma industria Belga, neste estudo os
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valores de DQO de 9968 mg L e condutividade de 4,0 mS cm™ resultaram na densidade de
poténcia de 382,5 mW m? e remocdo de DQO de 49,8 %. Em um outro estudo, Vasquez-Larios
et al. (2014) utilizaram percolado da estagdo de tratamento municipal como substrato, que
possuia como caracteristicas principais DQO de 12500 mg L™, nitrogénio (Kjeldahl) de 2900 mg
L', condutividade de 36,7 mS cm’ e razdo DBOs/DQO de 0,85, que alcangou como resultado
poténcia méaxima gerada de 72 mW m?, 85 % de remogéo de DQO ¢ EC de 4.2.

Tabela 5.1 — Caracterizacéo fisico-quimica da vinhaga.

Parametros Concentracéo/ mg L™
Solidos (totais) 26476
Matéria Orgénica 4880
Acucar Redutor (total) 5327
Carbono (total) 10310
DBOs 15895
DQO 30880
Nitrogénio (Kjeldahl) 267
Fosforo (P) 24
Potassio (K*) 2001
Célcio (Ca*") 403
Magnésio (Mg®") 345
Sulfato (SO4 %) 1604
Cianeto <0,1
Condutividade® 21,8
pH 4,8

'unidade em mS cm™

Outros efluentes estudado como substrato de Célula a Combustivel Microbiana foram os

residuos da industria de laticinios, aqui denominados como soro de leite e dgua residuaria. Estes
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efluentes sdo oriundos do processamento do leite, possuem caracteristicas predominantes de alta
carga organica, pH levemente acido e altas concentra¢des de potassio, sddio e calcio.

A Tabela 5.2 apresenta a caracteriza¢ao do efluente denominado, soro de leite, mostrando
0s parametros mais relevantes para o crescimento bacteriano em CCM e impactante ao meio
ambiente. Observa-se na Tabela 5.2, que o efluente lacteo apresenta altos valores de DQO
(67669 mgO, L), de agucar redutor (49433 mg L), de carbono total (21130 mg L™). O que
comprova alta disponibilidade de fonte de carbono para o metabolismo. Além disso, também
apresenta os macronutrientes, sédio (5162 mg L), potassio (1373 mg L™, calcio (530 mg LYe
magnésio (133 mg L™'). Nota-se também alta concentragio de nitrogénio de 497 mg L', em
funcio da concentragdo significativa de proteinas de 936 mg L. Estes valores mostram que o
efluente lacteo tem caracteristicas compativeis para ser uma solugdo nutritiva, portanto ndo sendo
necessario acrescentar muitos elementos essenciais para o crescimento microbiano, assim como
verificado no caso da vinhaga.

Além disso, observa-se na Tabela 5.2, que este efluente apresentou pH ligeiramente acido,
aproximando da neutralidade, neste caso, ndo foi necessario adicionar quantidades relevantes de
solucdo basica para a corre¢do do pH, e ainda foi detectado um alto valor de condutividade de
20,07 mS cm™, este resultado é importante para CCM, pois conforme mencionado anteriormente
a maior condutividade do substrato resulta em menor resisténcia interna da célula.

A maioria destes resultados encontrados estdo de acordo com valores encontrados na
literatura, como, pH de 6,5, DQO de 65000 mgO, L'l, calcio (Ca2+) de 500 mg L'l, magnésio
(Mg*) de 71 mg L™, potassio (K") de 1450 mg L' em Vourch et al. (2008) e DQO de 88000 mg
0, L™, proteina dissolvida de 1500 mg L™ e nitrogénio total de 1080 mg L™ em Seo et al. (2015),
confirmando este efluente como potencial substrato de célula a combustivel microbiana (CCM).

Kelly e He (2014) testaram varias células a combustivel microbiana alimentadas com
diferentes fontes de efluentes oriundos da industria lactea. Eles verificaram que o efluente do
processo de flotacdo ao ar alcancou a maior de densidade de poténcia, valor de 3,2 W m™ e
simultaneamente com o tratamento atingiu 27,2 % de EC com 85 % de remocdo de DQO, em

aproximadamente 20 dias de operacao.
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Tabela 5.2 — Caracterizacao fisico-quimica do efluente soro de leite.

Parametros Concentracdo/mg L™
Acucares Redutores (totais) 49433
Proteinas dissolvidas 936
DQO 67669
Nitrogénio (Kjeldahl) 497
Sodio (Na) 5162
Potéssio (K*) 1373
Célcio (Ca*") 536
Magnésio (Mg®") 133
Carbono Organico (total) 20990
Carbono (total) 21130
Condutividade' 20,1
pH 6,6

" unidade em mS cm*

A andlise comparativa da caracterizagdo entre os efluentes vinhaca e lacteo mostra que o
efluente de fonte lactea apresentou maior carga organica, resultando em maiores valores de DQO
e carbono total, de maneira que a quantidade foi praticamente o dobro em todas estas analises
efetuadas, para vinhaca foi de 30880 mgO, L (DQO) e 10310 mg L' (Carbono Total) e para o
efluente lacteo foi de 67669 mgO, L' (DQO) e 21130 mg L o que resultou em um maior
potencial poluidor. Porém, constatou-se que no efluente lacteo esta carga organica tinha
caracteristicas mais nobre, pois apresentou a concentracio de 49433 mg L' em acucares
redutores enquanto que para vinhaca foi de apenas 5327 mg L™, logo a disponibilidade de fonte
carbono rapido ¢ maior para o efluente lacteo. Esta fonte requerer menos processos € menos
energia celular para entrar na via metabdlica do que matéria orgénica mais complexa.

Além desta diferenca na carga organica, os efluentes apresentaram diferencas nas
concentragdes de cations metabdlitos dissolvidos e nitrogénio. Por exemplo, as concentragdes de
potassio e magnésio presentes na vinhaca foram respectivamente de 2001 mg L' e 345 mg L'

enquanto que para o efluente lacteo foram de 1373 mg L e 133 mg L. Dentre as fungdes
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metabolicas exercidas por estes elementos estdo o auxilio no transporte transmembranico, co-
fatores enzimaticos e estabiliza¢do de compostos. Por outro lado, os elementos nitrogénio e calcio
se encontram em maior concentracio no efluente lacteo, 497 mg L™ ¢ 536 mg L'17 enquanto que
na vinhaca apresentaram concentra¢des de 267 mg L' e 403 mg L', respectivamente. Estes
elementos sdao normalmente utilizados nas estruturas de macromoléculas e estabilidades de
componentes celulares.

Tais composigdes resultaram em pH mais neutro no efluente lacteo, como valor de 6,6 ¢
para vinhaca um pH mais 4cido, com valor de 4,8, e ainda implicaram em valores ligeiramente
mais altos da condutividade para vinhaca (21,8 mS cm™) do que para o efluente lacteo (20,1 mS

cm™).

5.2. ANALISE DA PRODUCAO DE ENERGIA ELETRICA DIRETA DA CELULA A COMBUSTIVEL
MICROBIANA (CCM) POR POLARIZAGCAO ELETROQUIMICA

5.2.1. CULTURA PURA EM CCMS ALIMENTADAS COM EFLUENTE VINHACA

A técnica da polarizacdo eletroquimica € normalmente usada para avaliar e estudar a
performance da bioeletroatividade da CCM, consiste em estudar os perfis das curvas de potencial
(E) em funcdo da densidade de corrente (i), e da densidade de poténcia (p) também em funcédo da
densidade de corrente (i), com intuito de avaliar as perdas causadas pelas polarizagdes e buscar a
regido de poténcia maxima (LOGAN et al., 2006; SCHODER, 2007; TORRES et al., 2010), que
sdo dependentes do microrganismo eletrogénico e do efluente usado como fonte precursora de
bioenergia.

Deste modo, para estudar o comportamento bioeletroquimico da CCM alimentada com
vinhaca e inoculada com das bactérias eletrogénicas, foram realizados ensaios de polarizagdo
eletroquimica em diferentes tempos de crescimento (ciclos) para as CCMs inoculadas com as
bactérias Clostridium butyricum (sem acetato), Clostridium butyricum (com acetato), Shewanella
oneidensis (com acetato) e Shewanella putrefaciens (sem acetato), Shewanella putrefaciens (com
acetato).

A bactéria Clostridium butyricum é uma espécie anaerobica restrita, portanto seu aceptor

final de elétrons ndo serd o oxigénio. Verifica-se na literatura que esta espécie nao foi testada
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com a mesma proporcao que as demais espécies utilizadas neste trabalho. Todavia, nota-se que
em trabalhos nos quais foram empregados consorcios de bactérias em CCM, ao final dos ciclos
de estudos foram encontrados predominantemente cepas da bactéria Clostridium butyricum (HA
et al., 2012; JIA et al., 2013;). Por isso, a bactéria Clostridium butyricum foi utilizada em cultivo
puro em CCM com vinhaca enriquecida.

A Figura 5.1 mostra as curvas de polarizacdo (Exi) e densidade de poténcia (pxi) para 0s
tempos de 48, 120 e 216 h de crescimento para a bactéria Clostridium butyricum. Pode ser
observado que a bactéria Clostridium butyricum teve uma fase de adaptacdo e crescimento bem
definida de aproximadamente 120 h, examinada pela evolugdo do potencial de circuito aberto,
OCP (potencial no estado em que ndo ha passagem de corrente), assim o OCP no inicio do ensaio
que foi de 0,12 V. O OCP evolui para valores mais positivos atingindo o valor maximo de 0,66 V
(OCPmax) em 120 h de incubacéo e resultando na densidade de corrente ims de 0,1220 mA cm™.
Apos este periodo verificou-se que o OCP tende a diminuir, fendmeno registrado até 216 h de
incubacéo.

Também nota-se na Figura 5.1 perfis tipicos das curvas de polarizagdo, mostrando as
regibes de perdas por ativacdo, por resisténcia dhmica e por transporte de matéria. A curva de
polarizacdo da CCM apds 48 h de inoculacdo apresentou densidade de corrente maxima de 0,020
mA cm. Verifica-se ainda na Figura 5.2 que este nimero aumenta, atingindo o valor méximo de
0,1250 mA cm™ ap6s 120 h de experimento. Contudo, o registro da polarizacdo em 216 h de
experimento apresentou um valor menor de densidade de corrente, em torno de 0,1099 mA cm™.
Este comportamento pode ser explicado em funcdo do ciclo de vida das bactérias, ou seja, a
diminuicdo do OCP e a diminui¢do da densidade de corrente estam relacionada com a fase de
morte celular das bactérias. (SCHRODER, 2007; LOGAN, 2008; RABAEY et al., 2010).

No grafico (pxi) da Figura 5.1, nota-se que a curva de densidade de poténcia varia o seu
perfil em resposta ao desempenho da curva de polarizacdo, esta performance € devido a
densidade de poténcia ser dependente do potencial e da densidade de corrente (p = Exi). Assim, a
densidade de poténcia de pico, que era de 8,03 mW m™ (0,04 W m™) em 48 h alcangou 0 méximo
em 120 h, com o valor de densidade de poténcia de 181,6 mW m™ (0,93 W m?), porém, a
reducdo do rendimento da CCM diminuiu em 16 % e a densidade de poténcia diminuiu para
151,8 mW m™ (0,78 W m™) ao final de 216 h de operac&o.
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Para avaliar as perdas na regido 6hmica calculou-se a resisténcia interna (Rin), de modo
que extraiu da curva de polarizacdo (Exi) os valores de AE e Ai. Em que para este caso, os valores
de Rjpt foram de 29,4 Q; 41,1 Q ¢ 42,3 Q, sucessivamente aos periodos de 48, 120 ¢ 216 h
(FIGURA 5.1). Este aumento é normalmente provocado pelo aumento das perdas 6hmicas, tais
perdas estdo ligadas a membrana catidnica e ao aceptor de elétrons (carbono vitreo), que perdem

a eficiéncia nos fluxos de ions com o aumento da biomassa bacteriana.
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Figura 5.1 — Polarizagdo eletroquimica para CCM inoculada com Clostridium butyricum em
vinhaca enriquecida e com acetato no periodo de 216 horas de operagao.

A bactéria Shewanella oneidensis ¢ uma espécie anaerObica facultativa e bastante
eletroativa, muita estudada na area de CCM (ROY et al.,, 2014; BOND et al., 2002), pois
consegue transferir os elétrons diretamente para o eletrodo por meio de nanofios (GORBY et al.,

2006). Porém nao se encontrou trabalhos empregando esta bactéria em meio a base de vinhaga.
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A Figura 5.2 apresenta as curvas dos ensaios de polarizagdo eletroquimica e densidade de
poténcia para os tempos de crescimento de 48 h, 216 h e 336 h, para a CCM inoculada com
Shewanella oneidensis em vinhaca com acetato.

A partir da Figura 5.2 observa-se que o OCP ap6s 120 h de incubagao apresentou valor de
0,19 V. Este valor evolui para 0,50 V, ap6s 216 h de incubacdo, quando comega a diminuir sendo
registrado 0,42 V apds 336 h. A partir deste periodo ndo se conduziu outras polarizagdes, pois
tanto o OCP quanto a poténcia ja apresentavam valor muito baixo comparado ao medido em 216
h (méximo de desempenho obtido).

As curvas de polarizagdo para o substrato inoculado com a bactéria Shewanella
oneidensis, em diferentes tempos, também apresentaram perfis tipicos. Como esperado, im,x de
0,1101 mA cm™ foi obtida apos um periodo de 216 h (FIGURA 5.2).

Na curva de densidade de poténcia (pxi) verifica-se no grafico da Figura 5.2, que a
resposta da curva de polarizacao da bactéria atingiu o0 maximo de poténcia gerada de 125,7 mW
m (0,65 W m™) em 216 h de operacdo diminuindo para 81,0 mW m (0,42 W m™)com 336 h de
desenvolvimento, o que causou uma reducédo de 35 % na producéo de bioeletricidade.

A analise das perdas 6hmicas na CCM com Shewanella oneidensis foi realizada medindo-
se 0 aumento resisténcia interna, nos diferentes tempos de operacéo, sendo registrado R, de 32,1
Q (ap6s 120 h); 34,9 Q (ap6s 216 h) e 36,9 Q (ap6s 336 h). Este comportamento pode ser
explicado pela formacao do préprio biofilme proveniente do metabolismo, tanto na superficie do

eletrodo quanto na superficie da membrana trocadora de protons.
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Figura 5.2 — Polarizagao eletroquimica para CCM inoculada com Shewanella oneidensis em
vinhaga enriquecida e com acetato no periodo de 336 horas de operacao

A bactéria Shewanella putrefaciens também ¢ uma espécie anaerdbica facultativa,
eletroativa, porém mais comum que a Shewanella oneidenis. Foi umas das espécies pioneiras
empregadas em CCM sem mediadores quimicos (CARMONA-MARTINEZ et al., 2013; KIM et
al., 2002; KIM et al., 1999a).

A Figura 5.3 mostra a curva de polarizacao eletroquimica (Exi) e densidade de poténcia
(pxi) para CCM cultivada com Shewanella putrefaciens em vinhaga com acetato com os ciclos de
desenvolvimento do biofilme de 24 h, 48h e 168 h.

Nota-se primeiramente na Figura 5.3, que o experimento mostrou menos dispersao entre
as curvas, e que as fases de adaptacdo e desenvolvimento desta bactéria ndo foram detectadas
pelos ensaios, ou seja, 0 OCP ndo apresentou grandes alteragdes durante o periodo de medicao.
Assim, em 24 h de crescimento a CCM chegou ao valor de OCP de 0,36 V subsequentemente
teve leves flutuacGes ao longo do tempo de operacéo atingindo o maximo de 0,40 V em 48 h, este

valor perdurou por mais de 100 h, registrando-se 0,38 V ap0s 168 h.
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Na curva de polarizagdo observou-se que o sistema conseguiu manter a corrente maxima
de 0,0440 mA cm? conforme abordado anteriormente, ap6s longo tempo de operacdo, a
formacdo do biofilme e a diminuicdo do OPC ocasionaram ligeira diminuicdo da corrente
méxima, para o valor de 0,0380 mA cm™.

Quanto a geracdo de poténcia verifica-se na Figura 5.3 que em 48 h atingiu 0 maximo de
poténcia gerada de 43,5 mW m™ (0,25 W m™) em resposta a curva de polarizacéo, e que em 168
h o sistema teve uma reducdo na eficiéncia em 27 % pois a poténcia gerada mininuir para 32,1
mW m?(0,19 W m?).

Neste sistema, as resisténcias 0hmicas calculadas foram de 55,9 Q (ap6és 24h); 61,2 Q
(ap6s 48h) e 78,3 Q (apos 168h). Valores pouco maiores que os registrados anteriormente, em

fun¢do da menor bioatividade da Shewanella putrefaciens.
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Figura 5.3 — Polarizagdo eletroquimica para CCM inoculada com Shewanella putrefaciens em
vinhaga enriquecida e com acetato no periodo de 168 horas de operacao
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A Tabela 5.3 mostra os resultados estatisticos para anélise de varianga (ANOVA) das
principais varidveis obtidas dos ensaios de polarizacdo eletroquimica em CCM alimentada com
vinhaca em seus respectivos inoculos. Dentre as quais, o potencial de circuito aberto maximo
(OCPmax) € utilizado para quantificar o maximo de diferenca de potencial atingido entre os polos
da CCM, a densidade de corrente maxima (imax) avalia o maior fluxo de elétrons no sistema e a
densidade de poténcia maxima (pmax) relata a maior quantidade energia gerada, sendo todas as
variaveis relacionadas ao o periodo de operagdo (At) em horas de crescimento do biofilme.

Na Tabela 5.3 nota-se que os resultados experimentais foram significativamente
diferentes para OCPpax (p = 0,000), imax (p = 0,000) e pmax (p = 0,000) em todos os in6culos,
aceitando a hipétese segundo o teste de Tukey com 95 % de confianga. Desta maneira, observa-se
que o comportamento atingido de maior potencial com maior densidade de corrente resultaram
em maior poténcia gerada para 0s casos. Logo, nota-se que a cultura mais eficiente para producéo
de bioeletricidade foi a co-cultura de Shewanella oneidensis e Clostridium butyricum em
substrato de vinhaga com acetato, que obteve a pmax de 205,4 £ 0,5, OCPpax de 0,73 (V) e imaxde
0,1514 (mA cm™) em 120 h de crescimento. Por outro lado, as cepas menos eficientes foram as
culturas de Shewanella putrefaciens (sem acetato) com pmax de 3,27 + 0,04 (MW m?), OCPax
0,15 (V) € imax 0,0062 (A cm™) e Clostridium butyricum (sem acetato) com pmax 5,8 + 0,2 (MW
M2), OCPmax 0,24 (V) € imax 0,0435 (MA cm®) ambas em 24 h de crescimento.
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Tabela 5.3 — Resultado estatistico para o desempenho eletroquimico junto com o desvio padréo
para o efluente vinhaga em CCM inoculada com diferenres inoculos

CCM (indculo) OCPpax/ V imad MACM?  puaw/mMWm?  At/h
Shewanella putrefaciens 0,15 (0,00) 0,0060 (0,0004) 3,27 (0,04) Y
Sem Acetato
Shewanella putrefaciens 0,39 (0,00) 0,0440 (0,0004) 433 (0.2) 48
Com Acetato
Clostridium butirycum 0,24 (0,00) 0,0100 (0,0005) 5,8(02) Y
Sem acetato
Clostridium butirycum 0,66 (0,00) 0,1220 (0,0003) 1812 (08) 120
Com Acetato
Shewanella oneidensis 0,50 (0,00) 0,1100 (0,0004) 125,3(0.2) 216

Com acetato
O teste aplicado foi o de Tukey com 95% de confianca. A variavel OCP ndo apresentou erro significativo.

Em resumo os desempenhos eletroquimicos das culturas puras em termos de poténcia
gerada, quando correlacionados com tempo total de incubuacdo, mostram valores de perdas no
rendimento de 16 % em 96 h para Clostridium butyricum, 35 % em 120 h para Shewanella
oneidensis € 27 % em 120 h para Shewanella putrefaciens. Com isso, entre as cepas estudas,
consolidam-se as bactérias Clostridium butyricum e Shewanella oneidensis como as mais
eficientes na producdo de bioeletricidade.

Este comportamento também pode ser visualizado na Figura 5.4, a qual mostra as
poténcias maximas atingidas pelas CCMs com seus respectivos tempos de operagdo. Deste modo,
observa-se que as CCMs que obtivem maiores poténcias geradas foram as com Clostridium
butyricum e Shewanella oneidensis, porém a performance da geracdo de poténcia com o tempo
foi diferente entre as cepas utilizadas como culturas em CCM.

Além da poténcia maxima a Figura 5.4 pode fornecer os tempos das fases de crescimento
bacteriano e determinar o tempo de reten¢do hidraulica para cada cultura, que pode ser
determinado em um sistema do tipo CCM pelo ponto de méxima poténcia alcangado, ou seja, a

circulagdo do efluente em CCM deve operar na fase de maxima bioeletroatividade.
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Assim, nota-se que a Shewanella oneidensis (Figura 5.4) teve um maior tempo de
adaptacdo de aproximadamente 150 h, a Clostridium butyricum apresentou uma fase de
adaptacao curta de 60 h e a Shewanella putrefaciens nao apresentou fase de adaptagao.

Este comportamento da bactéria Shewanella putrefaciens resultou na auséncia das fases
de crescimento definidas, logo o perfil da curva foi caracterizado por um aspecto constante ao
longo do tempo atingindo um leve decaimento a partir de 150 h.

Por outro lado, as bactérias Clostridium butyricum e Shewanella oneidensis apresentaram
as fases de desenvolvimento detectadas pela produgdo de bioeletricidade, tal como a fase de
adaptacdo de 60 h e 150 h, fase de crescimento exponencial de 60 h e 66 h, e fase de morte
celular, embora nao tenha sido visualizado as respectivas fases estaciondrias em ambas culturas,
resultando no tempo de retencdo hidraulica de 24 h, 120 h e 200 h para Shewanella putrefaciens,

Clostridium butyricum e Shewanella oneidensis, antes da fase de morte celular.
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Figura 5.4 — Curva da poténcia gerada em relagdo com o tempo de operagdo para as bactérias
Clostridium butyricum, Shewenella putrefaciens e Shewanella oneidensis em CCM alimentada
com vinhaga enriquecida e com acetato.
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Em comparacdo com dados da literatura, os valores maximos de poténcia gerada atingidos
neste estudo de 43,5 mW m (0,25 W m™®) para Shewanella putrafaciens, 125,7 mW m (0,65 W
m) para Shewanella oneidensis e 181,6 mW m™ (0,93 W m™) para Clostridium butyricum foram
préximos ou até maiores do que alguns encontrados na literatura. Por exemplo, a poténcia de 55,0
mW m™? foi gerada em CCM com efluente de 6leo de palma inoculados com consércio de
bactérias isolada em estacdo de tratamento de esgoto doméstico (MOKHTARIAN, et al., 2012),
poténcias de 50,0 MW m e 250,0 mW m™ em CCM com efluentes de producdo de vinho tinto e
branco, respectivamente, e consorcio de bactérias desnitrificadoras (SCIARRIA, et al., 2015) e
poténcia de 150,0 mW m™, usando vinhaca em CCM inoculada com consércio isolada de lodo de
digestido (SAKDARONNARONG, et al., 2015), 0,44 W m*e 0,45 W m™ utilizando percolado de
alimento oriundo de aterro controlado em CCM cultivada com consorcio de lodo anaerdbico e
consorcio isolado da clarificacdo (LI et al., 2013) e 18,2 mW m™? e 71,6 mW m™ de CCM com
meio de cultura de glicose e lactato, respectivamente e indculo de Shewanella sp. HN-41 (WU et
al., 2013) (Tabela 5.4).
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Tabela 5.4 — Poténcia maxima alcangcada por CCM em diferentes indculos alimentadas com
efluentes industriais.

CCM (inoculo) Prmax Referéncia
Shewanella putrafaciens 43,5 mW m™ (0,25 W m®)
Shewanella oneidensis 125,7 mW m (0,65 W m*) Nesta Dissertacao
Clostridium butyricum 181,6 mW m™ (0,93 W m™)
Consorcio de esgoto 55,0 mMW m™ MOKHTARIAN etal.,
2012
Srei 50,0 mW m
Consorcio de SCIARRIA et al., 2015
desnitrificadoras 250,0 mW m™
C_onso~rC|o de lodo de 150,0 mW m? SAKDARONNARONG
digestéo etal., 2015
Consércio de lodo 0,44 W m?
o . 2 Lletal., 2013
Consorcio de clarificacao 045Wm
18,2 mW m
Shewanella sp. HN-41 ) WU et al., 2013
71,6 MW m

Estes resultados mostram que o protétipo da CCM com material anddico de carbono
vitreo, cultivada com in6culos puros em vinhaca atingiu valores expressivos. Neste caso
revelando o potencial desta tecnologia para producdo de bioeletricidade. Entretanto estes
resultados podem ser melhorados, por exemplo explorando ensaios com consorcio ou co-culturas
como indculo da vinhaga, visto que a eficiéncia em consércios microbianos poder ser superior
(BOURDAKOS et al., 2014).

5.2.2. CO-CULTURA DE SHEWANELLA ONEIDENSIS E CLOSTRIDIUM BUTIRYCUM EM CCM
ALIMENTADA COM VINHACA

Os cultivos com uma espécie sao denominados semeaduras puras, por outro lado, existem
as semeaduras mistas (consércios) ou co-culturas, que respectivamente sdo o cultivo de varias
espécies ou de apenas duas. Em estudos com CCM os melhores desempenhos bioeletrocatalicos

foram observados em cultivos de consorcios ou co-culturas, esta hipotese foi relatada em



58

consideracdo que existe uma sinergia entre os microrganismos cultivados que melhoram o
processo de transferéncia de elétrons, ou seja, uma interagdo metabdlica entre as bactérias ou com
excregao substancias auxiliares (RAGHAVULU et al., 2013; KIM et al., 2008). Para avaliar esta
hipotese foi realizado um ensaio com CCM cultivada com a co-cultura de Shewanella oneidensis
e Clostridium butyricum com substrato de vinhaga enriquecida com acetato.

Neste sentindo, a Figura 5.5 apresenta as curvas de polarizagdo eletroquimica e densidade
de poténcia, respectivamente, para a co-cultura de Shewanella oneidensis e Clostridium
butyricum em CCM alimentada com vinhaca enriquecida com acetato no periodo de operagdo de
384 h.

Notadamente, observa-se na Figura 5.5 que a co-cultura ocasionou um aumento gradativo
no OCP, mudando 0,15 V em 24 h para o valor maximo de 0,75 V (OCPp,x) em 120 h, mas o
OCP diminuiu, tal que decaiu até¢ 0,43 V no periodo final de 384 h. Nota-se também, que a
densidade de corrente seguiu este 0 mesmo comportamento aumentando gradativamente até ipsx
de 0,1160 mA cm™ em 120 h se reduziu até 0,074 mA cm™ no periodo final.

Enquanto, que a poténcia gerada visualizada no segundo eixo da Figura 5.5, apresentou
um desempenho evolutivo resultante do comportamento da curva de polarizagdo, com isso, a
densidade de poténcia maxima inicialmente era de 10, 6 mW m™ (0,05 W m™) e atingiu o seu
valor maximo em 120 h com 204,6 mW m™ (1,05 W m™), entretanto, a poténcia gerada reduziu
seu valor para 71,0 mW m™ (0,37 W m™) no periodo final mensurado. Esta reduc&o na densidade
de poténcia gerou uma perda no rendimento de 65% em 264 h de operacdo. Verificou-se que ndo
houve grande variacOes da resisténcias internas, em relagdo as culturas puras, calculados nos
diferentes tempos de inoculacéo, Ry de 34,8 Q, 44,4 Q e 44,6 Q, para os periodos de 24 h, 120 h

e 384 h, respectivamente.
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Figura 5.5 — Polariza¢do eletroquimica para CCM inoculada com Shewanella oneidensis e
Clostridium butyricum em vinhaga enriquecida e com acetato no periodo de 384 horas de
operagao

Estes resultados para co-cultura quando comparados com o cultivo puro em vinhaga, nota-
se que atigiram valores maiores para OCPy,,x € densidade de potencia maxima (TABELA 5.5),
consolidando a hipotese de co-culturas terem melhor desempenho bioeletroquimicos do que
cultivos puros.

Assim, foi relatado o valor expressivo de OCP igual a 0,75 V (TABELA 5.5) para a co-
cultura sendo 0,10 V e 0,25 V maior do que os cultivos puros de Clostridium butyricum e
Shewanella oneidensis, respectivamente, em consequéncia o co-cultivo alcangou a maior
poténcia gerada por volume de efluente de 1,05 W m™. No entanto, observa-se que a resisténcia
interna (Riy¢) do sistema atingiu um valor maior do que os cultivos puros e o desempenho ndo ¢
mantido, assim, a produg¢do de bioeletricidade se reduz ao longo do tempo e totalizando em 65 %

em perdas até o periodo final de operagdo, a maior perda relatada.
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Deste modo, pode constatar na Tabela 5.5, que quando a co-cultura estd em
desenvolvimento do biofilme, resulta em altos valores de densidade de poténcia. Porém quando
chega a um longo periodo de operagao, fase em que possivelmente tem competicdo por nutrientes
e alta liberag¢ao de substancias excretadas, o rendimento da CCM se reduz bruscamente, pois que
estas podem ser novicas ao metabolismo. Isto resulta em uma densidade de poténcia menor em
relagdo aos cultivos puros, entdo os valores de densidade poténcia atingem 0,37 W m™; 0,78 W

3

m- e 042 W m> para a co-cultura, Clostridium butyricum e Shewanella oneidensis,

respectivamente.

Tabela 5.5 — Parametros bioleletroquimicos em CCM para cultivo puro e co-cultura alimentados

com vinhaga.
Perdas da
CCM (inéculo) OCPmax(V) Prad(W m™) Poténcia Rin(€)
(%)
Shewanella oneidensis 0,50 0,65 35 34,9
Clostridium butirycum 0,66 0,93 16 41,1
Co -cultura 0,75 1,05 65 44,3

Além de alcangar um bom desempenho na produgao de bioletricidade comparado com os
cultivos puros, a co-cultura de Clostridium butyricum /Shewanella oneidensis alcangou bons
resultados comparados com as co-culturas encontrados na literatura (TABELA 5.6). Este
comportamento pode ser visto na Tabela 5.8, em que a densidade de poténcia maxima atingida
pela co-cultura foi de 204,6 mW m'z, ou seja, 4,5 e 3,2 vezes maior do que os valores de co-
cultura com Pseudomonas aeruginosa ¢ E. coli (RAGHAVULU et al., 2013) e Geobacter
sulfulrreducens e E. coli (BOURDAKOS et al., 2014), respectivamente.
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Tabela 5.6 — Poténcia Maxima alcancada por CCM em diferentes Co-culturas.

CCM (inoculo) Prax(MW m?) Referéncia
Clostridium butirycum e
] ] 204,6 Neste estudo
Shewanella oneidensis
Peseudomonas aeruginosa 45,0 RAGHAVULU et al., 2013
e E. coli
Geobacter sulfurreducens 63.0 BOURDAKOS et al., 2014

e E. coli

5.2.3. CULTURAS COM SHEWANELLA ONEIDENSIS OU CLOSTRIDIUM BUTIRYCUM EM CCMS
ALIMENTADAS COM EFLUENTES LACTEOS

Assim como a vinhaga, os efluentes lacteos (soro de leite e adgua residudria) também
apresentaram caracteristicas de substrato para serem empregados em CCM. Pois possuem altas
concentragdes de carga organica, nitrogénio e metais essenciais para o crescimento de
microrganismo, e por outro lado também sdo passivos ambientais.

Para avaliar o desempenho na produgao de bioeletricidade em CCM alimentada com soro
de leite foram realizados ensaios de polarizagdao eletroquimica com diferentes tempos de
crescimento do biofilme bacteriano empregando-se cepas da bactérias Shewanella oneidensis. O
mesmo tipo de ensaio foi realizado com 4gua residudria, porém neste caso empregou-se cepas da
bactéria Clostridium butyricum.

Assim, Figura 5.6 apresenta as curvas de polarizacdao (Exi) e as curvas de densidade de
poténcia (pxi) pela densidade de corrente, para bactéria Shewanella oneidensis em tempos de
crescimento de 24 h, 160 h e 360 h em CCM alimentada com soro de leite enriquecido com
acetato.

Deste modo, observa-se na Figura 5.6 que o OCP.,x foi obtido em menor tempo de
operagdo, com 24 h e com um valor de 0,43 V, entretanto este valor ndo se manteve, e logo foi
diminuindo com tempo de operagdo até atingir 0,24 V, apds 360 h, diferentemente do sistema
alimentado com vinhaga, que manteve o OCP acima de 0,40 V até o tempo final de operagdo.

Nota-se a auséncia da fase de adaptagao da bactéria no sistema. Outro fator importante observado
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foi que a curva de polarizacdo apds 24 h apresentou o comportamento linear, que retrata
predominante a lei de Ohm das perdas eletroquimicas. Porém este perfil com evolu¢ao do tempo
foi se transformando em mais curvilineo perdendo a linearidade nos tempos de 160 h e 360 h,
este resultado ¢ normalmente verificado devido aumento de perdas nas reagdes eletroquimicas
exibidas nas curvas de polarizagdes, caracteristico principalmente por perdas por transporte de
massa em a curva apresenta um decaimento exponencial,.

No segundo eixo vertical (pxi) da Figura 5.6 verifica-se que a poténcia gerada atingiu o
valor maximo de 191,4 mW m? (0,98 W m'3) em 24 h e foi decaindo com o tempo de
crescimento até os valores de 74,3 mW m™ (0,38 W m'3) em 168 h e 42,7 mW m™ (0,22 W m'3)
em 360 h. A reducdo da atividade eletroquimica causou uma perda de poténcia gerada no sistema
que alcancou 78 % com 360 h de operacdo, de maneira que este resultado pode ser explicado em
funcdo das perdas na bioeletroatividade causadas pela resisténcia ao transporte de massa. As
perdas 6hmicas foram caracterizadas pelo aumento sucessivo da resisténcia interna de 16,57 Q

em 48 h, 20,17 Qem 168 h e 21,74 Q em 360 h de operagao.
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Figura 5.6 — Polarizagdo eletroquimica para CCM inoculada com Shewanella oneidensis em
efluente lacteo enriquecido e com acetato no periodo de 360 horas de operagao.

A curva de polarizagdo para o sistema alimentado com agua residuéria, inoculado com
Clostridium butyricum pode ser visualizada na Figura 5.7, onde mostram as curvas de polarizacdo
(Exi) e densidade de poténcia (pxi), pela densidade de corrente nos tempos de crescimento de 48
h, 192 h e 336 h.

Observa-se no grafico, Exi na Figura 5.7 que este arranjo, apresentou apos 48 h de
crescimento OCP de 0,69 V € inax de 0,2190 mA cm?>. Contudo, este nimeros mudaram para
valores menores, ap6s 192 h, quando foi detectado OCP de 0,40 V e registrado inax de 0,0900 mA
cm™. Ap6s 336 h verificou-se que o OCP havia se mantido em 0,40 V e registrou-se imax de
0,1080 mA cm™, portanto superior & medida em 192 h. O que sugere que sejam feitos mais
ensaios para verificar se esta havendo reaproveitamento de metabolitos gerados pelas bactérias

para retroalimentar o sistema.
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O perfil da densidade de poténcia para Clostridium butyricum pode ser visualizado no
grafico pxi, da Figura 5.7, no qual se observa que a poténcia maxima atingida pela CCM foi de
391,5 mW m™ (2,02 W m™) em 48 h de crescimento, assim como para os outros casos estudados
a densidade de poténcia se reduz para 102,6 mW m™ em 192 h, entretanto aumentou para 124,7
mW m™? em 336 h, fendmeno nio esperado, mas que conforme discussio anterior merece mais
ensaios para melhor avaliacdo. Neste sistema, a maior perda eletroquimica significou redu¢do da
poténcia gerada em 68 %. Verificou-se que nestes ensaios a resisténcia Ohmica mudou de 21,1
Q (48 h) para 27,1 Q (192 h), mas devido a este comportamento inesperado reduziu-se para 22,3
Q (336 h).
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Figura 5.7 — Polarizagdo eletroquimica para CCM inoculada com Clostridium butirycum em
efluente lacteo enriquecido e com acetato no periodo de 336 horas de operagao.

Para comparar os valores obtidos nos ensaios de polarizacdo eletroquimica entre os

sistemas soro de leite/ Shewanella oneidensis, d4gua residudria/ Clostridium butyricum também foi
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realizado analise de varianca para as principais varidveis testadas. Neste caso, a Tabela 5.7
mostra os resultados da andlise de varianca (ANOVA) para os dois sistemas. Avaliou-se os
resultados do OCPx., imix- € densidade de poténcia maxima, usando o teste de Tukey em 95 %
de nivel de confianca. E assim, verificou-se que realmente existe uma diferenga significativa para
os tratamentos estudados nas variaveis OCPyax (p = 0,000), imax(p = 0,000) € pmax (p = 0,000).
Desta maneira observa-se na Tabela 5.7, que o sistema agua residuaria/ Clostridium
butyricum, apresentou melhor desempenho bioeletroquimico em relacéo ao sistema soro de leite/
Shewanella oneidensis, pois gerou uma densidade de poténcia méaxima duas vezes maior.
Entrentanto, a poténcia méxima gerada ao longo de todo o tempo de operacdo para os dois
inéculos foi alcancada mais rapidamente pela bactéria Shewanella oneidensis com 24 h de

operacao.

Tabela 5.7 — Resultados estatistico para as principais variaveis eletroquimica do sistema junto
com desvio padréo, para o recpectivo periodo de operacao.

CCM (inéculo) OCPpmax (V) imadMACM?) P (MW M?) At (h)

Sorodeleite  043(0,00) 01724 (0,0004) 1911 (02) 24
/Shewanella oneidensis ’ ’

Agua residudria 069 (0,00) 02186 (0,0006) 3915 (1.3) 48
/Clostridium butirycum AT
Os valores que estdo entre parenteres sao 0S €rTos.

A geracdo de poténcia apresenta um comportamento dependente do desenvolvimento dos
biofilmes inoculados no efluente lacteo, a Figura 5.8, exibe a evolucdo da densidade de poténcia
maxima atingidas em todos os ensaios de polarizacdo com os dois sistemas lacteos.

Observa-se na figura 5.8 que as bactérias testadas tiveram comportamentos distintos na
producao de bioeletricidade nos meios estudados, e nota-se que a Shewanella oneidensis teve
uma rapida adaptagao alcangando o maximo de densidade de poténcia em 24 h, por outro lado a
Clostridium butyricum apresentou uma fase de adaptagdo a qual alcancou seu méximo de

poténcia gerada em 48 h de desenvolvimento.
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No entanto, pode ser notado na Figura 5.8, que ap6s atingir o maximo de densidade de
poténcia ambas as bactérias atingiram um perfil semelhante em que apresentou duas fases, a
primeira de decaimento depois uma segunda fase com uma certa estabilidade da densidade de
poténcia média de 75,0 mW m? e 125,0 mW m™, para Shewanella oneidensis e Clostridium
butyricum, respectivamente.

Este perfil, diferentemente do perfil obtido para os testes com a vinhaga, mostra que 0s
maiores valores de poténcia ndo se mantém e em um curto periodo a densidade de poténcia decai,

diminuindo eficiéncia no processo de obtencao de energia elétrica.
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Figura 5.8 — Curva de geracdo de poténcia com os respectivos tempos de ensaio de polarizacao
para CCM inoculadas com as bactérias Clostridium butyricum e Shewanella oniedensis em
efluentes lacteos.

Os valores obtidos das poténcias maximas para CCM alimentada com efluente lacteo,
foram igual a 2,02 W m™ para a Clostridium butyricum e 0,98 W m™ para a Shewanella

oneidensis. Estes valores sio proximos aos encontrados na literatura (TABELA 5.8). Por
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exemplo, Kelly e He (2014) estudou a aplicacdo de CCM alimentada com diferentes efluentes da
industria de queijo, a CCM em estudo foi inoculada com consorcio de bactérias de lodo de
digestdo e alcangou os valores de 3,0 W m™ e 1,3 W m™ para os efluentes, 4gua residuéria da
estabilizacdo e soro de leite. Elakkiya e Matheswaran (2013), atingiu o valor de poténcia gerada
de 2,7 W m® com uma CCM inoculada com bactérias isoladas de efluente lacteo e alimentada
com efluente do processamento de leite. Em contraste, um alto valor de energia foi atingido com
efluente lacteo por Kim et al. (2015), que utilizou uma CCM ao ar com in6culo de bactérias
consorciadas e isolada de uma estacdo de tratamento no processo de lodo ativado, a CCM foi
alimentada com efluente lacteo oriundo do processamento de leite e obteve a maxima densidade
de poténcia de 24,9 W m™, com a circula¢io do efluente no anodo. Esta perspectiva mostra que o
efluente lacteo empregado como substrato possui caracteristicas singulares para obtencdo de

poténcias mais altas em sistemas bioeletroquimicos.

Tabela 5.8 — Poténcias maximas obtidas por CCM alimentadas com efluentes de industria lactea.

CCM (inoculo) Industria lactea Prmax Referéncia
. . _ 391,5 mW m™
Clostridium butirycum Leite 3
(2,0 W m™)
) Neste estudo
. . . 19,1 mwWm’
Shewanella oneidensis Queijo 3
(1,0 W m™)
Consorcio de bacterias Leite 24,9 W m® KIM etal., 2015
de lodo ativado
Consorcio o_Ie bNacterlas Qu_e!Jo /~ 30W m? KELLY e HE, 2014
de lodo de digetéo estabilizagéo
Consorcio de bactérias .. 3
de lodo de digetio Queijo/Soro 1,3Wm KELLY e HE, 2014
Bacteria isolada de ELAKKIYAe
Leite 2,7Wm? MATHESWARAN,

efluente lacteo 2013
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5.3. AVALIACAO DO DESEMPENHO DA CELULA A COMBUSTIVEL MICROBIANA PARA O
TRATAMENTO DOS EFLUENTES

5.3.1. REMOGAO DA DEMANDA QUIMICA DE OXIGENIO (DQO) E ANALISE DA EFICIENCIA
CouLumBIcA (EC)

A Célula a Combustivel Microbiana além de produzir bioeletricidade pode atuar como um
biorreator para tratamento de efluentes por meio de reacdes bioldgicas e eletroquimicas, quando
submetido a uma resisténcia externa que permite o fluxo de elétrons continuamente durante o
periodo de operacdo. Este processo remove quantidades significativas de substancias poluentes
através das interacdes entre biofilme e o material anddico (ZHANG et al., 2015; RABAEY,
2010).

Para avaliar o desempenho quantitativamente da degradacdo dos efluentes em CCM, ou
seja, as remocdes das substancias oxidaveis, foram feitas medi¢cdes de DQO antes e apds o tempo
de operacdo em CCM inoculada com Clostridium butyricum, Shewanella putrefaciens,
Shewanella oneidensis e co-cultura de Clostridium butyricum/Shewanella oneidensis. E ainda,
foram calculados a eficiéncia couldmbica (EC), para avaliar a bioeletrocatalise da vinhaca e dos
efluentes lacteos, soro de leite e agua residuaria, em CCM, como descritos na Tabela 5.9.

Neste caso, verifica-se na Tabela 5.9, que quando os efluentes vinhaca, soro de leite e
agua residuaria foram enriquecidos com acetato, tiveram seus valores de DQO aumentados para;
36436 + 1197 mgO, L™, 68797 + 1504 mgO, L™ e 11955 + 425, respectivamente. Estes valores
de DQO para os efluentes enriquecidos foram usados para calcular a remocdo de DQO e a
eficiéncia couldmbica para todos os tratamentos (TABELA 5.9). Em todos os tratamentos
estudados foi possivel observar redugdo de DQO, embora com indices de remocao diferentes.

Desta maneira, nota-se na Tabela 5.9, que 0 modelo de CCM proposto alcangou bons
desempenhos referentes a remocéo de DQO, em que para o efluente vinhaga os tratamentos com
Shewanella oneidensis e com co-cultura foram os mais eficiente para remover a carga organica,
resultando na remocédo de 42 % e 57 % de DQO, respectivamente. Por outro lado, os menos
eficientes foram os tratamentos com Clostridium butyricum (com acetato) e Shewanella

putrefaciens (sem acetato), com o valor de remocéao de DQO 22 % e 27 %, respectivamente.
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Em termos de eficiéncia couldombica (EC) usando o efluente vinhaca, a CCM atingiu
baixos valores, com o melhor resultado de 5,6 % para co-cultura, e nos sistemas de cultura pura
os melhores resultados foram das CCMs inoculadas com Clostridium butyricum com o valor de
4,9 % e Shewanella oneidensis com o valor de 3,9 %

Este comportamento mostra que o inoculo bacteriano influéncia também no desempenho
da CCM quanto ao tratamento do efluente, sendo que as causas provaveis podem ser nutricionais
ou capacidade de transferéncia de elétrons de cada biofilme, assim podendo ser otimizadas com a
co-cultura.

Também foi observado um comportamento particular para a bactéria Clostridium
butyricum, que obteve baixo desempenho quanto a remocdo de DQO, mas atingiu uma EC
satisfatoria para o sistema em estudo.

Na literatura foram encontrados dados referentes a remocdo de DQO em CCM de 45 % e
EC de 35 % para vinhaca, porém com baixa carga organica de 1000 mgO, L™ e cultivo de
bactérias consorciadas (HA et al., 2012), e para efluentes do processamento fermentativo do
vinho foram relatados os valores de 27,0 e 9,0 para nDQO e EC, respectivamente, usando com a
carga organica de 10100 mgO, L™*; e 95,0 e 15,0 para nDQO e EC, respectivamente, neste caso
usando carga organica de 6400 mgO, L™ (SCIARRIA et al., 2015), confrontando com os dados
experimentais alcancados verifica-se que a CCM alimentada com a vinhaga com alta carga
organica teve um bom desempenho. E ainda, os resultados da literatura mostram uma tendéncia
em que quanto maior o valor da DQO do efluente, menor € o desempenho do sistema.

Para os efluentes lacteos pode ser verificado na Tabela 5.9, que os inoculos de Shewanella
oneidensis e Clostridium butyricum obtiveram bons desempenhos tambeém para remocéo de DQO
embora apresentassem baixa eficiéncia coulébmbica, porque se empregou os efluentes com altas
concentracdes de DQO (68700 mgO, L™, soro de leite e 11900 mgO, L™ agua residuéria),
resultando nos valores de 43 % e 74 % para remogdo de DQO e 3,2 e 13,0 para EC,
respectivamente. Com destaque para sistema agua residuaria/Clostridium butyricum que
apresentou a melhor performance do prot6tipo. Comparando com estudos de outros autores, as
analises da CCM com os efluentes lacteos retratram uma performance satisfatoria, por exemplo,
Kelly et al. (2014), estudaram CCMs alimentadas com diferentes efluentes lacteos, sendo que

obteve os melhores resultados quando empregou efluentes com DQO de 2200 mgO, L™ e 11300
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mgO, L™, os quais atingiram a remogdo de DQO de 80 % e 59 % e EC de 6,1 e 2,2. Isto pode
indicar que utilizar as culturas identificadas como eletrogénicas e o carbono vitreo distribuido por
todo o volume anddico pode estar exercendo um papel para melhorar a eficiéncia da CCM com
efluentes de altas DQO.

Verifica-se na Tabela 5.9 que a bactéria Clostridium butyricum inoculada em CCM com
vinhaca e agua residuéria, com as respectivas DQO de 36400 mgO, L™ e 11900 mgO, L™,
alcancou um aumento de 52 % quando avaliada a remoc¢do de DQO e aumento 8,1 % na EC.
Quando comparada a eficiéncia da Shewanella oneidensis nos sistemas com soro de leite e
vinhaca (DQO de 68700 mgO, L™ e 36400 mgO, L™, respectivamente) nota-se que no resultou
em mudancas significativas no tratamento.

Quanto ao tratamento dos efluentes estes resultados mostram que a CCM em estudo pode
ser empregada como um sistema de remediacdo em que pode atuar com efluentes de altas e

baixas carga organicas (DQO), embora a eficiéncia pode depender do inoculo.
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Tabela 5.9 — Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) e Eficiéncia couldmbica (EC) antes e apos o
tratamento em CCM.

Eficiéncia
DQO nDQO (%) Coulémbica

(mg O, /L) (EC)
CCM/ Vinhaca
Vinhaca Enriquecida 36436 £ 1197
Depois da CCM (acetato)
com Clostridium butyricum 28245 + 828 22 4.9
Depois da CCM (acetato)
com Shewanella putrefaciens 25997 £ 94 28 11
Depois da CCM (s/acetato)
com Shewanella putrefaciens 26529 £ 470 27 0.2
Depois da CCM (acetato)
com Shewanella oneidensis 21276 + 301 42 3,9
Depois da CCM (acetato)
com Shewanella oneidensis e 15790 £ 1053 57 5,6
Clostridium butirycum
CCM/ Efluente lacteo
Soro de leite 68797 + 1504
Depois da CCM (acetato) 38910 + 798 43 39
com Shewanella oneidensis - ’
Agua residuéaria 11955 + 425
Depois da CCM (acetato) 3108 + 285 74 13.0

com Clostridium butyricum

5.3.2. AVALIACAO DO INDICE DE DESCOLORACAO POR ESPECROSTCOPIA UV-VIS

A andlise da varredura espectral em espectrofotometro foi empregada para avaliar
qualitativamente a capacidade de tratamento dos efluentes através das curvas de absorvancia pela
variacdo do comprimento de onda no espectro visivel. A partir da construcao das curvas foram

extraidos os indices de descoloragao.
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Esta técnica pode ser usada para avaliar o tratamento de efluentes que impedem a
passagem de luz, ou seja, a técnica avalia as substancias presente no efluente que absorvem a luz
em uma faixa de comprimento de onda. O tratamento indevido desses efluentes pode causar
sérios impactos ambientais nos corpos hidricos receptores, sendo que muitos organismos
aquaticos necessitam de fonte luminosa.

O bloqueio da passagem de luz é causado pela coloragdo em consequéncia da presenga de
compostos organicos ou pigmentos. Por exemplo, na vinhaca a coloragdo marrom escura ¢
principalmente proveniente de reagdes ndo enzimaticas (reagdo Millard) entre agucares e
compostos aminos que geram melanoidina (KAHRAMAN e YESILADA, 2003; FERREIRA et
al., 2011; TAPIA-TUSSELL et al., 2015).

A melanoidina (C;7.18H2627010N) € um polimero de dificil biodegradagdo, ou seja, ¢ um
composto recalcitrante que principalmente provoca na vinhaga a caracteristica de cor marrom
escura. Entdo a descoloracdo ¢ uma maneira de avaliar a degradagdo destes tipos de composto
que causam a coloragdo do efluente, como a melanoidina. Para este fim normalmente usa-se a
medi¢do da absorvancia antes e pds o tratamento (KRZYWONOS e SERUGA, 2012; DAVID
etal., 2015).

A Figura 5.9 apresenta as varreduras espectrais mensuradas entre os comprimentos de
ondas de 350 nm e 900 nm, apds diferentes periodo de incubagdo da vinhaca em CCM, sem
inoculagdo (controle) e inoculadas com Shewanella putrefaciens, Shewanella oneidensis e
Clostridium butyricum.

Com analise da Figura 5.9 verifica-se, que a curva espectral para a vinhaga enriquecida
obteve altos valores de absorvancia em que apresentou um decaimento brusco, com o final no
comprimento de onda de aproximadamente 480 nm, em sequéncia a curva de absorvancia
adquiriu certa estabilidade formando um patamar de absorvancia igual a 1,1 D.O. para vinhaga.
De modo que, este desempenho pode ser verificado em um estudo do tratamento da vinhaca por
fotodegradacao feito por Santana e Machado (2008), o qual a vinhaga controle apresentou o perfil
semelhante de decaimento brusco da absorvéancia chegando a estabilidade em 425 nm.

A partir do resultado para vinhaca pura, observa-se na Figura 5.9, que todos os
tratamentos obtiveram o mesmo perfil de curva, com duas fases definidas em que a primeira ¢

destacada por possuir um decaimento brusco e a segunda definida por uma certa estabilidade.
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Porém, nota-se que os tratamentos em todos os casos, a primeira fase teve o final estendido até
uma faixa entre 475 e 500 nm, e ainda mais a presenga de reducdes significativas da absorvancia
entre os tratamentos ao longo das varreduras espectrais (FIGURA 5.9).

Estas diferencas significativas entre as curvas de vinhaga e as dos tratamentos em CCM
(FIGURA 5.9) era esperada, pois a bioeletroatividade na CCM degradam e convertem diversos
tipos de compostos que causam uma coloracdo do efluente, com isso o efluente se torna mais
limpido reduzindo os compostos que causam os valores mais altos da absorvancia fazendo com
que a vinhaga perca cor.

Com isso, observa-se (FIGURA 5.9) primeiramente que o desempenho da reducdo de
absorvancia foi aumentado com a incorporacao de acetato na vinhaga, de tal modo que o
tratamento com Shewanella putrefaciens sem acetato obteve maiores valores para absorvancia do
que o tratamento com Shewanella putrefaciens com acetato. Por este motivo o acetato foi
utilizado para todos os outros experimentos. Ja comparando os desempenhos entre as bactérias,
nota-se que o tratamento de CCM inoculada com Clostridium butyricum obteve o melhor
resultado, embora que em Shewanella oneidensis alcangou um bom resultado ficando proximo da
Clostridium butyricum, e por Gltimo o tratamento com Shewanella putrefaciens que reduziu
menos absorvancia.

Para calcular a eficiéncia deste comportamento foi utilizado a descoloracao do efluente no
espectro visivel, ou seja, a remog¢do da absorvancia no comprimento de onda de estabilizacao
inicial (480 nm). Logo, dentre os tratamentos o melhor desempenho foi confirmado sendo a CCM
inoculada com bactéria Clostridium butyricum que alcangou o maior valor de descoloracao de 70
%, e os outros tratamentos atingiram os seguintes valores de 33 % (S.p. sem acetato), 48 % (S.p.
com acetato) e 62 % (S.0.), com isto a CCM além de produzir bioletricidade também realizar a

descolorazagdo que ¢ remocdo de substancias que causam a cor predominante da vinhaca.
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Figura 5.9 — Varredura espectral da vinhaga antes (enriquecida) e depois do tempo de operacao
em CCM cultivada com cultura pura de: Shewanella putrefaciens (S.p.), Shewanella oneidensis
(S.0.) e Clostridium butirycum (C.b).

A descoloracdo da vinhaca em CCM foi satisfatoria quando empregou-se a Clostridium
butyricum (70 %) e Shewanella oneidensis (62 %), estes numeros estdo de acordo com 0s
resultados obtidos em outros tipos de sistemas biotecnologicos, por exemplo Kahraman e
Yesilada (2003), obtiveram uma maxima remog¢ao da cor da vinhaga de 71 % (em OD475) com o
fungo Coriolus versicolor, em cultivo com um solugdo de vinhaca diluida em 10 vezes. Ferreira
et al. (2011) conseguiram 99 % de remog¢do de cor com uma biodegradagdo usando o fungo
Pleurotus sajor-caju com incubacdo agitada em 180 rpm sem a influéncia de luz. Recentemente,
Tapia-Tussell et al. (2015) utilizou o fungo Trametes hirsuta para o tratamento bioldgico da
vinhaca, que removeu 72 % da cor em 192 horas de cultivo com a concentragdo de 10 % de
vinhaga. Entretanto estes sistemas descritos anteriormente nao permitem a recuperagao de parte

da energia, como acontece nas CCMs.
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Por consequéncia da CCM ser uma Tecnologia emergente foram encontrados poucos
estudos com efluente vinhaca e ndo foram encontrados ensaios de descoloragdo para CCM
alimentada com vinhaca.

No caso dos efluentes lacteos a remogao da cor ¢ caracterizada pela degradagao das
substancias que causam a coloracdo branca ou branca amarelada, bem como, as leituras de
absorvancia derivam da concentragdo de proteinas, agiicares e gorduras os quais sdo os principais
constituintes destes efluentes (SATO e SAITO, 2013). A Figura 5.10 apresenta o espectro de
absorvancia para os efluentes lacteos in natura e tratado em CCM inoculada com Shewanella
oneidensis e Clostridium butyricum.

Os efluentes lacteos estudados mostraram comportamentos distintos quanto a varredura
espectral, de modo que o soro de leite, que possui maior DQO (68700 mgO, L") teve maiores
valores de absorvancia apresentando uma curva de decaimento sem a presenga da fase de
estabilizacdo. Por outro lado, dgua residudria, de menor DQO (11900 mgO, L'l) resultou em
valores mais baixos de absorvancia com perfil de curva de decaimento mais suave apresentando
um patamar proximo de 0,18 D.O. a partir de 750 nm, e também se relata um pico levemente
acentuado em 600 nm (FIGURA 5.10). Em virtude destes resultados, o comprimento de onda do
indice descoloragao foi calculado, resultando em 600 nm para os dois casos, ao longo do espectro
visivel que esta na faixa de 400 nm a 800 nm.

Para os efluentes lacteos in natura, observa-se na Figura 5.10 que os comportamentos das
varreduras espectrais foram semelhantes as curvas de decaimento para cada efluente lacteo sem
tratamento. No entanto, os valores da D.O foram menores, indicando que houve degradagdo das
substancias contidas nos efluentes. Desta forma, a degradagdo de substancias no comprimento de
onda 600 nm promoveu um indice relativo de descoloracao (Dgoo) de 25 % e 46 % para CCM
inoculada com Shewanella oneidensis e Clostridium butyricum, respectivamente. Portanto, a
CCM alimentada com agua residudria e inoculada com Clostridium butyricum obteve o melhor

desempenho de remocgao de cor.
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Figura 5.10 — Varredura espectral para o soro de leite e dgua residudria antes (enriquecido) e
depois do tempo de operacdo em CCM cultivada com cultura pura de: Shewanella oneidensis e
Clostridium butirycum.

5.4. PRODUCAO DE BIOELETRICIDADE X TRATAMENTO DE EFLUENTE EM CELULA A
COMBUSTIVEL MICROBIANA (CCM)

A Célula a Combustivel Microbiana como tecnologia ambiental produz bioeletricidade
simultaneamente em que realiza o tratamento do efluente empregado como substrato (RABAEY,
2010; ZHANG et al., 2015). A producdo de energia elétrica é avaliada com a utilizacdo da
polarizacdo eletroquimica que resulta principalmente nos parametros OCPmsx. Pméax, Rint » € Iméax,
porém o imax foi utilizado para calcular a eficiéncia coulémbica (EC).

A Tabela 5.10 apresenta os principais parametros eletroquimicos avaliados e a EC para
CCM alimentada com os efluentes vinhaga e lacteo, de acordo com o respectivo inéculo. Os
resultados da Tabela 5.10 mostram que a OCP.«, poténcia gerada, Rj,: € EC em CCM foram

todos diferentes entre as cepas bacterianas utilizadas, estes resultados podem estar principalmente
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interligados a adaptacdo metabolica de cada bactéria em cada efluente e os mecanismos de
transferéncia de elétrons para aceptor de carbono vitreo.

Dentre estes resultados, nota-se na Tabela 5.10, que o protétipo da CCM em estudo
atingiu principalmente os melhores resultados para todas as variaveis quando foi utilizado a
bactéria Clostridium butyricum tanto para vinhaca quanto para o efluente lacteo, porém na
geragdo de poténcia, Riy; € EC destaca-se esta bactéria quando crescida no efluente lacteo.

Além disso, pode ser notado fatores de correlacdo entre os parametros eletroquimicos
avaliados, assim como (TABELA 5.10):

(1) Verifica-se que a poténcia gerada depende mais da Rj,; do que OCP, mesmo que seja
necessario um valor significativo de OCP, por exemplo a bactéria Clostridium butyricum em
efluente lacteo comparada com o co-cultura em vinhaca, alcangou o maior valor de densidade de
poténcia, aproximadamente o dobro, mesmo apresentando 0 OCPpnax menor, no entanto a
diferenca da R, foi aproximadamente o dobro. Este comportamento também é observado quando
se compara os dois cultivos puros de Shewanella oneidensis, onde que OCPax de 0,50 V em
vinhaca foi maior do que em efluente, o qual foi de 0,43 V, porém a maior densidade poténcia
relatada foi de 0,98 W m™ para o efluente soro de leite com Rj,; de 16,6 Q e 0,65 W m™ para
vinhaca com R de 34,9 Q.

(2) Observa-se para a CCM alimentada com vinhaga, que a co-cultura foi a que teve maior
perda de poténcia com indice de 65 % ao longo do periodo de opera¢do, sendo aproximadamente
duas e quatro vezes maiores do que as perdas de poténcias das respectivas culturas puras de
Shewanella oneidensis e Clostridium butyricum. E ainda foi relatado que os cultivos puros em
vinhaca tiveram os menores valores para perdas na poténcia.

(3) Para CCM alimentada com efluente lacteo nota-se que foram obtidas as menores Riy
dos sistemas em estudo, este fato pode ser caracteristico da composicdo do efluente e
desenvolvimento do biofilme. Por exemplo, a CCM com inoculo de Shewanella oneidensis teve
Rint de 16, 6 Q e 34,9 Q para os efluentes soro de leite ¢ vinhaga. Esta diferenga da Ri,; pode ser
caracterizada pelo o efluente lacteo ter maior concentracdo de agucar redutor do que a vinhaga,
sendo uma fonte carbono nobre para o crescimento microbiano, a concentragéo foi de 49,4 mg L™

e 5,3 mg L, embora a condutividade do sistema foi relatada bem préxima, 20,1 mS cm™ e 21,8
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mS cm™, por consequéncia do crescimento bacteriano a densidade de poténcia gerada foi de 0,98
W m?e0,65Wm>,

Tabela 5.10 — Parametros bioeletroquimicos de CCM em diferentes inoculos em substrato de
vinhaca e efluente lacteo.

Perdas da
CCM (indculo) OCPrax(V)  Prmax(W m™) Poténcia  Rin(Q)  EC (%)
(%)
Efluente vinhaca
Shewanella putrafaciens 0,39 0,25 27 61,2 1,1
Shewanella oneidensis 0,50 0,65 35 34,9 3,9
Clostridium butyricum 0,66 0,93 16 41,1 4,9
Co-cultura (C.b. e S.0.) 0,75 1,05 65 44,3 59
Efluente lacteo
Sorodeleite/ 0,43 0,98 78 16,6 3,2
Shewanella oneidensis
Agua residuéria / 0,69 2,02 68 211 13.0

Clostridium butyricum

Para uma analise mais completa de uma CCM aplicada como tecnologia ambiental é
necessario avaliar a performance do sistema comparando-se 0s parametros eletroquimicos e
ambientais. Os quatros principais parametros ambientais avaliados foi organizado na Tabela 5.11
para confrontar com os parametros eletroquimicos da Tabela 5.10.

Na Tabela 5.11, verifica-se que o melhor desempenho foi da co-cultura em vinhaga em
que atingiu valores de 57 % e 64 % para remog¢do de DQO e cor e manteve o pH proximo de 7,0.
De qualquer forma outras bactérias tiveram bom também resultados também, como Shewanella
oneidensis em vinhaga, Clostridium butyricum e efluente lacteo.

Em relacdo a cada parametro avaliado, pode ser notado que a condutividade em todas
CCMs foi aumentada dos valores iniciais dos efluentes 21,8 mS cm™ para vinhaga; 20,1 mS cm™

para o soro de leite e 7,09 mS cm™ para 4gua residuaria. O pH manteve-se préximo de 7,0 com
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excecgdo para Shewanella putrefaciens em vinhaga e Shewanella oneidensis nos efluente lacteos.
E ainda relata-se um melhor indice de remogao de cor para o efluente vinhaca.

Além disso, foi constatado que a eficiéncia da remocédo de DQO e de cor é dependente da
bactéria utilizada, este fato pode ser notado quando compara a CCM alimentada com vinhaca
inoculada com Clostridium butyricum e Shewanella oneidensis, assim alcangando os valores de
22 e 42 paranDQO e 70 % e 62 % para descoloracéo. E quando foi usado uma co-cultura destes
mesmos microrganismos observa-se um aumento no potencial oxidativo da CCM, que resultou
em 57 % de remocao de DQO.

Alguns resultados atingidos para CCM chegaram a serem equipardveis a estudos em
sistemas convencionais para tratar vinhaga, por exemplo, Campos et al. (2014) conseguiram
remover 66 % de DQO e 90 % de remocdo de cor em um sistema com trés fases de tratamento,
composto por filtracdo, tratamento quimico e bioldgico, nesta dissertacdo, a CCM que possui
apenas uma fase de tratamento alcangou o0s 57 % e 64 % de remocao de DQO e cor com a co-
cultura.

Syaichurrozi e Budiyono (2013), utilizaram biodigestores anaerdbicos e chegaram ao
valor minimo de 31 % e maximo de 38 % para a remocdo de DQO, para a CCM estes valores
foram de 22 % e 57 %, concretizando a CCM como um sistema de tratamento de efluentes.

Quanto a relacdo entre as Tabelas 5.10 e 5.11, observa-se para o efluente vinhaca que a
co-cultura obteve os maiores OCP e densidade de poténcia que resultaram na maior remocéo de
DQO (57 %) e uma alta descoloracéo de 62 % com uma EC de 5,9 %, por outro lado a bactéria
Clostridium butyricum, que teve uma boa performance eletroquimica, removeu 70 % da cor e
apenas 22 % de DQO.

No entanto, a CCM alimentada com soro de leite, portanto com alta carga organica, sofreu
entupimento da membrana Nafion, por colonizagdo local, resultando no baixo valor de pH (3,5)
(TABELA 5.11) e altas perdas na poténcia de 78 % (TABELA 5.10). No caso da agua residuaria
com inoculo de Clostridium butyricum, o prototipo alcancou os melhores valores, com o pH
mantendo o valor perto da neutralidade acarretando na maior poténcia gerada de 2,02 W m= e EC
de 13,0 % (TABELA 5.10), e para remocéo de DQO de 74 % (TABELA 5.11).
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Tabela 5.11 — Parametros Ambientais para tratamento dos efluentes em CCM inoculadas com
diferentes inoculos.

Condutividade

_ . 510
CCM (inoculo) nDQO(%) (mS em™) Descoloracao(%) pH

Efluente vinhaga

Shewanella putrefaciens 28 * 48 44+0,2

Clostridium butyricum 22 22,6 +0,6 70 6,7+0,3

Shewanella oneidensis 42 22,9+ 0,6 62 6,9+0,3

Co-cultura 57 24,9+ 0,6 58 6,9+04

Efluente lacteo

Sorodeleite/ 43 26,5+ 0,7 25 35402

Shewanella oneidensis

Agua residuaria / 74 8.9 +0.2 46 6,6+ 0.3

Clostridium butyricum
*Na&o foi avaliado

5.5. ANALISE DO BIOFILME POR MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA

Algumas bactérias crescem e formam uma estrutura de material polimérico e aderidas a
outras células bacterianas, esta estrutura é denominada biofilme. O biofilme é principal
mecanismo de defesa de certas espécies bacterianas, as quais possuem diversos interesses, como,
industriais, médicos e ambientais. No biofilme formado a espécie bacteriana cria-se um ambiente
onde as células ficam aderidas umas as outras, enquanto materiais polimericos excretados
formam um encapsulamento. Este encapsulamento permite a bactéria se proteger de condigdes
ambientais adversas, captar mais nutrientes por area e beneficiar com associagbes em
comunidade.

A associagdo de bactérias que formam biofilme tem a capacidade de crescer e desenvolver
em efluentes, com isso consumir a matéria organica e outros elementos para seu crescimento e

por fim realizar o tratamento do efluente.
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O desenvolvimento do biofilme pode ser analisado por Microscopia de Forga Atomica,
onde com uma alta resolucéo o microscopio utiliza uma nano ponteira para fazer uma varredura
da superficie, em trés diferentes modos: contato, ndo contato e contato intermitente. Na varredura
do modo intermitente (Tapping mode), que foi empregado neste estudo, aplica-se uma curva de
forca/distancia pontualmente, que avalia as interacdes da superficie construindo um mapeamento
E umas da vantagens da técnica MFA é realizar as analises com condi¢fes integras da amostra
(LIM et al., 2008; LIU e WANG, 2010; ALSTEENS et al., 2013).

A Figura 5.11, mostra a imagem de forca de pico em MFA da co-cultura (Shewanella
oneidensis e Clostridium butyricum) ap6s o periodo de operacdo em CCM alimentada com
vinhaca enriquecida.

Observa-se na Figura 5.11, que o biofilme formado tem a presenca de bactérias aderidas
entre as extremidades laterais da membrana, e que possuem formas de bastonetes longos e curtos.
Destaque-se uma variagao dos picos de forca em -697,4 pN a 697,3 pN, e que as maiores forcas
de pico mensuradas de aproximadamente 697,3 pN localiza-se nas extremidades da membrana
que ndo estdo em contato, ou seja, a parte exposta da membrana teve maiores forcas de

interacdes.

0.0 Peak Force Error 7.0 pm'

Figura 5.11 — Imagem de Microscopia de For¢a Atomica do Biofilme de Shewanella oneidensis e

Clostridium butyricum apos ser cultivada em CCM com vinhaga, usando o modo Peak Force
QMN.
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Em consequéncia da identificacdo de poucas células bacterianas na imagem anterior, a
varredura para construcdo da imagem de topografia foi realizada em outra area da mesma
amostra. Assim, a Figura 5.12, apresenta a imagem da topografia (altura) em outra area da
amostra de co-cultura em CCM alimentada com vinhaca enriquecida pos o periodo de incubacao.

Nota-se na Figura 5.12, que o biofilme formado teve alta densidade celular com estrutura
bem formada do tipo bastonete curto e que as bactérias estdo aderidas entre as membranas nas
partes laterais, nas extremidades polares e em empilhamento. E com altura méxima de 288,4 nm

e com comprimento variando entre 1 um a 1,3 um.

288.4 nm

-320.0 nm

0.0 Height 5.6 um

Figura 5.12 — Imagem de topografia em Microscopia de Forga Atdmica do Biofilme de
Shewanella oneidensis e Clostridium butyricum apds ser cultivada em CCM com vinhaga
enriquecida apos o periodo de incubacao fixada em laminas de vidro.

A anélise de microscopia de forca atbmica para CCM alimentada de efluente lacteo foi
realizada com inoculo de Shewanella oneidensis, assim, construindo uma imagem de forca de
pico (FIGURA 5.13 — A) e uma imagem de topografia/altura (FIGURA 5.13 — B) na mesma area
da amostra.

Observa-se que as celulas bactérias ndo apresentaram uma forma estrutural bem definida

(FIGURA 5.13 — A e B) como no caso das amostras com vinhaga, da mesma forma para vinhaga
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as celulas bacterianas presentes na Figura 5.13 — A, mostram a variagdo da forgca de pico em
777,1 pN a -796 pN, e que os maiores picos de forcas estdo nas extremidades expostas com um
maximo de 777, 1 pN e podendo chegar em alguns locais das extremidades em a
aproximadamente 600 pN, estes maiores valores mostram que estes locais tiveram as maiores
forgas de interagdes.

E na Figura de topografia (FIGURA 5.13- B), as células bacterianas apresentaram uma
variacdo de altura maior do que apresentada para vinhaca, e chegando a escala de micrometros e
como as células ndo indicaram um padrdo do comprimento, logo ndo foi analisado. Portanto, foi

realizado uma visualizacdo desta imagem em 3D, com intuito de uma melhor andlise.

(A)
gx’ 777.1 pN
Y )
i -796.0 pN
0.0 Peak Force Error 7.5 pm'
(B)
790.1 nm

-1.2 pm

0.0 Height 7.5 um

Figura 5.13 — Imagem em Microscopia de Forca Atomica do Biofilme de Shewanella oneidensis
apos ser cultivada em CCM com soro de leite enriquecida, (A) imagem de forca, (B) imagem da
topografia.
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A Figura 5.14, exibi a visualizacdo 3D da imagem topogréfica para amostra de efluente
lacteo inoculada com Shewanella oneidensis, logo se percebe que o biofilme formado possuem
células bacterianas com diferentes alturas e com diferentes tamanhos de comprimento, e destaca-
se uma célula em fase de alongamento. No entanto, € necessario realizar mais experimentos para
avaliar as mudancas nas ultraestruturas quando sdo submetidas as condi¢es de uma célula a
Combustivel Microbiana (CCM).

Figura 5.14 — Imagem em 3D de topografia em Microscopia de For¢a Atdmica do Biofilme de
Shewanella oneidensis apds ser cultivada em CCM com efluente lacteo enriquecida.



6. CONSIDERACOES FINAIS

Nesta dissertacdo foi verificado que o protétipo da Célula a Combustivel Microbiana
(CCM) ao ar, alimentado com efluentes industriais pode gerar energia elétrica direta,
simultaneamente com o tratamento do efluente empregado como substrato.

Em termos de geracdo de energia elétrica foi constatado que o sistema mais eficiente foi o
4gua residuaria/Clostridium butyricum, com os valores de pmsx, 2,02 W m™, OCP de 0,69 V e
EC de 13,0 % e os ensaios com diferentes inoculos para a vinhaca mostrou que o emprego da co-
cultura aumentou a poténcia gerada em comparagdo com a cultura pura.

Quanto aos parametros ambientais testados, a CCM removeu DQO mais eficientemente
nos sistemas vinhaca/co-cultura com 57 % e agua residuaria/Clostridium butyricum com 74 %. E
também foi verificado que todos os sistemas aumentaram a condutividade dos efluentes pos
tratamento.

Para remover a cor dos efluentes as CCMs atigiram os melhores valores para o efluente
vinhaca, e dentre as bactérias empregadas, a Clostridium butyricum teve melhor indice de
descoloracéo (70 %).

Enfim, a CCM pode atuar como tecnologia ambiental para recuperar energia quimica dos
efluentes e ainda realizar o tramento eficientemente dos efluentes, removendo a DQO dos
mesmaos.

Entretanto, existem muitas varidveis envolvendo as interac6es eletroquimicas do biofilme
com a superficie do eletrodo, pois estes sistemas dependem das interaces das bactérias com a
mistura complexa que é o efluente, e também das reacdes eletroquimicas catodicas, que nao
foram objeto de estudo neste trabalho. Portanto, para entender perfeitamente o mecanismo de
geragdo de eletricidade e sua eficiéncia em CCM ainda é necesséario estudos detalhados destes

sistemas.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Selecionar culturas bactérias eletrogeradoras em meio de vinhga, que nao necessitam de

de complementagdo nutricional para realizar metabolismo;

e Selecionar culturas bactérias eletrogeradoras em meio de vinhga que se desenvolvam em

temperautras abaixo de 30 °C;

e Realizar ensaios de geracdo de corrente e poté€ncia em céluluas microbianas alimentadas

com co-substratos oriundos de efluentes industriais;

e Fazer caracterizagdo do biofilme por meio de microscopia de fluorescéncia e microscopia

eletronica de varredura;
e Comparar outros protocolos de polarizacao eletroquimica;

e Avaliar a resisténcia interna da célula por meio da técnica de espectroscopia de

impedancia eletroquimica;

e Determinar as condi¢des Otimas para imobilizacao das bacterias a fim de indentificar a
presenca de ultraestruturas na superficie destas bactérias, pela técnica da microscopia de

forca atomica;

e Estudar arranjos arquitetonicos para escalagem de poténcia.
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