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Do not go gentle into that good night,
Old age should burn and rave at close of day;

Rage, rage against the dying of the light.

(DYLAN THOMAS, 1952, p. 16)



RESUMO

Grande parte das fontes de energia convencionais se utilizam de combustiveis
fosseis e de origem nao renovavel. Como alternativa economicamente viavel e de
energia limpa, o presente trabalho teve como objetivo a construgéo de dois tipos de
biocélulas combustivel (BC), em que o primeiro contou com a utilizacdo de
microrganismos eficientes (EM’s) que fazem parte dos microrganismos de solo, em
primeiro momento utilizados para formagao de biofilme no &nodo com a adigédo de
meios de cultura YM (Yeast Malt Agar) e PDA (Potato Dextrose Agar), comparados a
aplicacao direta dos EM’s no eletrodo e sua nao utilizagdo em tecido de carbono
sem qualquer tratamento. Denominado o meio de cultura que mais favoreceu o
crescimento de biofilme, as BC foram adicionadas de solugcdes com fonte de
carbono providas de amido, acetato e glicose, todas a 100 mili molar (mM), para
auxilio do metabolismo microbiano. Definida a melhor fonte de carbono, novas
biocélulas foram adicionadas de eletrdlito tamponado fosfato 100 mM, com o intuito
de auxiliar o transporte de cargas pelo construtivo. O segundo construtivo fez uso de
copos ceramicos, com adicdo de solo de composicdo predominantemente argilosa
adicionada de seus microrganismos in natura em mutualismo com musgos
Sphagnum colocados na superficie do solo, que por sua vez foi colocado no interior
dos copos, estabelecendo contato com bioanodo e catodo estabelecido na parcela
externa do copo. Dentro dos principais resultados obtidos, observou-se que apesar
da adicdo dos musgos Sphagnum associados aos microrganismos de solo, estes
nao foram suficientemente capazes de produzir mais energia em formas de potencial
(mV), corrente (WA) ou poténcia (UW) quando comparadas as BC adicionadas de
fontes de carbono, sobretudo na forma de amido, sendo este, o0 mais
bioeletroquimicamente ativo. As BC ceramicas ainda assim foram capazes de
produzir mais energia que as BC com EM'’s purificados adicionados de eletrdlito
tamponado fosfato e daquelas com adi¢cdao unicamente de meios de cultura (YM e
PDA), das que foram adicionadas de EM’'s sem meio de cultura e daquelas com
biodnodo sem adicdo de meio de cultura ou EM’'s em seu eletrodo. Desta forma,
afirma-se que a adi¢édo de eletrdlito pode ter causado impacto negativo nas BC com
EM’s, fornecendo condi¢cdes propicias para o aumento desordenado de matéria
organica no meio, causando morte de grande parcela microbiana, dificultando a

geracdo de energia. A adicao controlada de fontes de amido a 100 mM, combinado



ao meio de cultura YM forneceu o construtivo 6timo para constituir biocélula com
EM’s purificados. Das BC ceramicas, a adicao de eletrélito KCI 100 mM auxiliou na
geracdo de energia neste construtivo, resultados em valores consideravelmente
elevados dentro desta analise, embora ainda inferiores as com EM’s purificados

adicionados no meio YM.

Palavras-chave: Biocélula Combustivel Microbiana; Microrganismos Eficientes;

Sphagnum; Eletralito.



ABSTRACT

A large part of conventional energy sources relies on non-renewable fossil fuels. As
an economically viable and clean energy alternative, this study aimed to construct
two types of microbial fuel cells (MFCs). The first type utilized efficient
microorganisms (EMs) from soil microbiota, initially used for biofilm formation on the
anode with the addition of yeast malt agar (YM) and potato dextrose agar (PDA)
culture media, compared to the direct application of EMs on the electrode without
carbon cloth treatment. The culture medium that favored biofilm growth the most was
selected, and the MFCs were supplemented with carbon source solutions containing
starch, acetate, and glucose (100 mM) to support microbial metabolism. After
determining the best carbon source, the MFCs were supplied with 100 mM
phosphate-buffered electrolyte to facilitate charge transport within the cell structure.
The second type of construction involved ceramic cups filled with predominantly
clayey soil enriched with indigenous microorganisms and Sphagnum moss placed on
the soil surface. The cups were then equipped with a bioanode and a cathode on the
outer part. Despite the addition of Sphagnum moss and soil microorganisms, the
MFCs did not produce as much energy in terms of potential (mV), current (HA), or
power (UW) compared to the MFCs supplemented with carbon sources, especially
starch, which exhibited the highest bioelectrochemical activity. However, the ceramic
MFCs still generated more energy than those with purified EMs supplemented with
phosphate-buffered electrolyte and those with solely culture media (YM and PDA).
Additionally, they outperformed the MFCs with EMs without culture media or carbon
cloth treatment. Thus, the addition of electrolyte might have had a negative impact on
the EM-based MFCs by creating conditions conducive to uncontrolled organic matter
accumulation, leading to the death of a significant portion of the microbial community
and hindering energy generation. The controlled addition of 100 mM starch,
combined with YM culture medium, provided the optimal construction for MFCs with
purified EMs. For the ceramic MFCs, the addition of 100 mM KCI electrolyte aided
energy generation, resulting in significantly higher values within this analysis, albeit

still lower than the MFCs with purified EMs supplemented with YM medium.

Key-words: Microbial Fuel Cell; Efficient Microorganisms; Sphagnum; Electrolyte.
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1 INTRODUCAO

Energia limpa € aquela atrelada ao conceito de energia renovavel, seu
fornecimento pode vir de fontes ndo fésseis, como por exemplo a utilizacao direta da
luz solar, através de painéis fotovoltaicos, edlica, utilizando pas que geram energia
através da energia cinética dos ventos, geotérmica, gerada pelo vapor ou agua
subterraneos, em que estes se encontram acima de 100° C e biomassa, baseada na

queima de bagaco de cana-de-acgulcar (Borba e Gaspar, 2010).

No Brasil, de acordo com a Empresa de Pesquisa Energética — EPE (2022),
atualmente 46% da energia gerada no pais provém de fontes renovaveis,
comparada a 14% deste tipo de energia sendo gerada pelo mundo todo, o que
demonstra que apesar de existir constante expansao desta aplicacdo, ainda existe
capacidade de melhorias.

Biocélulas combustiveis (BC) sao dispositivos bioeletroquimicos que sao
derivadas das células combustiveis, que sdo sistemas eletroquimicos que vém com
o intuito de produzir energia de forma limpa, sustentavel e eficiente e vém ganhando
espaco dentro do mercado energético (Cruz et al., 2021). No entanto precisam de
materiais caros para serem produzidas. As BC, surgem como uma alternativa mais
economicamente viavel, uma vez que dispensa altas temperaturas, além de nao
fazerem uso de eletrodos de platina ou outros metais nobres (Tsuchiya e Kobayashi,
2004) e podem ser usadas como tecnologia off-grid, onde funcionam como uma
fonte alternativa de energia integrada em sistemas hibridos, com baterias que

possam ser transportaveis, entre outras aplicacdes (Goor et al., 2019).

Como tecnologia off-grid, suas aplicacfes sao diversas, como implementando
sistemas tecnologicos e sendo capazes de energizar um aparelho telefone basico e
nos ultimos anos, um smartphone (Santoro et al., 2017), além de dispensar a
utilizagdo de hidrogénio puro (Baschuk e Li, 2001) e metais nobres como

constituintes de seus eletrodos.

Sua constituicdo se fundamenta nos seguintes componentes principais: o
catodo, o anodo, materiais de interconexdo, isolantes e membrana trocadora de

prétons (Tawalbeh et al., 2022), o eletrélito, que, de acordo com Wendt et al., (2000)
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pode ser sélido, liquido ou um polimero condutor de cations, nesse caso sendo

inserido com solucdo aquosa (Tavares, 2019).

Sendo conhecido como o eletrodo negativo, o anodo possui a funcédo de
oxidar o combustivel na biocélula, onde neste caso, o combustivel € a matéria
organica. Para evidenciar a reacdo quimica que ocorre neste eletrodo para as
primeiras biocélulas construidas neste projeto, em que ndo se adicionou qualquer
forma de carbono, observa-se a reagéo (I), em que é colocado como reagente, uma
forma genérica de carboidrato, material que compde a matéria organica oxidada pela

microbiota do solo.
(CH20)n — CHa4 + CO2 ()

E possivel observar que a reacdo de completa oxidacdo da matéria organica
libera metano, o que também aponta a presenca de microrganismos metanogénicos
dentro da biocélula, ou seja, aqueles capazes de produzir metano, além do dioxido

de carbono.

A formacédo do biodnodo se da com a aplicacdo de um biofilme no mesmo,
podendo este ser incentivado ou ndo com a utilizacdo de meios de cultura que
favorecam o crescimento do organismo nele introduzido, sejam eles fungos (Suzuki,
2009) ou bactérias (Chagas, 2015). A utilizacdo do anodo com crescimento de
biofilme possui o intuito de catalisar a energia produzida neste eletrodo através de
suas vias metabdlicas, resultando na bioeletrooxidacdo de algum combustivel que
seja fonte de carbono, onde neste caso, foram utilizados pelos microrganismos
eficientes (EM’s), sendo estes, microrganismos de solo, com a proposta de serem
exoeletrogénicos e cujo metabolismo contribui para o crescimento de plantas,

produzindo hormaonios e vitaminas (Avila et al., 2021).

Organismos exoeletrogénicos sdo microrganismos que geram energia elétrica
oxidando formas organicas de carbono como carboidratos e glicose e realizando a
transferéncia de elétrons para um aceptor externo as suas células (Guang, 2020).
Eles sdo caracterizados como anaerdbios, ou seja, que nao se utilizam de oxigénio

em sua rota metabdlica.
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Tais microrganismos foram postulados também como neutréfilos, sendo
agueles que sobrevivem em ambientes cujo pH é proximo da neutralidade, como
mostrado por Madigan et al., (2016, p. 166) (pH 6timo entre 5,5 e 7,9), fornecendo

condicdes Gtimas para seu crescimento e desenvolvimento.

A segunda etapa do presente trabalho consistiu em estudar musgos
Sphagnhum em interacdo com o biodnodo e o0s microrganismos de solo em seu
comportamento bioeletrocatalitico utilizando-se de copos ceramicos, em que solo de

composicao predominantemente argilosa foi adicionado em seu interior.

Em caso de utilizacdo de musgos agindo sobre o bioanodo, espera-se a
formacéo de biofilme no anodo, o que contribui para o desempenho dos musgos na
producdo de energia, por meio da doacao de didéxido de carbono para a rizosfera do
mesmo, como mostra a Figura 1, a qual também demonstra as demais interacdes

biocélula-planta.

Figura 1 — Esquematico da interacdo quimica biocélula-planta.

H*+ e
H* Cathode
- H*
-~
W— i L
Ve e ——— /,

H+

s’ Root Plant exudates

o —>

H €

o Bacteriaz

Med Red Med Ox

Rhizosphere

Fonte: Chiranjeevi et al., 2019.
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Vé-se que o0 anodo oxida a matéria organica presente no meio, fornecendo
ions H* e CO2 para ele, em que o CO2 é aproveitando pelas raizes da planta
utilizada, que fornece seus exsudatos favorecendo o crescimento da microbiota, que
por sua vez adere a superficie do anodo, formando biofilme, auxiliando em sua
performance. Tal associacdo mutualista produz mais ions H* que se encaminha ao
catodo pela membrana e e, que é transportado até este através de circuito externo,

ligado a resistor, fechando a circuitaria.

E apontado por Florio et al., (2004) que ceramicas podem ser utilizadas como
diversos componentes dentro de células combustiveis, aqui, ela agira como
membrana trocadora de prétons, uma vez que contém catodo na parcela externa de

seu construtivo e Aanodo em seu interior.

Um estudo realizado por Bombelli et al., (2016) revelou que musgos do tipo
Physcomitrella patens foram capazes de se desenvolver em tecido do eletrodo,
sendo capaz de gerar até 2.5 mW.m2 o que é considerada alta poténcia gerada para

uma biocélula combustivel.

Para ambas as partes deste trabalho, o mecanismo de transferéncia
eletrbnica € essencial para compreender a interacdo planta-microrganismo-
bioanodo, desta forma, considerando a literatura analisada, foram considerados o0s
microrganismos de solo e EM’s como contendo a presengca de microrganismos
exoeletrogénicos em sua populacdo para realizar a transferéncia eletrénica dentro
de uma biocélula combustivel e possuem trés diferentes formas de deslocar seus
elétrons até o biodnodo: através de mediadores, por transferéncia direta ou com

nanofios secretados pelo préprio microrganismo (Logan, 2007 p. 13-17).

Vale destacar que o processo de transferéncia eletrénica ocorre naturalmente
nos microrganismos exoeletrogénicos durante seu processo de respiracao
anaerobia. Uma vez que os microrganismos aerébios nao transferem elétrons para
fora de sua membrana celular, sua utilizagdo se torna inviavel para o determinado
tipo de construtivo, também levando-se em consideracdo que ficariam em um
ambiente com baixa quantidade de oxigénio, o que nao é favoravel para seu

crescimento e desenvolvimento.
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A respeito do método de transferéncia por mediadores, € considerada a forma
mais regular de transferéncia, uma vez que a membrana lipidica das células dificulta
a transferéncia direta (Neto, 2012). Consiste na utilizagcdo de mediadores quimicos
enddgenos ou exdgenos, que sao capazes de captar os elétrons do meio intracelular

e leva-lo ao meio extracelular.

A transferéncia direta é feita quando os elétrons se deslocam pelas proteinas
de membrana dos microrganismos para a superficie do bioanodo. Através de
nanofios, os apéndices condutivos sdo produzidos pelo microrganismo, que se ligam
ao aceptor de elétrons e os doam para este. Tais definicbes de transferéncia

eletrbnica podem ser observadas na Figura 2.

Figura 2 - Formas de transferéncia eletrdnica por microrganismos

exoeletrogénicos.

. Proteina de membrana redutora . Mediador reduzido . Mediador oxidado

Produtos oxidados ~ Combustivel

Produtos oxidados Combustivel

Produtos oxidados Combustivel

Microrganismo

Microrganismo

Microrganismo

Biodnodo Bioanodo Biodnodo

A) B)

Fonte: Autoria propria, 2023.

Sobre o eletrodo positivo, um dos principais componentes para a construcédo
das biocélulas a combustivel, o catodo, também conhecido como eletrodo positivo,
possui a funcdo de reduzir o gas oxigénio molecular que vem da atmosfera. Ele

reage com os ions H* e os elétrons, sendo que este primeiro perpassa pelo eletrolito
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da biocélula, enquanto os elétrons chegam ao catodo por meio de um circuito

elétrico externo, seguindo a reacao (ll).
O2 + 4e + 4H* — 2H20 (1

Para que seja possivel obter resultados proveitosos com este, um estudo
realizado por Santoro (2004) aponta que a presenca de uma camada difusora de
gases no eletrodo aumenta seu potencial produzido, além de distribuir os gases
uniformemente pela superficie do eletrodo. E apontado por diversos autores que
existe formacdo de agua no catodo, a titulo de exemplo Oliveira (2014), Almeida
(2014) e Trindade (2015). No entanto, ndo se pode afirmar que em todos 0s casos
um dispositivo com tdo pouca energia elétrica gerada de forma unitaria é capaz de

ter &gua como seu produto através desta reacdo em questao.

A camada difusora de gases possui o papel de atribuir caracteristica
hidrofébica ao catodo. Essa caracteristica € responsavel por evitar que o catodo
figue umido ja que como observado na reacao (llI) o produto formado nesse eletrodo
€ agua (Bonfin, 2018). Sendo assim, a camada difusora de gases é responsavel por
manter bem definidas as trés fases do catodo, sendo a camada soélida, o préprio
eletrodo, a fase liquida, a 4gua gerada por este dispositivo e a fase gasosa, 0
oxigénio atmosférico que deve ser reduzido no eletrodo. Caso o catodo
permanecesse com moléculas de agua aderidas a sua superficie, isso ocasionaria a
perda superficie de contato com o oxigénio atmosférico, o que limitaria seu potencial

produzido.

E importante destacar que o nimero de elétrons pode variar de 1, 2 a 4,
dependendo do catalisador ou pH do meio em que ocorre. Tanto para a primeira,
guanto para a segunda etapa deste projeto, a construcdo do catodo permaneceu a
mesma, variando Unica e exclusivamente onde ele foi introduzido na biocélula. Para
atestar que o catodo construido seguindo a seguinte metodologia se apresenta apto
para utilizagdo, é feito o chamado “teste da gota”, em que uma gota d’agua é
colocada sobre a superficie do tecido de carbono tratado e a angulagcéo desta € que

define sua eficiéncia. As angulacdes podem ser vistas de forma teorica na Figura 3.
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Figura 3 — Esquema ilustrativo do teste da gota.

Baixa eficiéncia Média eficiéncia Alta eficiéncia
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Fonte: Autoria propria, 2023.

De forma pratica, apresenta-se o teste da gota de forma préatica na Figura 4.

Figura 4 — Teste da gota de forma pratica aplicado sobre tecido de carbono

tratado com camada difusora de gases.

Fonte: Autoria propria, 2023.
1.1 Problematizacao

Vé-se que nem todas as matrizes energéticas necessitam de ignicdo ou
gueima de produtos para a geragao de energia, 0 que as viabiliza em termos de
sustentabilidade e preservacao do ecossistema, ja que fontes de energia ditas como
convencionais, apesar de serem capazes de conter maior poténcia instalada e
ocuparem a maior parcela da matriz energética do mundo (Khan et al., 2019),

emitem gases nocivos ao meio ambiente, com grande gpegada ecoldgica. Com a
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proposta de serem fontes de energia limpa e sustentavel, com minima pegada

ecologica, vém sendo utilizadas as células combustiveis e BC.
1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo Geral

Planejar, organizar e construir biocélulas a combustivel microbianas para

gue seja possivel analisar seu comportamento bioeletroquimico.

1.2.2 Objetivos Especificos
Nas BC de recipiente plastico:

- Definir e analisar a contribuicdo do meio de cultura que mais auxiliou na

formacao de biofilme no eletrodo de carbono;

- Identificar a melhor fonte de carbono a ser metabolizada pelo metabolismo

microbiano aliando as BC;

- Avaliar a influéncia do eletrdlito fosfato 100 mM tamponado em pH 7 e sua

influéncia na condutividade (uS/cm) dentro das biocélulas;

- Construcado de curvas de polarizagdo, poténcia, potencial de circuito

aberto (Eocp) e corrente maxima (imax)

- Comparar e atestar os mais altos valores de potencial, corrente e poténcia

fornecido pelas biocélulas a combustivel.
Nas BC de ceramicas:

- Realizar a hidratacdo dos musgos Sphagnum até que atingirem as

caracteristicas desejadas;

- Introduzir os musgos Sphagnum em mutualismo com microrganismos de

solo em biocélulas em ceramica;
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- Analisar diferentes concentracfes de eletrélito KCI (0 mM, 1 mM, 10 mM e
100 mM).

- Atestar a microbiota utilizada (EM’s e microrganismos de solo em geral)

guanto a presenca de microrganismos exoeletrogénicos.

- Verificar a relacdo de simbiose entre a microbiota e 0s musgos na geracao

de energia elétrica;

- Construcdo de curvas de polarizagcédo, poténcia, potencial de circuito

aberto (Eocp) e corrente maxima (imax).

2 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

Para facilitar o entendimento da execuc¢éo de todo o trabalho, foram montados

dois fluxogramas, presentes nas Figuras 5 e 6.
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Figura 5 — Fluxograma de execucao das

plasticas, usando a solucdo contendo EM’s.
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Fonte: Autoria propria, 2022.

Os procedimentos metodoldgicos que permeiam s a captura dos EM’s foram:
0 cozimento de arroz para captura de microrganismos eficientes, sua introducéo em
colmos de bambu e posteriormente o fechamento destes colmos utilizando malha
plastica trancada. Apdés devidamente fechadas, foram colocadas em mata fechada
(na localizacdo -23.0926111, -48.9973333) e cobertas com serrapilheira pelo
periodo de 15 dias. Apos o tempo passado, as amostras foram selecionadas e
fermentadas, com o intuito de se produzir uma solugao contendo EM’s que de
acordo com Andrade (2020) s&o compostos de

leveduras, Actinomicetos,

Lactobacillus, Pediococcus e bactérias fotossintéticas.

Com a coleta das armadilhas, foram selecionadas as parcelas de arroz com
as coloracdes desejadas, sendo estas por exemplo: laranja e rosa, evitando-se as

parcelas de coloragcéo mais escura, como pretas e verde-escuro.
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A producédo dos meios de cultura PDA e YM, construcdo de catodo e anodo, a
construcdo das BC em recipiente plastico onde foram adicionadas fontes de carbono
de acetato, glicose e amido, todos a concentracao de 100 mM, a adi¢ao do eletrélito
tamponado de fosfato a 100 mM e por conseguinte, apos 20 dias as analises
eletroquimicas foram feitas, tais quais as constru¢cdes de curvas de polarizacao,
poténcia, potencial de circuito aberto (Eocp) e corrente. Por fim, contou com as
analises de pH e condutividade (uS/cm).

Para a construcdo das curvas de polarizacdo, de poténcia, potencial de
circuito aberto (Eocp) e corrente maxima (imax), valores de potencial foram obtidos
utilizando um multimetro digital Portatil CAT 1l 17B+ (Fluke). Foram obtidos os
valores de potencial com a biocélula eletroquimica conectada a resistores de 1 MQ,
560 kQ, 470 kQ, 330 kQ, 220 kQ, 100 kQ, 56 kQ, 47 kQ, 10 kQ, 1 kQ, 560 Q, 470 Q,
330 Q, 220 Q, 100 Q, 56 Q, 47 Q, 10 Q e 1 Q, seguindo metodologia de Benavides
(2021). A seguir, séo apresentadas as formas de se construir cada uma das curvas
utilizadas neste trabalho:

e Curva de polarizacdo: potencial no eixo das ordenadas (Y) e os valores
de corrente no eixo das abscissas (X);

e Curva de poténcia: poténcia no eixo das ordenadas (Y) e os valores de
corrente no eixo das abscissas (X);

e Curva de corrente maxima (imax): corrente no eixo das ordenadas (Y)
e a quantidade de dias de experimento no eixo das abscissas (X);

e Curva de potencial de circuito aberto (Eocp): potencial no eixo das

ordenadas (Y) e os valores de corrente no eixo das abscissas (X).

Para a producdo do meio de cultura YM adicionou-se 0,5% de Peptona
(HIMEDIA®), 0.3% de Extrato de levedura (HIMEDIA®), 0,3% de Extrato de Malte
(KASVI®), 1% de glicose (Dinamica Quimica Contemporanea LTDA®) e 2% de Agar

(N®) e 100 mL de H20 deionizada para o preparo da solugdo em um béquer. Para a
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producdo do meio de cultura PDA, utilizou-se 3,9 g de PDA e 100 mL de H20

deionizada para o preparo da solu¢cdo em um béquer.

Posteriormente os citados meios de cultura foram vertidos ainda em alta
temperatura (e por consequéncia em estado liquido) em placas de Petri. Os tecidos
de carbono foram adicionados nos meios de cultura ainda quentes, para que fosse
possivel que estes esfriassem e chegassem o estado gelatinoso, entremeado no
tecido de carbono, fazendo com que o referido tecido adquirisse caracteristicas que
supostamente favorecessem o metabolismo dos microrganismos que ali foram
inoculados. Apés a geleificacdo do meio, em ambiente sala-limpa, dentro de um
fluxo laminar foi “pincelada” a solugdo contendo EM'’s sobre o tecido de carbono e

colocado em incubadora BOD a 30° C por trés dias.

Figura 6 — Fluxograma de execucao das atividades para construcdo das BC

em ceramica.
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Para a segunda etapa do projeto — cujo fluxograma pode ser visto na Figura 6
— foram utilizados microrganismos de solo presentes em amostras de solo
predominantemente argiloso, em mutualismo com musgos. Este solo foi obtido da
localizagéo (-22.989611, -49.039030). A construcao de triplicatas de BC em copos
ceramicos com adicdo diaria de 20 mL de diferentes concentracdes de eletrolito KCI
a0 mM, 1 mM, 10 mM e 100 mM, contou também com hidratacdo dos musgos
Sphagnum em casa de vegetacédo, obtidos através de vendedor local. Apds 14 dias
de analises eletroquimicas, andlise da composi¢cdo quimica de pH e condutividade
(uS/cm) foram feitas e entdo, a afericdo de qual biocélula foi capaz da maior geracéo

de energia.

A composi¢cdo quimica do solo coletado foi medida com o kit de solos
colorimétrico Alfakit, que fornece diferentes reagentes especificos para cada andlise
e seus resultados numeéricos podem ser vistos na Tabela 3. Ele conta solucdes
extratoras e corantes para cada nutriente, sejam em po, acompanhando pazinha
com medida precisa a ser utilizada, seja com reagentes liquidos, contando com
auxilio de conta-gotas.

Para ambos o0s experimentos, apds o periodo de analise as BC foram
desmontadas e com isto em vista, foram feitas analises acerca do pH e da
condutividade do solo. Contou-se com o condutivimetro calibrado com solucdo de
146,9 pS, em que foi utilizado para verificar a sua condutividade, seguindo o
protocolo da EMBRAPA (Teixeira et al., 2017).

2.1 Construcao dos catodos

Ambas as conformacdes de catodo elaboradas para funcionarem em BC
utilizando solugdo de EM’s e em construtivo de copo ceramico foram feitas com
tecido de carbono UC 225 IM (e-composities) e mesmo tratamento para constituicao
da camada difusora de gases. Paralelamente, tiveram diferentes dimensofes e locais
a serem utilizados em suas respectivas BC. Para as BC com EM’s, o catodo fora

adicionado na parcela superior do solo, lugar este ocupado pelos musgos nas BC
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ceramicas. Neste caso, portanto, o catodo fora adicionado na parede externa dos

construtivos ceramicos. As dimensdes dos catodos foram as seguintes:

e Catodos circulares utilizados nas BC com EM’s: 50,26 cm?;

e Cétodos retangulares utilizados nas BC ceramicas: 140 cm2,
Para que seja possivel visualiza-los na prética, faz-se uso da Figura 7.

Figura 7 — Catodos utilizados para BC usando a solucdo contendo EM’s (7 A) e

BC ceramicas (7 B).

Fonte: Autoria propria, 2023.

2.2 Montagem das BC com Solucgéao Contendo Microrganismos Eficientes

Ambos catodo e anodo foram feitos de carbono unidimensional UC 225 IM (e-
composites) estruturados em forma circular com o auxilio de fio de Niquel-Cromo
(NiCr). A construgdo de cada biocélula contou com amostra de solo, recipiente
plastico, catodo, bioanodo, fio de NiCr para ser unido ao bioanodo contendo material

isolante em seu entorno e agua corrente para saturacdo da amostra.

O delineamento experimental contou com a analise de dois tipos diferentes de
meios de cultura comparados a adi¢do e a nao adigdao de EM’s no bioanodo, para

realizar o crescimento do biofilme seguindo as especificacdes abaixo:
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e T-0: Sem adicao de meio de cultura + EM’s + adigdo de agua corrente;
e T-1: Sem adicdo de meio de cultura + EM’s + adicdo de agua corrente;
e T-2: Adicdo de meio de cultura PDA + EM’s + adicdo de agua corrente;

e T-3: Adicdo de meio de cultura YM + EM’s + agua corrente.

Unindo catodo, anodo, amostra de solo e solugdo (contendo ou nao fonte de
carbono e eletrdlito a depender da etapa da pesquisa), montaram-se as biocélulas,

ligadas individualmente em série com resistores de 100 Q.

T-0, T-1, T-2 e T-3 foram comparados para se avaliar através de sua atividade
eletroquimica, uma possivel formacdo de biofilme eletroquimicamente ativo no

biodnodo utilizado em cada uma das biocélulas.

A Figura 8 apresenta exemplos de biocélulas montadas possuindo estes

elementos em recipiente plastico.

Figura 8 — Vistas superior e (8 A) e frontal (8 B) das biocélulas montadas em

recipiente plastico e ligadas individualmente a resistores de 100Q.

Fonte: Autoria propria, 2022.

Ao longo da pesquisa, cada biocélula necessitou da reidratacédo diaria para

permanecer saturada. Para o experimento de biofilme a reidratacdo contou com a
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adicdo de 2,5 mL de agua corrente diariamente, em que apés 13 dias, a quantidade
de &gua necessaria aumentou para 5 mL. Para o experimento de fonte de carbono,
a reidratacao foi feita com as solu¢des contendo fonte de carbono na quantidade de
5 mL para cada biocélula, aumentando para até 12,5 mL no vigésimo dia de analise.

Para a etapa em que se testou tampéao fosfato a 100 mM foi feita a pesagem e
adicédo de 4,275 g de HPO4?> e 2,387 g de H2PO4 para 500 mL de &gua destilada.
Quando adicionadas estas quantidades exatas, o valor de pH da solucdo se
encontra tamponado em 7. Esta analise foi feita em triplicata, em que todas as BC
(TA-3.1, TB-3.1 e TC-3.1) foram adicionadas da mesma quantidade de eletrdlito (5

mL por dia), medidas a mesma temperatura e a0 mesmo tempo.

2.3 Crescimento do Biofilme Constituido de Microrganismos Eficientes

em Bioanodo

As parcelas de arroz com as determinadas coloracbes foram entéo
adicionadas a um galdo de 20 L na quantidade de 100 g, adicionadas de 1 L de
agua corrente e 100 g de acucar mascavo, para que 0S microrganismos realizassem
fermentacdo por 3 meses, levando em consideracdo o clima e a quantidade de
solucdo a ser preparada, como parametros que podem interferir no tempo de
fermentacdo. Foi necessaria a abertura diaria do galdo, para que o gas produzido
pela fermentacdo fosse retirado. Com o passar do tempo, a producdo de géas foi
diminuida, pelo fato de maior parte do substrato adicionado, ja ter sido metabolizado.

Por conta disso o galdo passou a ser aberto a cada dois dias.

Apos o periodo de fermentacdo de 3 meses (a partir do momento em que nao
houvesse gas produzido), a solugdo contendo microrganismos eficientes foi utilizada
para ser adicionada nos anodos, com a finalidade de se criar um biofilme
microbiano, em que para isso foi utilizado o tecido de carbono UC 225 IM (e-

composities).

Passado o periodo de 3 dias a 30° C, os bioanodos tratados ou ndo com a
solugdo contendo microrganismos foram entdo colocados nas biocélulas para que
fossem realizados os experimentos eletroquimicos. Com a montagem das biocélulas
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contendo catodo com camada difusora de gases e biodanodos a serem testados,
foram executados experimentos de biofilme e com fontes de carbono, através de
experimentos eletroquimicos, que para serem possiveis, contou-se com a hidratacéo
diaria das biocélulas. Posteriormente, analises de condutividade, pH e
comportamento das curvas de polarizagéo, poténcia, corrente maxima e potencial de
circuito aberto foram feitas para se aferir qual dos tratamentos testados foi capaz de

gerar maior potencial, corrente e poténcia.

Abaixo, a Figura 9 coloca em evidéncia como os EM’s se apresentaram
depois de 15 dias deixados cobertos em serrapilheira, colocados em mata fechada.
Os circulos vermelhos mostram as coloracfes mais desejadas para se utilizar,

dentre elas: laranja e rosa.

Figura 9 — Microrganismos eficientes capturados em armadilha utilizando-se

decolmo de bambu.

Fonte: Autoria propria, 2022.

Para estas andlises, foram utilizadas amostras de solo do Instituto Federal de
Educacéo, Ciéncia e Tecnologia de S&o Paulo-IFSP Campus Avaré (-23.1000255, -
48.9127709). Para crescer os microrganismos utilizados no tecido de carbono que
compds o eletrodo anddico, foram comparados meios de cultura que seriam capazes
de criar biofilme que mais favorecesse seu crescimento e utilizando das biocélulas a
combustivel microbianas e posteriormente se visou analisar qual a fonte de carbono
que melhor contribuiria para o metabolismo microbiano. Combinados, estes foram
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utilizados em nova analise em triplicata avaliando o comportamento das BC com

eletrdlito tamponado em pH 7 de fosfato.

O biodnodo nomeado como T-0 (branco) foi utilizado sem nenhum tratamento.
O T-1 foi “pincelado” com solugdo fermentada contendo microrganismos eficientes
para que fosse posteriormente colocado em incubadora BOD a 30° C pelo periodo
de trés dias em que esperou-se observar crescimento de biofilme na superficie de
seu bioanodo, assim como em T-2 adicionado de meio de cultura PDA e T-3 em que
meio de cultura utilizado em seu bioanodo foi 0 YM (Yeast Malt Agar).

Os meios de cultura gelificaram entre as fibras de carbono para estimular a
formacéo do biofilme apds 3 dias em que foram pincelados nos anodos, que podem
ser vistos na Figura 6 (A). Em ambos os casos, a solugcéo contendo microrganismos
foi pincelada posteriormente a adicao e gelificagdo dos meios de cultura. Laminas a
fresco utilizando lactofenol foram feitas para se atestar a existéncia de bolores
faziam parte da populacdo microbiana na solucdo contendo microrganismos
eficientes. través da Figura 6 (B) é possivel observar que dentro da solucdo
contendo os microrganismos eficientes, existiam os referidos bolores, notados na

fotografia.

Figura 10 — Bioanodo com presenca de biofilme em sua superficie em (10 A)
e lamina a fresco com aumento de 100x obtida de placa de meio YM com
microrganismos eficientes inoculados (10 B).

Fonte: Autoria propria, 2022.
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2.4 Montagem das BC em Ceramica

Com a finalidade de se utilizar a quantidade correta de solucdo para cada um
dos tipos de andlises executadas, colocou-se em uma das biocélulas ceramicas, em
média (nas dimensfes de 10 cm de altura, 6 cm de didmetro e 5 mm médios de
espessura de parede, com volume de 200 mL), em média 162,87 + 7,02 g de solo e
55 mL agua destilada sendo essa a quantidade de agua necessaria para saturar a
amostra de solo. O intuito deste primeiro experimento foi definir qual seria a
quantidade de agua total ser perdida pela biocélula através de seus poros, havendo
precipitagdo na parte exterior do recipiente.

Para medir a quantidade de &gua destilada que passaria pelos poros, a
ceramica foi colocada em um recipiente plastico, em que caso houvesse
precipitacdo da agua, esta poderia ser facilmente coletada e colocada em uma
proveta. A quantidade de &gua perdida serviria de base para predizer quanta

solucado deveria ser utilizada em cada biocélula.

ApoOs o periodo de 24 horas, observou-se que as paredes da ceramica
ficaram Umidas, no entanto, ndo se observou qualquer precipitacdo de agua
destilada no recipiente plastico em que a biocélula foi inserida, o que conclui que a
perda d’agua se deu exclusivamente por evaporacdo. A quantidade de solugéo

adicionada diariamente foi entdo baseada no que se perde através da evaporacao.

O delineamento experimental contou com a analise de quatro tipos diferentes
de solucdo para realizar a hidratacdo das biocélulas combustiveis, executadas em
triplicata, seguindo as especificacdes abaixo:

e BCA (1, 2 e 3): 4gua destilada;

e BCKCI1 (1, 2 e 3): 4gua destilada + KCI 1 mM,;

e BCKCI10 (1, 2 e 3): agua destilada + KCI| 10 mM;

e BCKCI100 (1, 2 e 3): agua destilada + KCI 100 mM.

Para montagem das biocélulas, cada copo ceramico contou com uma fibra de
carbono no seu interior, em que este fez papel de anodo. Apos sua adicao, foi
introduzida a amostra de solo e acima desta, os musgos hidratados. No exterior,

outra fibra de carbono foi colocada, com o papel de absorver a umidade que
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perpassasse pelos poros do copo. Ainda em seu exterior, foi vestida a estrutura de
NiCr, como mostrada na Figura 11 para dar suporte ao catodo e o catodo em si, com

a camada difusora de gases voltada ao ambiente.

Figura 11 — Forma tridimensional ndo colocada no copo ceramico 11 A) e

adicionada ao mesmo 11 B).

Fonte: Autoria propria, 2023.

As BC em ceramica prontas podem ser vistas na Figura 12.
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Figura 12 — Vistas frontal 1 A) e superior 1 B) de modelo tridimensional de
biocélula a combustivel microbiana em cerdmica usando software Tinkercad,
comparado a biocélula ceramicas construidas representadas com vistas frontal 2 A)
e superior 2 B). Os pontos indicados pelos nimeros de 1 a 6 mostram os elementos
do construtivo. 1) catodo, 2) ceramica do tipo copo, 3) Interconectores de céatodo e

anodo, 4) musgos Sphagnum, 5) anodo e 6) amostra de solo abaixo dos musgos.

3N

Fonte: Autoria propria, 2023.

Para o biodnodo utilizado, vale destacar que ndo houve tratamento prévio
para qualquer analise nos copos ceramicos. O eletrodo em questao foi, portanto,

adicionado as BC seguindo a conformacéo vista na Figura 13.
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Figura 13 — Anodo elaborado para ser adicionado no interior da biocélula

combustivel em ceramica.

Fonte: Autoria propria, 2023.

Foram preferencialmente selecionados musgos de cor esverdeada e roxa
pungente, com comprimento de 8 cm, como mostrados na Figura 14 colocados de
forma vertical nas biocélulas com o auxilio de uma pinca. Todas foram ligadas a um
jacaré através de seus respectivos catodo e anodo, em que a outra ponta de cada

um foi ligada a um resistor de 100 Q, fechando o circuito.

Figura 14 — Comprimento preferencial dos musgos utilizados nas biocélulas

em ceramicas.

Fonte: Autoria propria, 2023.
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Tendo em vista que o0 experimento ocorreria em triplicata, para cada analise,
foi construida uma planilha utilizando Excel, que coletou os dados de potencial (mV),
poténcia (UW) e corrente (MA) das triplicatas para cada um dos resistores
individualmente e estabeleceu um valor médio, seguindo os parametros estatisticos.
Através dos valores obtidos, construiram-se curvas de polarizacdo, curvas de

poténcia, potencial de circuito aberto (Eocp) e corrente maxima (imax).

Mantidas a uma temperatura meédia de 21,67 + 2,96° C ao longo das
medicdes, com peso meédio de 417, 63 + 13,7 g, foi necessario readequar a
guantidade de solucdo a ser adicionada a cada biocélula, devido as suas
necessidades especificas. Durante o periodo da primeira semana, foi necessario

adicionar até 45 mL.

2.5 Hidratacdo dos Musgos Sphaghum

Foram necessarios 47 dias para realizar a devida hidratacdo dos musgos. A
estufa artificial foi colocada dentro da estufa do IFSP — Avaré e foi aberta de duas a
trés vezes por semana para que fossem adicionados 325 mL de 4gua corrente, que

preenchessem 1/3 da borda do recipiente, com tampa perfurada.

3 ANALISE DOS RESULTADOS
3.1 Curvas de polarizacéo

As curvas de polarizacdo sdo constituidas de trés diferentes regifes: a
primeira, a baixos valores de corrente elétrica, conhecida como zona de perda por
ativacdo, diz respeito aos maiores valores de potencial em relagdo a corrente e
indica 0 qudo bem opera o biocatalizador presente na biocélula. A segunda, ha
valores corrente elétrica intermediaria, chamada de zona de perda devida ao
metabolismo microbiano, € caracterizada por seu decaimento constante de tensao
elétrica e serve como indicativo de como a microbiota das biocélulas operam. A

terceira, inclui altos valores de corrente e é chamada de zona de perda por

transporte de massa e é causada por limita¢cdes construtivas, seja no catodo, anodo
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ou membrana da biocélula e decorre do fluxo de reagentes ou produtos ao eletrodo
(Goncalves, 2021).

3.2 Avaliacéo do eletrélito nas BC em recipiente pléastico

Para as curvas de polarizacéo, serdo apresentados os dados obtidos para
cada biocélula ao longo de seu periodo de medicdo. Nos casos das BC em
triplicatas BCA, BCKCI1, BCKCI10 e BCKCI100, foram estudados os valores médios

para cada analise de eletrdlito.

Figura 15 — Curvas de polarizacdo analisando meios de cultura. T-0 (BC sem
tratamento no bioanodo) A), T-1 (BC com adi¢cao de solugao contendo EM’s) B), T-2
(BC com adicdo de solugdo contendo meio de cultura PDA e solugcdo contendo
EM’s) C) e T-3 (BC com adigéo de solugao contendo meio de cultura YM e solugéo
contendo EM’s) D).
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Fonte: Autoria propria, 2023.

As curvas de polarizacdo mostradas na Figura 15, para as biocélulas em que
analisaram os meios de cultura levaram em consideracdo a progressao entre os dias

5, 10 e 15 de analise da atividade bioeletroquimica em cada biocélula. Quando
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observadas as curvas, vé-se que a biocélula com maior geracdo de potencial em

relacdo a corrente foi T-3 (44,8 mV e 7,23 pA), presente na Figura 15 D).

T-2 (12,7 mV e 0,8 pA) mostrada na Figura 15 C) apresenta se comparada a
T-1 (11,7 mV e 0,21 pA) (Figura 15 B), maiores valores de potencial e corrente,
enquanto T-0 (7,8 mV e 0,3 pA) (Figura 15 A) apresentou 0s menores valores de

potencial, mas corrente superior a T-1.

Alinhado ao fato de que T-0 ndo possui qualquer tratamento para crescimento
de biofilme em seu anodo e que T-1 apresenta valores de potencial e corrente mais
similares a esta biocélula do que com as demais, € possivel observar que a

metodologia adotada para criar seu biofilme néo foi to eficaz.

T-2 apresenta curvas de polarizacdo com formatos similares entre si, sem
grandes avancos na producdo de potencial entre os dias 10 e 15. T-3 obtém um
salto na geracdo de energia do décimo para o décimo quinto dia, em que ja no
décimo dia, apresentava valores de potencial superiores as demais biocélulas, o que

indica houve crescimento significativo do biofilme no bioanodo.

Através da andlise efetuada sobre o comportamento das curvas de
polarizacdo nesta etapa do trabalho, observou-se que a utilizacdo dos meios de
cultura possuiu 0 intuito de aumentar o crescimento da quantidade de
microrganismos, o0 que tém sua influéncia nas curvas aumentando o potencial das
BC. Quando se compara T-1 e T-3, ndo apenas o potencial como a corrente gerada

entre elas é consideravelmente diferente.

3.3 Efeito da fonte de carbono nas respostas eletroquimicas da BC

recipiente em plastico

A partir da determinacdo do melhor método de elaboracdo do bioanodo
efetuado, foram testadas em novas biocélulas, solugbes de amido (T-3.1), acetato
(T-3.2) e glicose (T-3.3) todas 100 mM, com a finalidade de se definir qual
contribuiria mais efetivamente para o metabolismo microbiano, seguindo a seguinte

designacao:
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e T-3.1: Meio de cultura YM + solugcao contendo amido a 100 mM,;
e T-3.2: Meio de cultura YM + solucéo contendo acetato a 100 mM;

e T-3.3: Meio de cultura YM + solucao contendo glicose a 100 mM.

Figura 16 — Curvas de polarizacdo analisando fontes de carbono. T-3.1 (BC
com meio de cultura YM e amido a 100 mM) A), T-3.2 (BC com meio de cultura YM e
acetato a 100 mM) B) e T-3.3 (BC com meio de cultura YM e glicose a 100 mM) C).
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Fonte: Autoria propria, 2023.

Na Figura 16, vé-se que a tensdo gerada pelas biocélulas alcanca valores de
aproximadamente 41,3 mV a 243,9 mV, com correntes entre 55,3 pA e 10 pA.
Dentre as fontes de carbono utilizadas, a biocélula em que foi utilizado amido 100
mM, T-3.1 (Figura 16 A) foi aquela com os maiores valores de tensao e corrente
(243,9 mV e 55,3 YA respectivamente). T-3.2 (Figura 16 B) cuja fonte de carbono foi
0 acetato (100 mM) atingiu valores de 41,3 mV e 12 pA e T-3 (Figura 16 C) que fez
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uso de glicose, também a 100 mM chegou a valores de tenséo e corrente de 187,2

mV e 10 YA respectivamente.

Hipdteses foram postas em consideragdo para o comportamento das curvas
de polarizacdo diante das fontes de carbono. Nesta andlise, além do aumento de
potencial, corrente e poténcia comparados a etapa anterior, também se nota
diferente comportamento na fase inicial das curvas: o aumento de potencial
temporario para baixas densidades de corrente, que representa a presenca do
biocatalizador atuando na biocélula.

Observa-se gue 0os maiores valores de poténcia, potencial e corrente foram
obtidos nas biocélulas contendo amido e glicose respectivamente. Supde que tal fato
se decorre da maior aceitabilidade por parte dos microrganismos por moléculas de
carboidratos como estas, ja que para que se fagca o crescimento dos EM’'s em
armadilha colocada em serrapilheira, utiliza-se o arroz cozido (Andrade, 2020), cujo
carboidrato presente € o amido, que quando quebrado, libera moléculas de glicose
(Farias, 2015) que funcionam como fonte de energia para que seu metabolismo seja
catalisado, além de diminuir perdas por transferéncia de massa, ja que o substrato a

ser metabolizado foi adicionado diariamente ao longo das analises.

Este catalisador metabdlico se apresenta nas curvas de polarizacao
influenciando a energia de ativacdo dos processos redox ocorrendo na superficie do
eletrodo, fazendo com que ao invés de a primeira regido apresentar rapido
decrescimento em termos de tensao, ela primeiro aumente, para que decrescga, 0

gue é caracterizada na segunda regiao.

Por fim, as oscilacdes na terceira regido se deram por uma possivel perda por
transporte de massa, causada pela dificuldade de assimilacdo do substrato pelos
microrganismos, mensurada a partir da observacdo da variacdo de potencial pela
corrente nesta regido da curva. Se maior variacdo, a assimilagdo do substrato é
menor, se menor variagdo, a assimilacdo do substrato € maior A seguir, na Figura
17, as curvas de polarizacdo das BC adicionados de eletrélito fosfato tamponado em
pH 7.
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3.4 Influéncia do tamp&o como eletrélito nas BC em plastico

Figura 17 — Curvas de polarizagdo analisando as triplicatas das BC com
eletrdlito tamponado de fosfato para TA-3.1 A), TB-3.1 B) e TC-3.1 C).
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Fonte: autoria prépria, 2023.

Para a analise de eletrélito cujas curvas de polarizacdo se encontram
presentes na Figura acima, a hipétese era de que este fosse responsavel pela
diminuicdo do coeficiente angular presente na zona de decrescimento linear das
curvas de polarizacdo. Apesar de valores de potencial inferiores serem
apresentados, o eletrolito cumpre a funcdo de auxiliar na polarizacdo das BC,
fornecendo condutividade, pH em torno de 7, sendo este considerado 6timo para

grande parcela dos microrganismos e nutrientes como por exemplo o fésforo (P).

A primeira regido é causada pela presenca do biocatalizador. Quanto melhor
for o biocatalizador, mais evidente € o aumento de potencial e, portanto, maior é
essa primeira regido (mais paralela ao eixo das ordenadas). No presente

experimento, um exemplo de pouca variacdo é observado na Figura 17 C), no dia 7,
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em que na primeira regido houve um aumento de 93,4 a 98 mV de potencial.
Paralelamente, no mesmo experimento, uma grande variacdo pode ser vista na

Figura 17 B), que mostra um aumento de 142,4 a 152,6 mV de potencial.

No experimento em triplicata (TA-3.1, TB-3.1 e TC-3.1), todas as analises
apresentaram este comportamento, combinados ao decaimento com pouca variacao
nos valores de potencial e zona de perda por transporte de massa demarcada nos
ultimos valores medidos. Essa zona em especial se mostra oscilante, 0 que pode ter
sido causada pelo anodo ter se dobrado no interior das BC e os menores valores
obtidos para esta etapa no geral podem ter sido causados pelo excesso de
microrganismos no anodo, resultando em morte de certa parcela microbiana que

outrora servira de biocatalizador.

A pouca disponibilidade de recursos combinada as limitagées do construtivo
(dimensdes do recipiente), ocasionaram na diminuicdo de potencial se comparadas
a T-3.1 (BC contendo meio de cultura YM e fonte de carbono amido 100 mM). TA-
3.1 (Figura 17 A) gerou 85,8 mV e 8,81 yA, TB-3.1 (Figura 17 B) gerou 199,1 mV e
16,3 pA e por fim, TC-3.1 (Figura 17 C) foi capaz de gerar 158,4 mV e 15,2 pYA.

3.5 Preparacdo dos musgos Sphagnum para utilizacdo em BC em

ceramica

Para a construcdo das BC em ceramica, como dito anteriormente foi
necessario fazer a reidratacdo antes de seu uso. Ao contrario do que se especulou a
priori acerca da intensa desidratacdo dos musgos ser causada pela perda de agua
por conta da temperatura da estufa, foi atestado que eles possuem alta resisténcia a
este fendmeno, voltando a turgescéncia logo ap6s sua hidratagdo. A principal
guestao a ser ajustada foi o pH do meio, uma vez que de acordo com Hajkova e
Hajek (2004, 2007), o pH considerado ideal para o cultivo de musgos Sphagnum é
acido, em torno de 4,5 a 6,0 a depender do tipo de Sphagnum. Na Figura 18 é
possivel ver que estes musgos em questao se encontraram aptos para utilizacéo,

apresentando coloracao viva e pungente.
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Com o passar de um més, notou-se mudanca na cor dos musgos, tornando-
se gradativamente mais esverdeados, além da diminuicdo na quantidade de agua a
ser irrigada, decaindo para 273 mL a cada dois dias dentro da estufa artificial. Isso
ocorreu pelo fato de os musgos passarem a absorver menos agua, por estarem mais

turgescidos, o que evidencia que a metodologia passa a ser util.

Figura 18 — Musgos Sphagnum no dia O (18 A) e no dia 47 (18 B) de

reidratacédo e desenvolvimento.

Fonte: Autoria propria, 2023.

Além de se necessitar menos solug¢do para funcionarem em sua plenitude,
notou-se que em todas as biocélulas, a coloracdo dos musgos se tornou mais
intensa do momento em que foram colhidas para serem utilizadas até a finalizacéo
das medicbes. Queimaduras aparentes nos filamentos mais externos dos musgos
apareceram a partir da segunda semana de andlise, fator causado pela perda de
agua para o ambiente, somado ao periodo de exposicao a luz solar. As queimaduras
em questdo ndo resultaram em impactos significativos durante as medicoes,

restringindo-se apenas a aspectos visuais da planta.

A Figura 19 pode ilustrar como a aparéncia dos musgos muda antes e depois
de serem reidratadas. A medida em que as biocélulas foram reidratadas
diariamente, sua demanda pela respectiva solugdo decaiu durante a segunda
semana e foi ajustada para 20 mL/biocélula até a finalizacdo das medi¢cOes

eletroquimicas, caracterizada pela maior retencéo de liquido nas biocélulas.

48



Figura 19 — Biocélulas antes 19 A) e depois 19 B) da reidratacéo diaria.

Fonte: Autoria propria, 2023.

3.6 Avaliacdo da concentracéo do eletrolito nas BC em ceramica

As curvas de polarizacdo utilizando os musgos Sphagnum podem ser vistas

na Figura 20.
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Figura 20 — Curvas de polarizacdo analisando a aplicacdo de KCl enquanto
eletrdlito em diferentes concentracdes, onde pode-se ver BCA (BC em ceramica
adicionada de agua destilada A), BCKCI1(BC em ceramica adicionada de eletrdlito
KCl a 1 mM) B), BCKCI10(BC em ceramica adicionada de eletrolito KCl a 10 mM) C)
e BCKCI100(BC em ceramica adicionada de eletrélito KCl a 100 mM) D).
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Fonte: Autoria propria, 2023.

As curvas de polarizagdo mostradas na Figura 20 A) a D), para as BC
adicionadas de agua destilada (BCA) levaram em consideracdo a progressao entre
os dias 2, 7 e 9 de andlise da atividade bioeletroquimica em cada biocélula. Dentre
os dias observados, as BCA (Figura 20 A) chegaram a um maximo potencial de
14,07 + 12,35 mV, em seu nono dia. A maior corrente gerada por essa biocélula, no

entanto ocorreu no dia 7, sendo essa 1,07 + 0,87 pA.

A zona de ativacdo de BCA inclina-se ao eixo das ordenadas, indicativo de
gue o biocatalisador utilizado foi capaz de propor aumento gradual a primeira zona
analisada da curva de polarizacao (vista na Figura 21). A segunda zona por sua vez
decai de forma sucinta, caracteristica considerada positiva, ja que a tensao elétrica
(em mV) pela corrente (em PA) possui pouca variagdo de um ponto a outronos dias
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7 (de 11,8 £9,39 mV a 11,83 £ 9,4 mV e depois vai até 8,6 + 6,75 mV) e 2 (de 11,8 =
9,93 mV a 11,47 + 9,84 mV e depois vai até 5,73 £ 4,73 mV) e de forma mais
acentuada no dia 9 (de 14,07 £ 12,35 mV a 7,53 £ 5,69 mV).

Ainda na mesma Figura é possivel verificar que a terceira zona das curvas de
polarizacdo possuem pouca variacao de tensdo (de 5,73 £+ 4,74 mV a 0,4 + 0,4 mV
no dia 2, de 8,6 + 6,75 mV a 1,07 + 0,87 mV no dia7 e de 7,53 £ 5,69 mV a 0,8 =
0,91 mV no dia 9) , acompanhadas dos maiores valores de correntes obtidas para
cada dia de andlise das biocélulas (de 0,57 + 0,47 pA a 0,4 £ 0,4 pA no dia 2, de
0,86 + 0,67 pAa 1,07 £ 0,87 pA no dia 7 e de 0,75 = 0,57 pA a 0,8 £ 0,91 pA no dia

9), tipico desta zona.

As BCA possuem, portanto, bom catalisador, bom metabolismo microbiano e
perda por transporte de massa evidente, mas que fornece consideravel densidade
de corrente. Estas caracteristicas fazem delas, um conjunto favoravel a producédo de

grande quantidade de energia.

A seguir, pode ser vista a Figura 20 B) a curva de polarizagcédo de BCKCI1. Em
parametros de producdo de tensdo elétrica, para os experimentos utilizando a
solucédo de KCl a 1 mM, os valores obtidos ndo foram significativamente diferentes
das BCA. Os demais dias analisados tendem ao decaimento, sendo o dia 9 o menor
deles, com 5,97 + 2,10 mV de Eocp. A maior corrente gerada por esta analise é do
dia 7, com o valor de 1,03 + 0,21 pA.

E possivel observar pouca variacdo de producdo de potencial comparando a
analise controle (BCA) e suas curvas de polarizacdo com as BCKCI1, que
apresentam zona de perda por ativagdo acentuada, evidenciando que o
biocatalizador permanece funcional (levando em consideracédo os valores maximos
de 14,07 + 12,34 mV das BCA comparando a 18,6 = 1,91 mV produzido pelas
BCKCI1). A zona de perda por metabolismo microbiano nas BCKCI1 é mais
acentuada em todas as curvas apresentadas quando comparadas as BCA, indicativo
de que neste caso, o metabolismo microbiano foi afetado por algum fator construtivo,
como como aconcentracdo de KCl no meio, ou a interagdo com a rizosfera dos
musgos. Por fim, a zona de perda por transporte de massa mostra-se também

evidente.
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E possivel observar que no dia 7, apresenta-se uma dobra acentuada se
encaminhando ao fim da medicdo, comportamento distinto das demais curvas de
polarizagéo. Supde-se que a partir deste dia, as BCKCI1 comecaram o fim de sua
vida util, tendo em vista que no dia 9, os resultados s&o irrisorios, se comparados

aos valores maximos obtidos.

De posse destes resultados afirma-se que as analises BCKCI1 foram por
pouco superior as BCA, fato reforcado pelos demais dias plotados para as curvas de
poténcia apresentarem valores inferiores a todos os resultados obtidos pelas BCA.

Das curvas de polarizacdo produzidas por BCKCI10 (Figura 20 C), houve
minimo aumento no potencial gerado se comparado as BCKCI1 (18,6 + 1,91 mV
produzido pelas BCKCI1 comparado a 25,9 £ 12,6 mV). Houve menor variagdo na
geracéao de potencial nos valores produzidos na ordem dos 20 a 30 mV, tendo como
maior potencial produzido por elas, o valor de 25,9 + 12,60 mV no dia 9, enquanto a
corrente maxima gerada foi de 1,83 + 0,57 YA no dia 7. Em geral, para todos os
dias, o biotacalizador atuou de forma 6tima, evidenciando o aumento exponencial de

tensao elétrica presente na zona de perda por ativacao.

A segunda zona decaiu lentamente, com curva quase paralela ao eixo das
abcissas, o0 que indica que a esta concentracdo de KCI no meio, 0os microrganismos
em conjunto com a rizosfera dos musgos Sphagnum também permanece 6tima. A
respeito da terceira zona das curvas de polarizacdo, esta é apresentada com
decaimento sucinto, apresentando seu inicio no valor 23,73 + 6,88 mV no sétimo
dia, 5,53 + 4,85 mV a menos do que o Eocp apresentado neste dia, fato que serve
de evidéncia para a afirmacao de que a segunda zona destas curvas decai de forma

lenta.

Em resumo, as curvas de polarizacdo de BCKCI10 se apresentam maiores
valores de potencial, poténcia e corrente, com curvas de polarizacdo e de poténcia
maiores do que as de BCA e BCKCI1, com valores gerados que oscilam dia ap6s
dia.

Ao observar a Figura 20 D) é possivel observar como o potencial gerado
pelas biocélulas BCKCI100 tende a aumentar com o passar do tempo. O primeiro
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valor dado para cada medicdo € consideravelmente distante, sendo possivel
observar o espaco entre as curvas geradas dia apos dia. O potencial gerado,

diferente das demais analises possui linearidade.

Para todos os dias 2, 7 e 9, o biocatalizador atua de forma 6tima, notavel pela
primeira zona da curva. Os dias 7 e 9 apresentam inconstancia em sua segunda
zona, fato que apesar de ndo ser o comportamento esperado, néo interfere
significativamente nos resultados obtidos. O dia 2 possui zona de perda por
metabolismo com decaimento linear. Para os dias 7 e 9, a zona de perda por
transporte de massa € sutil, se comparadas ao dia 2, que decai. Este
comportamento indica possivel complicacdo para o transporte de nutrientes pelo
meio, 0 que pode evidenciar o motivo pelo qual possuem menos potencial que as
demais andlises. Os maximos de tensdo e corrente gerados para as BCKCI100
foram 87,03 + 69,02 mV e 4,76 + 3,48 YA no dia 9 respectivamente.

As curvas de polarizagdo apresentadas por Benavides (2021), demonstram
gue o bioanodo tratado com meio de cultura YM chegou a valores de 350 mV e 200
mV de Eocp para bioanodo tratado com meio de cultura PDA. Comparativamente,
apresentam valores superiores a todas as BC construidas no presente trabalho,
chegando a até 250 pA, valor este produzido pelas biocélulas com bioanodo
adicionado de meio de cultura PDA e com o menor valor de corrente gerada na
ordem de 30 pA, sendo esta gerada pelo seu tratamento controle (sem tratamento

no biodnodo, no 16° dia de analise).

Figura 21 — Zonas de perda por ativacao e transporte de massa das BC em

ceramica adicionadas de agua destilada.
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Fonte: Autoria propria, 2023.
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Para melhor visualizacdo das zonas de perda por transporte de massa das

BCKCI1 no sétimo dia de andlise, observa-se a Figura 22 adiante.

Figura 22 — Distin¢do da zona de perda por transporte de massa no dia 7 das

BC em ceramica adicionada de eletrélito KCl a 1 mM.
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Fonte: Autoria propria, 2023.

A segquir, serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos para cada
etapa de cada analise das BC, seguindo a seguinte disposicdo de resultados:
corrente maxima (imax em pA), potencial de circuito aberto (Eocp em mV), curvas de
polarizacéo, curvas de poténcia, pH e condutividade e por fim, teor nutricional das
BC ceramicas.

3.7 Correntes maximas

Foram dispostos os graficos de imax para cada uma das andlises na Figura

23 a sequir.
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imax (nA)

Figura 23 — Graficos de corrente maxima para as BC utilizando meios de
cultura A), utilizando fontes de carbono B), com a adicéo de eletrdlito C) e ceramicas

com musgos Sphagnum D).
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Fonte: Autoria propria, 2023.

A corrente maxima (iméx) de T-O (BC sem meio de cultura e sem solucéo
contendo EM’s) apresenta carater levemente oscilatério, com baixa capacidade em
geracédo de corrente. T-1 (BC sem meio de cultura e com solugéo contendo EM’s) se
mostra com correntes geradas maiores do que T-0, em suas oscilacdes de corrente,
alcancando em sua maior corrente produzida, 0,4 pA. T-2 (BC com meio de cultura
PDA e solucdo contendo EM’s) obteve aumentos consideraveis; chegando ao
méaximo de 0,8 YA de corrente gerada, enquanto T-3 (BC com meio de cultura YM e
solugdo contendo EM’s) foi capaz de gerar 6,43 pA de corrente, tendo a maior
corrente produzida, que teve ondas de crescimento ao longo dos dias, mas se
permaneceu em crescimento. Os picos de corrente maxima foram os seguintes: 0,54
WA para T-0, 0,4 pA para T-1, 0,8 pA para T-2 e 7,23 YA para T-3.0bservados o0s
valores obtidos para corrente maxima entre as BC T-3.1 (BC com meio de cultura
YM e amido a 100 mM), T-3.2 (BC com meio de cultura YM e acetato a 100 mM) e
T-3.3 (BC com meio de cultura e glicose a 100 mM), mostra-se claro que T-3.1 tem
mais oscilagbes em suas curvas, com a maior delas no dia 23, que também

apresenta o maior valor de corrente entre as biocélulas.
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O maior valor de corrente maxima de T-3.2 foi alcancado no ultimo dia de
medicdo, com curva sem grandes oscilacbes, com dois picos evidenciando
aumentos de corrente, no dia 14 e entre os dias 17 e 18. T-3.3 tém apenas uma
Gnica curva marcante, com oscilagbes minimas nos outros dias medidos,
permanecendo como intermediario no fornecimento de corrente ao final das
medicdes. Os picos de corrente maxima para cada uma das biocélulas foram os
seguintes: 209 YA para T-3.1, 143,57 pA para T-3.2 e 200 pA para T-3.3.

As correntes méaximas mostradas para as BC contendo eletrélito fosfato
tamponado (TA-3.1, TB-3.1 e TC-3.1) (Figura 23 C) possuem no primeiro dia,
valores préoximos, além no fim convergirem para um intervalo comum entre 15 e 5
HA, no entanto, ndo existe outra similaridade entre elas. TA-3.1 gerou a méxima
corrente de 38,5 YA, enquanto TB-3.1 atinge 28 pA e TC-3.1, 34,7 PA. A hipétese
cunhada para justificar a falta de padrdo nos resultados permanece sendo o

deslocamento fisico do &nodo e competicdo por recursos.

Os relativamente altos valores de corrente maxima proporcionados pela
triplicata BCKCI100 (BC em ceramica com eletrélito KCI 100 mM) possui dois picos
abruptos, pontuados no dia 5 (57,67 + 98,15 pA) e no dia 14 (53,57 = 91,24 pA), no
entanto, oscilando minimamente com o passar dos outros dias. Para os valores de
corrente gerados, seu maior dado € no quinto dia, decaindo drasticamente no sexto
dia, onde ainda assim a triplicata BCKCI100 se permanece com corrente superior as
correntes geradas pelas demais triplicatas BCA (BC em ceramica com adicdo de
agua destilada), BCKCI1 (BC em ceramica com adicdo eletrolito KCI 1 mM) e
BCKCI10 (BC em ceramica com adicdo de eletrolito KCI 10 mM). Adiante,

permanece oscilante, com alto valor gerado no décimo quarto dia.

BCKCI10 possui valores de corrente maxima menos oscilantes, sendo nos
dias 7 e 9, inferior apenas a corrente gerada por BCKCI100. Nao possui a mesma
constancia de oscilagdo que BCKCI100, ja que possui um constante crescimento do
dia 1 ao dia 4, decaindo pela primeira vez apenas a partir do dia 5, com proximos
picos nos dias 7, 10 e 14.
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BCKCI1 por sua vez possui apenas um pico de corrente consideravel, sendo
este no dia 4. A partir deste dia, sua corrente gerada tem caracteristica quase que

linear, ndo aumentando ou diminuindo significativamente ao longo do tempo.

BCA tem trés picos de corrente, sendo o primeiro no dia 4, o segundo no dia
10 e o terceiro no dia 8. A partir do dia 6 até o fim das andlises, permanece com

valores de corrente quase sempre superiores aos de BCKCI1 com excec¢ao do dia 7.

Em termos gerais, observa-se que as correntes geradas por BCA, BCKCI10 e
BCKCI100 sédo as que mais oscilam, além de notar-se que na maior parte dos dias
analisados, permanecerem superiores a BCKCI1. Os picos de corrente maxima
foram os seguintes: 5,8 + 8,83 pA para BCA, 5,62 + 2,49 pA para BCKCI1, 2,53 +
1,11 uA BCKCI10 e 57,67 + 96,01 pA para BCKCI100.

Para se avaliar se os valores de corrente maxima gerados foram
considerados altos, foram entdo analisadas as curvas de comparacdo das células
eletroquimicas apresentadas por Carminati (2021). Foi observado que até o 14° dia
de experimentos, a corrente maxima gerada pelas biocélulas operando em modo
batelada (bMFC) foi na ordem de aproximadamente até 200 pA e as biocélulas

operando em modo semi-continuo (cMFC) foram na ordem de até 1700 — 1800 pA.

Comparativamente as BC analisando o melhor meio de cultura (T-3.1, T-3.2 e
T-3.3) foram as que mais geraram corrente elétrica e as que mais chegaram
préximas das correntes maximas geradas pelas bMFC. No entanto, ao se observar
os valores gerados pelas cMFC, seus valores de imadx se mostram superiores a

qualquer experimento executado no presente trabalho.

3.8 Potenciais de Circuito Aberto (Eocp)

Na Figura 24 adiante é possivel observar os resultados obtidos para Eocp
para cada uma das andlises efetuadas, onde elas mostram o comportamento das
biocélulas no sistema quando a resisténcia 6hmica tende ao infinito, obtendo o

maximo valor de potencial (mV) para cada uma.
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Figura 24 — Graficos de Eocp para as BC utilizando meios de cultura A),
utilizando fontes de carbono B), com a adicdo de eletrolito C) e ceramicas com
musgos Sphagnum D).
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Fonte: Autoria propria, 2023.

As curvas de potencial de circuito aberto (Eocp) apresentadas na Figura 24 A)
das amostras T-0, T-1, T-2 e T-3 mostram como o potencial de cada biocélula se
comportou ao longo de 16 dias. Através da média aritmética dos valores obtidos de
temperatura dia a dia dentro do laboratério em que se fizeram as analises, verificou-
se a temperatura média de 16°C.

As amostras T-0, T-1 e T-2 apresentaram no Ultimo dia de analise em torno de
5 mV, enquanto T-3 se manteve com potencial de 40 mV, onde seu pico foi no
décimo terceiro dia, com 75,8 mV. Os picos de potencial de circuito aberto foram os
seguintes: 21,5 mV para T-0, 20,8 mV para T-1, 12,7 mV para T-2 e 75,8 mV para T-
3.

Para as analises de fontes de carbono, os valores de potencial de circuito
aberto colocados em comparagao entre si na Figura 24 B) mostram como estes

oscilaram consideravelmente ao longo do periodo de andlise, em que esta foi feita
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com temperatura de 22,19 + 2,19° C, (sem variacdo significativa de temperatura)
obtida através de média aritmética dos valores de temperatura do laboratorio em que

se foram feitas as andlises.

Embora T-3.3 apresentasse o maior valor de potencial no ultimo dia
analisado, em geral, ela apresentou valor intermediario entre T-3.1 e T-3.2. T-3.1
cresceu de forma clara do dia 4 ao dia 9, onde a partir desse momento oscilou,
mesmo que em um patamar mais elevado. T-3.2 teve crescimento de potencial
inferior e de forma mais tardia quando comparada a esta outra, obtendo dois picos
consideraveis no dia 14 e 18, com o valor final inferior as outras duas biocélulas. Os
picos de potencial de circuito aberto foram os seguintes: 270 mV para T-3.1, 226 mV
para T-3.2 e 261,9 mV para T-3.3.

As triplicatas construidas e medidas em temperatura média de 23,75 + 1,15°
C néo obtiveram valores proximos para que se comprovasse confiabilidade na
analiseexecutada. Observa-se na Figura 24 C) que os valores ao final dos
experimentos oscilaram entre si, de 61,4 mV para TA-3.1, até 177,4 mV para TB-3.1
e 110,7 mV para TC-3.1. A biocélula com maior ondulacdo nos valores de potencial
de circuito aberto foi TB-3.1, seguida de TC-3.1 e TA-3.1 sendo a que menos oscilou

dentre estas.

O que pode justificar este comportamento foi o deslocamento néo intencional
do anodo na biocélula, o que influi no transporte de massa, também na superficie de
contato para assimilacao do substrato e distancia entre eletrodos, além do excesso

de microrganismos ali presentes, causando competicao por recursos.

Os potenciais de circuito aberto (Eocp) foram coletados diariamente a partir
dos valores médios calculados das triplicatas BCA, BCKCI1, BCKCI10 e BCKCI100.
Medidas a uma temperatura média de 21,67 + 2,96° C, é possivel analisar como as
triplicatas oscilam no fornecimento de potencial dia apos dia, ndo necessariamente

indicando sua perda ao longo do tempo.

Tomando a curva de BCKCI100 como exemplo, percebe-se na Figura 24 D)
gue até o nono dia de analise, a tensao elétrica embora oscilante, tende a crescer,

chegando ao valor maximo de 87,03 + 69,02 mV. E também evidente o pico
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alcancado por BCKCI1 no quarto dia, chegando a 148,73 + 48,48 mV de potencial
gerado. Este valor embora alto, ndo representa seu comportamento, tendo em vista
gue os demais valores por ela gerados se permanecem distantes, tendendo a seguir
uma linha reta depois do sétimo dia, com aumento linear do dia 12 ao dia 14. O
segundo maior valor de potencial gerado por esta BC foi no décimo quarto dia, com

25,7 + 33,31 mV, quase cinco vezes menor.

As demais triplicatas seguem também com carater oscilatorio, destacando-se
— além de BCKCI100 — o Eocp gerado pelas BCKCI10, que ao término do periodo de
andlises (décimo quarto dia) geraram 46,37 + 35,13 mV, seu maior valor de
potencial. Por fim, o Eocp das BCA, comportam-se de forma distinta as BCKCIL, ja
gue possuem picos em dias diferentes, como no dia 10 e no dia 13, no entanto, com
um deles em comum, sendo no dia 4, com BCA obtendo Eocp de 42 + 36,24 mV,
consideravelmente distante, decaindo no quinto dia, onde a partir deste, segue uma
producdo oscilante, que ao contrario de BCKCI1, tende a aumentar com o tempo,

gerando até 26,23 + 33,31 mV no décimo quarto dia de analise.

3.9 Curvas de Poténcia

As curvas de poténcia, também chamadas de “grafico de vulcdo” possuem o
papel fundamental de auxiliar no entendimento das curvas de polarizagdo, uma vez
gue estabelecem o ponto 6timo de funcionamento das BC, demarcado pelo seu
ponto de maior geracao de poténcia, plotado individualmente para cada dia.  Este

valor de poténcia é dado pela equacéao (ll1):
P=R.1 (1)

A poténcia (P) é resultante do produto entre resisténcia (R) e corrente () ao
guadrado e é colocada no eixo das ordenadas, com a corrente compondo o eixo das
abcissas. Através dos valores de poténcia elétrica para diferentes valores de
resisténcia e corrente, € possivel observar o ponto O6timo das biocélulas,
caracterizado pelo pico delas. A seguir, na Figura 25 mostram-se as curvas de

poténcia produzidas por T-0 em A), T-1 em B), T-2em C) e T-3 em D).
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Figura 25 — Curvas de poténcia analisando os meios de cultura para T-0 (BC
sem tratamento no bioanodo) A), T-1 (BC com adic&o de solucédo contendo EM’s) B),
T-2 (BC com adigédo de solucdo contendo meio de cultura PDA e solugcédo contendo

EM’s) C) E T-3 (BC com adicdo de solucao contendo meio de cultura YM e solugao

)
contendo EM’s) D).
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Fonte: Autoria propria, 2023.

Observa-se que em T-2 (Figura 25 C) e T-3 (Figura 25 D), os valores
ultrapassam os 2 nW de poténcia, chegando em T-3 a 43,26 nW de poténcia no dia
15 de andlise, enquanto T-0 (Figura 25 A) e T-1 (Figura 25 B) nao ultrapassam 1 nW

de poténcia.

Novamente a corrente gerada por cada biocélula tende a crescer de T-0 a T-
3, no entanto a poténcia diferente das tensdes apresentadas nas curvas de
polarizagdo segue um aumento, em que novamente T-3 se mostra a BC com maior

valor analisado.
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Figura 26 — Curvas de poténcia analisando diferentes fontes de carbono para
T-3.1 (BC com meio de cultura YM e amido a 100 mM) A), T-3.2 (BC com meio de
cultura YM e acetato a 100 mM) B) e T-3.3 (BC com meio de cultura YM e glicose a
100 mM) C).
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Fonte: Autoria propria, 2023.

Para as curvas de poténcia apresentadas na Figura 26, nota-se a biocélula T-
3.1 (Figura 26 A), com valores de aproximadamente 3,94 pW de poténcia e 55,3 HA
de corrente, seguido por T-3.3 (Figura 26 C), com 0,98 pW de poténcia e 10 pA de
corrente. Por fim, T-3.2 (Figura 26 B) apresentou valores de 0,07 pyW de poténcia e
12 pA de corrente. Nas curvas de poténcia, tal como se mostra nas curvas de
polarizacdo, os maiores valores de poténcia gerados vém das biocélulas com fontes

de carbono amido e glicose, respectivamente.

Nota-se maior semelhanca nas curvas de poténcias das biocélulas com esses
substratos, em que pode ser visto um salto na producdo de poténcia do quinto
(0,00423 pW para T-3 e 0,23 pW para T-3.1) para o décimo (0,0106 pW para T-3 e 3
MW para T-3.1) e décimo quinto dia (0,04326 pW para T-3 e 3,93 pW para T-3.1), o
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gue pode servir de justificativa para afirmar que os microrganismos foram capazes
de metabolizar estas fontes de carbono. Por outro lado, quando analisada a curva de
poténcia de T-3, existe menos variacdo nos valores obtidos. Quando aplicado o
eletrdlito nas BC, a geracdo de poténcia por elas gerada, foi alterada como
observado na Figura 27 A) para TA-3.1, B) para TB-3.1 e C) para TC-3.1.

Figura 27 — Curvas de poténcia analisando as triplicatas das BC com eletrdlito
tamponado de fosfato para TA-3.1 A), TB-3.1 B) e TC-3.1 C).
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Fonte: Autoria propria, 2023.

As curvas de poténcia na Figura 27 mostram como se divergiram seus
comportamentos, tendo 6timos com valores diferentes, como TA-3.1 (110,89 pW) no
dia 4, TB-3.1 (667,49 uW) no dia 7 e TC.3-1 (555,03 pW) no dia 12. Nota-se o
aumento de poténcia gerada das BC analisando as fontes de carbono T-3.1 (BC
contendo meio de cultura YM e amido 100 mM), T-3.2 (BC contendo meio de cultura
YM e acetato 100 mM) e T-3.3 (BC contendo meio de cultura YM e glicose 100 mM)
para a que combina este com tampédo fosfato. O comportamento das curvas
permanece similares em questdo de forma, mas é possivel observar que TB-3.1

gerou maior poténcia que as demais, ndo s6 da presente etapa, mas também
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comparada as anteriores. Por fim, foram produzidas as curvas de poténcias para as
triplicatas de BCA a BCKCI100 vistas Figura 18.

Figura 28 - Curvas de poténcia analisando a aplicagdo de KCI enquanto
eletrdlito em diferentes concentracdes, onde pode-se ver BCA (BC em ceramica
adicionada de agua destilada A), BCKCI1 (BC em ceramica adicionada de eletrdlito
KCla 1 mM) B), BCKCI10 (BC em ceramica adicionada de eletrolito KCl a 10 mM) C)
e BCKCI100 (BC em ceramica adicionada de eletrolito KCl a 100 mM) D).
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Das triplicatas BCA as BCKCI100 (Figura 28 A) a D) respectivamente), existe
aumento na poténcia maxima gerada, progredindo de 7,4 + 9,34 pW a 182,61 +
205,29 pW para as respectivas. O maximo valor de poténcia foi obtido em dias
variados, o que evidencia que as BC divergiram quanto ao ponto 6timo de operacéo.
Vé-se que a maior poténcia gerada em BCA (Figura 28 A) foi no dia 7, enquanto
para as BCKCI1 (Figura 28 B), BCKCI10 (Figura 28 C) e BCKCI100 (Figura 28 D)
foram nos dias 2, 7 e 9 respectivamente.
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E possivel notar que houve minimo aumento na geracdo de poténcia das
BCA para as BCKCI1, em que apenas a curva promovida pelo dia 2 ultrapassa a
poténcia gerada pelas curvas de BCA, com pico de 7,4 + 9,34 uW com corrente
maxima produzida de 1,07 + 0,87 pHA no sétimo dia e ndo apresentam aumento
linear de poténcia gerada, sendo o dia 2, aguele com maxima poténcia e o dia 7,
aguele com a segunda maior curva de poténcia gerada. Considera-se que as curvas
de poténcia para as BCKCI1, assim como as suas curvas de polarizacgéo,
apresentam decrescimento nos valores produzidos, baseado no fato de que a maior
curva de poténcia foi gerada no primeiro dia de analise (dia 2) e o menor curva, no
altimo dia (dia 9).

De posse destes resultados afirma-se que as andalises BCKCI1 foram
superiores as BCA, fato reforcado pelos demais dados obtidos no decorrer do
experimento para as curvas de poténcia apresentarem valores inferiores a todos o0s
resultados obtidos pelas BCA, sendo o dia 2, o Unico que contém uma curva de
poténcia que ultrapassa as demais curvas apresentadas pelas BCA. As curvas de
poténcia presentes para as BCKCI10 tém valores acentuados com corrente em torno
de 1,43 + 0,56 a 1,81 + 0,78 pA. O dia 7 apresenta o ponto 6timo de funcionamento
das biocélulas. Pelas curvas de poténcia apresentadas na Figura 18 D), atesta-se
que o dia 9 foi o dia 6timo de producao de energia, visto que sua curva de poténcia
ultrapassa facilmente as demais, chegando a um pico de poténcia de 182,61 +
205,29 pWw.

A respeito das curvas de poténcia, Benavides (2021) apresenta valores de até
68 YW no primeiro dia de analise para biocélula construida sem tratamento em
biodnodo. Carminati (2021) apresenta até 150 uW de poténcia maxima nas cMFC,
enguanto no presente trabalho, as BCKCI100 geraram valores de poténcia na ordem
de 182,61 uW. L

3.10 medidas de pH e Condutividade
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Tabela 1 — pH e condutividade (mS/cm) das BC utilizando solu¢do contendo

EM’s.

Biocélula pH Condutividade (mS/cm)
T-0 5,70 71,84
T-1 5,54 62,94
T-2 5,52 82,67
T-3 5,64 95,6

T-3.1 5,82 126,2
T-3.2 8,08 188,8
T-3.3 6,20 83,19
TA-3.1 7,09 9.886,21.108
TB-3.1 7,07 8.710,21.108
TC-3.1 6,87 8.855,9.10°

Fonte: Autoria propria, 2023.

O potencial hidrogeniénico é uma medida utilizada para se verificar através de
um eletrodo embebido em uma determinada solucdo de interesse, o seu teor de
acidez ou alcalinidade (Andrade, 2010), se utilizando de uma escala que vai de 1 a

14, sendo 1 o valor mais acido e 14 o valor mais basico (alcalino).

Quando finalizadas cada etapa de experimento de biocélula, uma quantidade
de amostra do solo analisado foi coletada para se realizarem experimentos de pH e
condutividade. A Tabela 1 apresenta os valores obtidos para cada biocélula em cada
etapa. Dentro do primeiro experimento efetuado, nota-se a tendéncia de que o
aumento de potencial das biocélulas esta atrelado a diminuigdo do pH, j& que se
supde que a diminuicdo do pH se deve a maior deposi¢cdo de H*, relacionada ao

aumento de geracgdo de energia da biocélula, como demonstrado nas reacdes (I) e
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(I e aumento da condutividade relacionado a insercdo do eletrdlito fosfato

tamponado.

T-0 apresenta maior condutividade que T-1, o que pode ter ocorrido nesta
situacdo é a deposicdo de H* na amostra de solo, mas que nao foi devidamente
recebida pelo catodo e convertida em energia, por isso a amostra se apresentou
mais condutiva, mas com potenciais menores quando se observam as curvas de
polarizacdo e potencial de circuito aberto. T-2 teve pH inferior as anteriores com
condutividade e potencial mais elevados, o que indica ndo houve apenas deposi¢ao,
mas também recepc¢ao do H* pela parcela catédica. T-3 possuiu maior de potencial e

condutividade medidos.

O que pode justificar o valor de pH desta amostra, € o tipo de meio de cultura
utilizado, que quando medido apresenta valores de pH nas proximidades de 7, o que
poderia ocasionar huma maior basicidade da amostra, uma vez que a biocélula fora
reidratada e misturada diariamente, inevitavelmente misturando uma certa

quantidade de meio e EM’s pela biocélula.

Visando compreender os valores obtidos para a segunda etapa do projeto,
algumas hipoteses para justificar os resultados foram levantadas. T-3.1 foi definida
como mais bioeletroquimicamente eficiente no fornecimento de potencial quando
comparadas as amostras T-3.2 e T-3.3, além de também ter capacidade de manter
tais valores por mais tempo que as demais. O pH desta se mostra o mais acido
dentre as comparadas, 0 que indica novamente maior deposicdo de H* no meio

atrelado a valores consideraveis de condutividade.

T-3.2 por outro lado apresenta valor basico de pH, além da maior
condutividade, quando comparada as biocélulasT-3.1 e T-3.3. Se supde que a
basicidade da amostra se caracteriza devido a natureza da solucdo de acetato a 100
mM a este adicionada, que libera sédio que se liga ao oxigénio e ao hidrogénio
presentes na amostra, formando NaOH, o que torna seu meio mais basico, enquanto
que a condutividade dela se mostra maior que a de T-3.1, o que poderia indicar
maior potencial que esta outra, no entanto, T-3.2 ndo obteve capacidade de manter
altos valores de potencial e por isso ndo péde ser definida como maior fornecedora

de potencial, poténcia ou corrente. Acetato se provou uma boa fonte de carbono,
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mas incapaz de se manter. Por fim T-3.3obteve um pH intermediario ao de T-3.2 e T-
3.1, tal como obteve menor condutividade, o que resultou em biocélula com geracéo

de energia intermediaria entre T-3.2 e T-3.1.

Para a ultima etapa em que se testou tampdao fosfato, ha maior valores de
condutividade e pH apresentados, fatos que se devem a sua adi¢do, ja que dentro
deste experimento, estas foram as suas func¢des. Quando adicionadas estas

quantidades exatas, o valor de pH da solucao se encontra tamponado em 7.

Além disso, dado o valor de pH, este se considera como 6étimo para a grande
maioria da populacdo microbiana, o que favorece seu crescimento, além de atraves
desta solucéo ter havido a formacéo de eletrélito para a amostra, 0 que aumentou
especialmente os valores de condutividade desta etapa se comparada as anteriores,
onde a diferenca se encontra na ordem de 108, com valores entre 8.710,21 uS/cm e
9.886,21.10° uS/cm. Vale destacar que a adicdo do fosfato de sédio culminou em
resultados satisfatérios quanto a sua funcéo, jA que apresentou valores de pH na

faixa entre 6,87 e 7,09, o que mostra sua eficiéncia tamponante dentro do sistema.

Tabela 2 — pH e condutividade (uS/cm) das BC em ceramica.

Biocélula pH Condutividade (uS/cm)
Matriz 6,65 221,4739
BCA 591+0,14 459,33067 + 52,72
BCKCI1 6,57 £ 0,11 573,74 £ 149,44
BCKCI10 6,29 £ 0,10 767,83 £ 144,05
BCKCI100 5,71+0,10 5921,55 + 934,6

Fonte: Autoria propria, 2023.
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Para verificar o teor de acidez ou basicidade do solo utilizado, comparou-se o
valor original (matriz) com as demais analises conduzidas (BCA, BCKCI1, BCKCI10
e BCKCL100) para cada uma das triplicatas. Medido com auxilio de aparelho
chamado pH metro digital, os valores obtidos podem ser vistos na Tabela 2.

Para todos os experimentos, o valor do pH nédo variou significativamente,
sendo justificado pelo fato de nado ter havido a insercéo de qualquer solucdo que fora
previamente acida ou pudesse vir a reagir com algo no meio, compondo um produto
de reacdo acida. No entanto, através dos valores obtidos e suas minimas variagdes,
pode-se tracar um paralelo com a producdo de energia dentro de uma biocélula
combustivel, tendo em vista que esta funciona através do transporte de ions H* que
atravessam o anodo e se encaminham em direcdo ao catodo através de uma
membrana, desta forma, quanto maior a quantidade de ions H*, maior a producao de

energia pela biocélula.

Valores mais proximos de 7 (pH neutro), ou seja, determinada como
condicdo-padrao favorecem o metabolismo microbiano daqueles microrganismos
denominados neutréfilos (pH 6timo entre 55 e 7,9) (Madigan, et al., 2016),
fornecendo condicBes Gtimas para seu crescimento e desenvolvimento. E possivel
verificar, portanto, que a microbiota presente no meio analisado é de natureza
neutréfila, uma vez que o pH ndo passa de nenhum dos extremos delimitados.
Embora este ambiente seja consideravel 6timo para 0s microrganismos presentes
no solo, afirma-se que o melhor ambiente para cultivar musgos Sphagnum sejam

ambientes acidos como afirmado por Hajkova e Hajek (2004, 2007).

Para que se possa entdo tracar um delineamento experimental satisfatorio
para microbiota do solo e as bridfitas presentes no mesmo, deve-se fazé-lo em
ambiente intermediario, cuja acidez seja suficiente para que 0S musgos possam
prosperar, no entanto permaneca dentro do range dos neutrdéfilos. As BCKCI100 séo
as biocélulas com pH mais acido dentre as demais, chegando ao menor valor obtido

dentre todas as analises, 5,61.

Combinado ao fornecimento da solugdo com maior concentracdo de KCI,
foram capazes de gerar os maiores valores de potencial, corrente e poténcia,

possuindo, portanto, alta condutividade, também devido ao fornecimento desta
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solucdo, que no presente experimento possuiu o papel de fornecer eletrélito a
biocélula. Sua atividade bioeletroquimica foi responsavel pela liberacdo de mais ions
H* quando comparadas as demais biocélulas, o que causou a acidificagcdo no meio

introduzido, favorecendo o desenvolvimento dos musgos.

Afirma-se, atrelando os valores de pH e condutividade, que as biocélulas
BCKCI100 possuem o ambiente mais apropriado para cultivar os musgos Sphagnum
combinados aos microrganismos de solo, obtendo um pH que favoregca a ambos, em
uma faixa intermediaria, em que estes por sua vez, contribuirdo para geracdo de
energia, possuindo valores na ordem de 5161 a 6965 pS, comparavel com os
demais valores apresentados para cada triplicata na Tabela 2, presente na proxima

pagina.

3.11 Composicao quimica do solo das BC em ceramica

Tabela 3 —Composicdo quimica do solo das BC em ceramicas apos a

finalizacdo do experimento.

Biocélula PO, K N-NO, N-NO3 N-NH3 N
BCA 10+0 25+0 0,43 + 14 + 9,64 20+ 10 34,43 +
0,11 14,89
BCKCI1 175+0 25+0 0,3+0 8+1,73 6,67 + 2,89 14,97 +
2,51
BCKCI10 20+0 200+ 0 0,37 433+273 5+0 9,7+2,25
0,11
BCKCI100 28,33 +2,89 433,33 + 0,1+0 1,67 + 1,15 26,67 + 28,43 +
57,73 5,77 4,62

Fonte: Autoria propria, 2023

7

Um dos principais fertilizantes é aquele que fornece os macronutrientes
primarios como nitrogénio, fésforo e potassio também chamado de NPK (Trage,

2019). Desta forma, diante do que foi oferecido como método de anélise pelo kit da
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Alfakit, foram coletadas amostras dos solos utilizados para cada biocélula,
mensurando teores de fosfato (POa4), potassio (K), nitrito (N-NO2), nitrato (N-NOs),
amonia (N-NHz) e nitrogénio total mineral (N) em mg.Kg* sendo este contabilizado a
partir da soma das parcelas medidas de nitrito, nitrato e amonia.

Os teores de POas sao visivelmente crescentes das BCA até as BCKCI100.
Sendo considerado que o solo utilizado foi 0 mesmo para todas as biocélulas, seu
teor inicial deve ser considerado o mesmo, tendo variado ao final das andlises por
conta das alteragcBes que ocorreram no meio devido as adigcbes de diferentes

concentracdes de eletrdlito.

De acordo com Jorge et al.,, (2020), o fosfato em diferentes estruturas
quimicas pode ser utilizado para estabelecer vigor aos sistemas radiculares, embora
ndo seja 0 caso de 0s musgos possuirem sistemas radiculares constituidos por
rizosfera propriamente dita, realizam contato com o solo ao qual foram introduzidos.
Durante o processo de preparacdo do solo para que fossem feitas as andlises
colorimétricas, pequenos fragmentos dessecados de musgo foram constituintes do
elemento filtrado, o que causou o aumento no teor de fosfato nas andlises. E
possivel observar, portanto, que a quantidade de KCI no meio ndo impactou

negativamente o vigor dos musgos.

O aumento das quantidades de K ndo se mostram significativas das BCA
para as BCKCI1, tendo em vista que a concentracdo molar do eletrélito (KCI)
utilizada nesta ultima foi de 1 mM. Das BCKCI1 as BCKCI100, hd aumento
significativo de potassio, ja que a quantidade de KCI passa a ser de 10 mM até 100
mM. Nota-se a veracidade dos resultados obtidos através de sua verificacdo, em

gue a quantidade de K mais que dobrou das BCKCI10 para as BCKCI100.

Existe diminuicdo nas quantidades de N-NO2z e N-NOs como visto na Figura
20, ao passo que se utilizam maior quantidade de KCI de 0 mM, para 1 mM, para 10
mM, para 100 mM. N&o se pode afirmar que a quantidade KCI causou a diminui¢ao
de nitrito e nitrato. O que de fato ocorreu foi 0 aumento no consumo de nitrogénio
nestas estruturas por parte dos musgos e microrganismos de solo, quanto maior a
geracao de energia das biocélulas. O aumento de N é causado pela alta quantidade

de amdnia no meio, uma vez que como observado, as quantidades de nitrito e
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nitrato nessas biocélulas é minima, sendo assim, existe grande quantidade de
nitrogénio nas BCKCI100, no entanto, em forma de amoénia, sendo o0 maior nutriente

que contém nitrogénio consumido pelos microrganismos de solo e 0s musgos.

Figura 29 — Resultados colorimétricos acerca do teor de nitrato 29-1) e
amonia 29-2) nas biocélulas 10-1 A) e 100-2 B).

0308 - csonnc ALFAKIT
oot AMONIA INDOTEST (mg Kg'N-NH,)

NITRATO NTD (mg Kg 'N-NO,)

7.0

10,0

Fonte: Autoria propria, 2023.

O papel do KCI foi o de fornecer eletrdlito a biocélula, carregando as cargas,
que fica entre os eletrodos (Junior et al., 2022). Quanto maior a quantidade de
eletrélito no meio, maior a quantidade de ions H* a serem transportados de um
terminal a outro, quando se leva em consideragdo uma biocélula do tipo PEMFC.
Nesta estrutura, o K atua como a carga a ser transportada pela membrana até o
terminal positivo, resultando em H* livres para que possam se ligar ao nitrogénio do
solo no meio, sendo transformado em amonia, desta forma pode-se justificar o

aumento deste nutriente ao passo que se aumenta a quantidade de KCIl no meio.

Para as BCA, existem as maiores quantidades de nitrogénio total mineral,

como se observa. E visivel que ambas também possuem a maior quantidade de
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nitrato, o que culmina ao aumento do nitrogénio. Essa quantidade de nitrogénio vista
diminui para as BCKCI1 e BCKCI10, no entanto, aumentam novamente nas
BCKCI100. A Figura 29-2 mostra como a amonia aumentou significativamente das
biocélulas BCKCI10 (Figura 29-2 A) para as BCKCI100 (Figura 29-2 B).

Diferentes culturas microbianas cresceram na superficie das biocélulas
ceramicas e nem as BC com 100 mM de eletrélito KCI inibiram o crescimento
microbiano nas paredes da biocélulas ceramicas, como se pode ver na Figura 30,

nela é possivel observar trés diferentes tipos de culturas no construtivo.

Figura 30 — Diferentes culturas desenvolvidas ao redor do construtivo das
biocélulas ceramicas, em que 30 A) apresenta cultura branca e cristalina na parte
externa das biocélulas, marcadas pelo circulo vermelho, 30 B) mostra cultura verde
escura e 30 C) com esporos brancos na parte interna das biocélulas.

Fonte: Autoria propria, 2023.

4 CONCLUSAO

A adicdo de meio de cultura YM foi o que mais favoreceu a formacdo de
biofilme no bioanodo, em que combinado com a fonte de carbono amido 100 mM,
resultou nos maiores valores de potencial (243,9 mV), corrente (55,3 pA) e poténcia
(3,94 uW), que foram gerados pela biocélula T-3.1. A adicao de eletrolito tamponado
fosfato 100 mM nas BC com EM'’s causou efeito negativo, por favorecer a formacéao
de matéria organica em excesso, causando morte de grande parte dos
microrganismos. Também se confirma que ao menos uma parcela dos EM’s séo
exoeletrogénicos, capazes de doar e  ao bioanodo, portanto podem eletrificar uma

biocélula a combustivel microbiana.
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A utilizacdo de microrganismos diretamente do solo combinados aos musgos
Sphagnum nas BC ceramicas adicionadas de eletrdlito KCI 100 mM surtiu efeito
positivo na geracao de energia, gerando até 182,61 + 205,29 uW de poténcia, 87,03
+ 69,02 mV de potencial e 4,76 + 3,48 pA de corrente, superando as demais BC
ceramicas sem adicdo de eletrélito ou com a adicdo em concentracdes inferiores.
Quando comparadas, BCKCI100 é inferior a T-3.1 considerando quantidade de

energia gerada.
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