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RESUMO - Em biocélulas a Combustivel (BCC), o uso de enzimas oxidasicas no lugar de
catalisadores metalicos para a reducdo catddica de oxigénio, pode diminuir os seus custos de
fabricacdo e operacdo. No entanto, o uso de biocatalisadores esta restrito pelos custos de
isolamento e estabilizacdo. Assim, a producdo e aplicacdo in-situ vém sendo estudadas. Neste
trabalho, uma nova cepa de Rhyzopus microsporus var. chinensis (S1S-31), com atividade
oxidasica, isolado de solos da Caatinga, foi submetido a fermentac@es de 240 h e a cultivo in-situ
no catodo da BCC por 120 h em meio de cultura otimizado. Foram medidos pardmetros
microbioldgicos de consumo de substrato, atividade enzimatica e crescimento microbiano, assim
como parametros eletroquimicos de eficiéncia culémbica através de cronoamperametria,
comportamento redox por ciclovoltametria e densidade de potencia maxima por polarizacdo. Os
resultados obtidos para a nova fonte fingica com atividade oxidasica foram comparados com a
Lacase comercial de Tramentes versicolor usada como padrdo. Os valores maximos atingidos de
atividade oxidasica, densidade de corrente (Id) e eficiéncia couldbmbica (EC) foram de 2700
Ul.mL?, 125,75 pA.cm?e de 56,5%, respetivamente. A densidade de potencia maxima (Pdmax)
achada para o sistema avaliado foi de 197,77 mW m™. Valores de EC > 20%, para BCC, j4 s&o
considerados 6timos. Baseado nisto, o sistema mostrou-se extremamente eficiente.

1. INTRODUCAO

As Células a Combustivel (CC) comecaram a ser formuladas como uma alternativa
renovavel e limpa na producdo de energia, frente aos combustiveis fosseis. Esta procura vem
sendo cada dia mais intensa, tendo em vista que a cada dia consume-se mais energia. No entanto,
o0 alto custo dos catalisadores metalicos, tais como platina (Pt), 6smio (Os), rodio (Rh), etc, é
considerado um dos limitantes para a producdo em larga escala das CC e algumas Biocélulas a
Combustivel (BCC) (LUO et al., 2010). As BCC sdo consideradas uma alternativa promissora
para a geracdo de energia limpa, obedecendo também requisitos de sustentabilidade. Em geral, a
biocélula a combustivel € um dispositivo que converte energia quimica da matéria organica em
energia elétrica, utilizando a respiracao celular de alguns micro-organismos, que podem crescer a
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partir de substratos renovaveis e biodegradaveis. Nela pode acontecer simultaneamente tanto a
producdo de bioenergia como o tratamento concomitante de residuos (DANTAS et al., 2013; LA
ROTTA et al., 2014; KARATAY et al., 2011; RACHINSKI et al., 2010, ). No entanto, até agora
a producdo de energia obtida das BCC néo é satisfatoria. Além disso, o desempenho na geragao
de energia pode ser afetado por uma série de fatores, tais como a atividade celular, membranas de
troca de ibnica, materiais eletrodicos e a resisténcia inerente do sistema devida aos problemas de
transferéncia de carga e massa. Catodos abidticos que usam o oxigénio como receptor de
elétrons, tém sido comumente adotados nas BCC. Quanto mais metal pesado tiver no eletrodo,
maior a sua eficiéncia, porém também aumenta o custo, além do material ser sensivel ao
envenenamento (GUPTA et. al. 2004). Atualmente, as células enzimaticas ndo sdo muito
utilizadas devido ao seu alto preco, pois é levado em conta a purificacdo e producdo, contrapostas
com o curto tempo de vida atil. Assim sendo, as BCC inoculadas com fungos filamentosos
produtores de metabdlitos eletroativos podem oferecer uma solugdo em potencial (LOGAN e
REGAN, 2006). As enzimas empregadas em biocatodos correspondem as oxido-redutases que
em geral possuem no sitio ativo um ou mais atomos de cobre ou ferro, um exemplo destas sdo a
lacase, tirosinase e bilirrubina oxidase. Estas enzimas sdo encontradas em alguns fungos
filamentosos, tais como Agaricus bisporus, Myrothecium verrucaria, Coriolus hirsutus, Trametes
versicolor, Coriolopsis gallica, Pleurotus ostreatus, e Phanerochaete crysosporium; em plantas
como Rhus vernicifera e bacterias como Streptomyces coelicolor (MANO et al., 2002; BARTON
et al., 2002; GUPTA et al. 2004; SHLEEV et al., 2006).

O projeto da Rede Norte Nordeste de Fungos Filamentosos (RENNORFUN) visa
descrever a biodiversidade de fungos filamentosos de solos da Caatinga e da Amazonia e dos
metabolitos por estes produzidos, assim como a aplicabilidade na producdo de insumos de
interesse industrial e reaproveitamento de residuos. Por outro lado, a aplicacdo de alguns destes
metabolitos com propriedades eletrogénicas em biocélulas a combustivel vém sendo estudadas no
grupo de bioeletrogquimica do NPCIAMB da Universidade Catélica de Pernambuco. O objetivo
deste trabalho foi o de caracterizar desde o ponto de vista bioeletroquimico a capacidade de
geracdo de energia em biocatodos ao ar de uma BCC, o crescimento in-situ de um fungo
filamentoso com comprovada atividade oxidasica.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Micro-organismos e condigdes de cultura

O micro-organismo utilizado foi o Rhyzopus microsporus var. chinensis (SIS-31), isolado do
solo da Caatinga pelo grupo de pesquisa da RENNORFUN e mantido no banco de cepas do
NPCIAMB da UNICAP. O microrganismo foi cultivado no meio descrito incialmente por Buddolla
Viswanath et al. (2008) e modificado por Morant et al. (2013a) para estimular a producéo de cupro-
proteinas com atividade oxidasica. Este meio foi composto de: peptona 3,0 g, glucose 10,0 g, KH,PO,
0,6 g, ZnS0O,4 0,001 g, K;HPO, 0,4 g, FeSO, 0,0005 g, MnSO,4 0,05 g, MgSO, 0,5 g, CuSO,0,0005 g,
agua destilada 1000 mL. Para o cultivo em placa, adiciona-se 20,0 g de &gar. O microrganismo foi
inoculado em placas de Petri contendo o0 meio sélido anteriormente descrito. Incubado por 48 h a 28°
C. A partir dos entornos da col6nia (a parte mais jovem e uniforme), foram retirados dois discos de
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0,8 cm de diametro os quais foram cortados em quatro partes e inoculados em um tubo de ensaio
contendo 10 mL do meio de cultura liquido, a serem usados como pré-indculo. Apos 48 h de
incubacdo a 28° C e agitacdo 150 rpm, os pré-indculos foram adicionado nos respectivos Erlenmeyers
e estes foram mantidos sob as mesmas condigdes de temperatura e agitacdo de 120 a 240 h
dependendo da finalidade.

2.2. Avaliacdo de parametros biologicos:

Foram retiradas amostras a cada 24 h, durante todo o tempo da fermentagdo de 240 h. As
amostras foram centrifugadas a 4500 rpm, a fim de separar o sobrenadante, e em seguida congeladas.
A dosagem de glicose foi feita por kit enzimatico da marca BIOCLIN®. A atividade enzimatica foi
dosada através da oxidacdo do pirogalol (solucdo aquosa de 10 mmol L™) para a purpurogalina. A
reacdo foi lida a 420 nm (Eszonm = 26,6 mmol™ L cm™) apds trés minutos (MORANT et al. 2013a;
TRIANA et al. 2005). A atividade oxidasica (Ul mL™) foi definida como a quantidade pmoles por
mL por minuto de purpurogalina formadas a 25° C e pH 5,0. J& para o crescimento microbiano, ao
final de cada fermentacdo o contetdo foi filtrado e centrifugado a 4500 rpm. O micélio foi mantido a
uma temperatura de 50° C por 48 h ou até peso constante.

2.2. Analise bioeletroquimica.

Crornoamperometria: Os pré-indculos foram vertidos em dois Erlenmayers de 500 mL com
volume de 200 mL de meio de cultura, 100 mL de um Erlenmayer foram colocados no compartimento
catddico da BCC (Figura 1), esta também em agitacdo magnética. A duplicata foi guardada como
controle e o que restou do Erlenmayer vertido na BCC foi utilizado para possiveis imprevistos no
experimento. Foi utilizado um multimetro Digital Fluke 8800 com sistema de aquisicdo de dados
Flukeview®, acoplado a uma BCC de dois compartimentos feitos de acrilico com resisténcia externa
variavel de 0 a 1IKQ. O compartimento catodico recebeu aeragdo através de um eletrodo ar permeavel,
composto por feltro de carbono tratado teflon e carbono Black Vulcan®; o &nodo foi composto de
uma placa de grafite explodido submerso no eletrélito de Ferrocianeto de potassio (20 mmol L™).
Ambos dos eletrodos possuiram uma area superficial de 19,6 cm?. Para o transporte de cétions, foi
usada uma ponte salina de agar saturado com cloreto de potassio (KCI) (Figura 1A). Ja para a
eficiéncia da remocéo de elétrons a partir de cada molécula de substrato consumida pelo fungo, foi
utilizado o pardmetro de Eficiéncia Coulébmbica (Ce) obtido através da integracdo das curvas
resultantes da cronoamperometria (Equacgéo 1). Onde “M” é a molaridade do substrato, “A” representa
a area do eletrodo, “F” a constante de Faraday, “z” o nimero de elétrons transferidos, “V” o volume
da célula e “AS” a variagdo na concentragao de substrato.

jgfid*dt*A

Ce=M
Fxz+xV*AS

1)
Ciclovoltametria: Esta técnica nos permitiu conhecer o comportamento redox dos extratos
enzimaticos crus, atraves da observagao do nimero e a reversibilidade das oxidacdes e redugdes que
ocorrem durante cada ciclo (FERNANDEZ-SANCHEZ et al., 2002; MORANT et al. 2013a;
RACHINSKI et al., 2010.). As medidas foram feitas numa célula eletroquimica de 25 mL (Figura
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1B), de acordo com condicdes previamente estabelecidas (MORANT et al., 2013a,b; SILVA et al.,
2014). Foram utilizadas velocidades de varredura de 0,05 V s™, com faixas de potencial de 0,5V a 0,0
V. e depois de 0,8 V a -0,5 V. O eletrodo de trabalho for de carbono vitreo de 0,5 cm de diametro, o
contra eletrodo de fio de platina de 5 cm e o eletrodo de referéncia (Ag|AgCl em KCI saturado).

Polarizacdo: Curvas de polarizacédo de (E vs. Id) foram obtidas numa célula bicompartimentada
de 100 mL com catodo ao ar. Foi colocado no compartimento catdédico o eletrodo de referéncia
(Ag|AgCl em KCI saturado) de acordo com a Figura 1C. As curvas de polarizacao foram obtidas na
faixa de potencial de 0,85 V a - 0.5 V utilizando com OCP = 0.85 V vs. AgJAgCl. O valor de
densidade de potencia maxima foi determinada graficamente a partir da determinacao dos valores de
Pd de acordo com a Equacéo 2, e das curvas de (Pd vs Id) .

Pdys = E %1 2

Figura 1 — (A) BCC, a direita, compartimento catdédico com crescimento in-situ, e a esquerda o anodo
com ferrocianeto de potéassio 20 mmol L™. (B) Célula unitéria eletroquimica utilizada na
cilovoltametria.(C) Célula bicompartimentada utilizada durante a polarizagéo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Fermentac0es

Ao fim das 240 h de fermentacdo, a glicose foi consumida quase por completo, restando
apenas 0,12% da concentragdo inicial. A maior atividade enzimatica foi observada as 192 h, com
6275,30 Ul, e o peso seco médio final de 1,2 g.

3.2. Crescimento in-situ no biocatodo
Durante todas as 120 h, a BCC foi acompanhada para o SIS 31 e o padrdo de lacasse. A Tabela 1

mostra todos o0s dados obtidos na célula. O SIS-31 apresentou uma alta eficiéncia couldmbica (Ce), de
56,5% de acordo com os perfis observados na Figura 2.

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos



Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Tabela 1 — Dados obtidos na BCC, com o SIS-31 e controle de lacase

Ativ. Oxidasica Tempo da Glicose
. . Maxima Idméx 1 *Ce Pdméx
Oxidase - origem (Ul mL?) (WA cm?) Idmax GLD | (96) | (mw.m?)
120 h (h) 120 h

R. microsporus var. 224,08
chinensis (SIS-31) 2700 125.75 23 0.003 | 56.5
Controle - Lacase T. 900* 11.47 1 . - | 4340
versicolor

*Adicionada respeito a atividade enzimatica observada para SIS31 no To

Valores de Ce de 20% ja sdo considerados Otimos, mostrando assim a alta eficiéncia do
sistema. As ciclovoltametrias (Figura 3) mostraram comportamentos tipicos de um meio contendo
uma enzima oxidase a julgar pelos picos existentes. Ressalvam-se os dois picos de oxidacdo nas
curvas de cilovoltametria com e sem a presenca de pirogalol (adicionado como substrato da enzima),
este apenas acentuando-os (Figura 4). Das curvas de polarizagdo podemos calcular a poténcia
méxima que o sistema atingiu no ponto final foi de 197,77 mW.m? (Figura 5). Experimentos
anteriores de mostraram perfis parecidos de ciclovoltametrias, o SIS-31 apresentou dois picos de
oxidacao, ao passo em que 0S outros apresentaram apenas um, possivelmente indicando a presenca de
uma enzima oxidase diferente. O SI1S-31 apresentou uma maior densidade de corrente e EC frente aos
outros fungos da Caatinga até agora analisados pelos autores supracitados.
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Figura 2 — Grafico da cronoamperometria até as primeiras 72 h, comparando o desempenho do SIS-31
com o controle de lacase na producdo de energia in-situ.
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Figura 3 — Ciclovoltametria do SIS-31. A esquerda tem-se o grafico de controle (branco) com o
meio de cultura, em amarelo com adicédo de pirogalol, e em verde o meio de cultura puro. Ao lado
direito, 0 meio do SIS-31 filtrado, contendo a enzima, com a curva vermelha mostrando a adigéo

de pirogalol e azul apenas 0 meio com enzima.

SIS 31 —_—
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Figura 4 - Exemplo de Curvas de polarizacao (inserto) e de potencia para o extrato enzimatico de SIS
31 contendo 2700 Ul mL™ avaliadas na faixa de potencial de -0.5a 0 V.

4. Conclusdes

O Rhyzopus microsporus var. chinensis (SIS-31) corresponde a uma espécie ainda nao
reportada como fonte de enzimas oxidasicas. Omo foi demostrado, este microrganismo pode ser
usado durante a reducdo de oxigénio em biocatodos de Biocélulas a Combustivel, mostrando ser
bastante eficiente. Atualmente o nosso trabalho pretende a caracterizacdo de outras espécies fungicas
gue possuam iguais ou melhores caracteristicas bioguimicas e bioeletroquimicas como as observadas
para 0 microrganismo avaliado neste trabalho. Visamos ainda estudos de otimizag&o das condicdes de
cultura e eletroquimicas para aumentar ainda mais os niveis de producdo dos biocatalisadores e de
eficiéncia culébmbica durante a biotransformacéo dos substratos escolhidos.
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