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RESUMO — O objetivo do presente trabalho foi modelar matematicamente a cinética de
geracdo de corrente elétrica em uma célula combustivel microbiana (CCM) inoculada com
sedimento marinho. O modelo utilizado inclui a relagdo de Nernst-Monod para descrever
0 metabolismo microbiano e a Lei de Ohm para descrever o0 mecanismo de transferéncia
eletronica extracelular (TEE). Os dados experimentais foram obtidos em uma CCM de
duas cadmaras atraves de analises voltametria ciclica. Constatou-se que 0s microrganismos
desenvolviam-se preferencialmente aderidos a superficie dos eletrodos e utilizavam um
mecanismo de TEE predominantemente condutivo. O modelo foi capaz de descrever
adequadamente aos dados experimentais e forneceu uma estimativa para condutividade
elétrica do biofilme, na ordem de 10° mS m™. Este valor é inferior aqueles reportados
para culturas microbianas puras, podendo estar associado a baixa densidade de nanofios
e/ou a presenca de micro-organismos nao exoeletrogénicos no biofilme.

1. INTRODUCAO

Compreender as caracteristicas cinéticas de bactérias exoeletrogénicas é um dos pontos
chaves para a melhoria do desempenho de células combustiveis microbianas (CCM). Bactérias
exoeletrogénicas sdo frequentemente encontradas em ambientes anaerdbios como, sedimentos
aquaticos, solos, efluentes e lodos de estacdes de tratamento. Tais microrganismos séo capazes de
oxidar matéria orgénica e transferir os elétrons oriundos dessa reacdo para um aceptor de elétrons
insoluvel. Esse fluxo de elétrons, em esséncia, representa uma rota alternativa a respiragéo
celular, ou seja, em uma CCM as bactérias usam o anodo ao invés do oxigénio como aceptor final
de elétrons.

Microrganismos exoeletrogénicos se desenvolvem, preferencialmente, aderidas aos
eletrodos na forma de biofilmes e podem estabelecer o contato eletroquimico com estes
utilizando trés mecanismos de transferéncia eletronica extracelular: 1) contato direto entre as
proteinas presentes na membrana celular (citocromos) e o anodo, 2) difusdo de carreadores de
elétrons (mediadores) entre as células e o anodo, e 3) conducdo de elétrons através de
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componentes sélidos como, o material extracelular (nanofios) e as multiplas camadas de bactérias
que compdem o biofilme (Lovely, 2012).

Portanto para modelar a cinética de geracdo de corrente elétrica em CCM deve-se levar em
consideracdo os sobrepotencias intracelulares, associados & reacao bioldgica, e os extracelulares,
associados ao mecanismo de TEE e as resisténcias impostas pelo transporte de substrato e
metabdlitos no interior do biofilme. Sistematicamente, os modelos disponiveis na literatura
estabelecem que a reacdo bioldgica seja descrita por uma relacdo de dupla limitagdo, a qual
envolve a concentracdo do substrato e a contragdo, ou o potencial elétrico, do mecanismo de TEE
(Picioreanu et al., 2007; Marcus et al., 2007; Pinto et al., 2010; ). A transferéncia eletrénica
extracelular € modelada de acordo com o seu mecanismo: se o transporte for mediado por
carreadores insoluveis, lei de Fick (Picioreanu et al., 2007; Picioreanu et al., 2010); e se o
transporte for por conducdo através de componentes solidos do biofilme, lei de Ohm (Marcus et
al., 2007). As reacBes que ocorre entre 0 mecanismo de TEE e o eletrodo sdo descritos por
modelos eletroquimicos, como a relacdo de Butler-Volmer (Picioreanu et al., 2007; Zeng et al.,
2010). Diante do exposto, 0 objetivo do presente estudo foi identificar o principal mecanismo de
TEE empregado por um Dbiofilme exoeletrogénico de origem marinha e modelar
matematicamente a cinética de geracdo de corrente elétrica em uma CCM de dois
compartimentos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Aparato experimental

In6culo e meio de cultivo: Sedimento de origem marinha coletado no estuario da Lagoa dos
Patos, litoral sul do Brasil, foi utilizado como in6culo para a CCM. O meio de cultivo empregado
segue da Silva et al. (2013), e como fonte de energia (doador de elétrons), utilizou-se o ion acetato
(CH3COO) nas concentracdo de 5 e 10 g L™ de DQO.

Célula combustivel microbiana: Os experimentos foram conduzidos em uma CCM de dois
compartimentos, com dois eletrodos anddicos e um eletrodo catodico, conforme detalhado em da
Silva et al. (2013).

Operacdo da CCM: No compartimento catodido foi utilizado ferrocianeto de potassio
(KsFe(CN)g), na concentracdo de 50 mM, como aceptor final de elétrons. O compartimento anddico
foi inoculado com a suspensédo obtida pela mistura de sedimento marinho com de meio de cultivo a
59 L" de DQO na proporgéo 2:1. O anodo foi operado em regime de batelada sequencial e regime
continuo alternadamente, e a partir do 37° dia de operagcdo dobrou-se a concentracdo de acetato na
alimentagéo, passando de 5 para 10 g L™. Durante o regime de batelada sequencial eram realizadas
renovagOes diarias de 0,3 L de meio de cultivo (da Silva et al., 2013). As operagdes em regime
continuo eram realizadas em periodos de 24 horas cada qual com diferentes vaz@es de alimentag&o.
No total, oito operacGes em regime continuo foram realizadas, com vazdes que iniciaram com valor
de 2,7 Ld*, e foram gradativamente aumentadas ao longo das operacdes, sendo a ltima realizada
com vazdo de 17,4 L d™.
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Voltametria ciclica — biofilme: Analises de voltametria ciclica (VC) foram utilizadas para
modelar a cinética de geracao da corrente elétrica na CCM. Elas foram conduzidas ap6s o 160° de
operacdo do reator, garantindo o completo desenvolvimento do biofilme sobre o &nodo, e sempre
apos as etapas de alimentacdo para garantir que havia substrato em excesso no meio. As anélises
foram realizadas empregando-se um potenciostato Metrohm (PGSTAT 101, Suica), o eletrodo de
referéncia de Ag/AgCl KCI 3M (Metrohm, 6.0726.100, Suiga), o eletrodo anddico (a 5 cm da
membrana) como eletrodo de trabalho e o eletrodo catddico como contra eletrodo. Os parametros
selecionados para a realizacdo da técnica foram: Ejpicia = -0,6 V (vs Ag/AQCI), Efina =0,0 V (vs
Ag/AgCl), tempo de equilibrio de 5 s, velocidades de escaneamento de 0,2, 1, 2,5, 5 e 10 mV s™
e nimero de ciclos trés. Os dias do experimento em que se procederam as analises foram: 161,
182, 195, 206, 220, 226, 256 e 276.

Voltametria ciclica — efluente: As andlises de voltametria ciclica do efluente do
compartimento anodico foram realizadas para investigar a importancia dos compostos em solugéo
na cinética de geracdo de corrente. As andlises foram conduzidas em uma segunda célula
eletroquimica com volume util de 40 mL empregando-se neste caso um eletrodo de carbono
vitreo (Metrohm, OD = 6 mm, ID = 1,6 mm, QAO017, Suica) como eletrodo de trabalho e um
eletrodo de platina (Metrohm, 6.0331.000, Suica) como contra eletrodo e utilizando os mesmos
parametros da técnica realizada no biofilme. Durante as opera¢cdes em regime continuo, amostras
de 40 mL de efluente eram coletadas, nos intervalos de tempo de 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18 e 21 horas
apo6s o inicio da operagéo.

2.2 Modelagem matematica

O modelo matematico utilizado para descrever a cinética de geracdo de corrente elétrica foi
proposto por Marcus et al. (2007). Este modelo considera o biofilme um sélido condutor 1-D, no
qual a velocidade de consumo de substrato € limitada pela concentracdo local do substrato e pelo
potencial elétrico local no interior do biofilme. Todas as analises de VC da CCM foram
conduzidas em excesso de acetato, assim os efeitos referentes a sua limitacdo foram
desconsiderados no modelo. O modelo utilizado considera a relagdo de Nernst-Monod, para
descrever a reacdo biologica, e a Lei de Ohm, para descrever o mecanismo de transporte de
elétrons no interior do biofilme, conforme o sistema de Equages 1, 2, 3 e 4.

kpig\&?n _ . |_ 1 | _

( Ly )dfz Jmax [1+exp(—%n)] =0 (1)
z=0, 1N ="Vinodo (2)
z=1;, 2=0 3)
. d

Jeal = —kbio d_zzzo (4)

na qual jmax é a densidade de corrente elétrica méaxima gerada pelo biofilme (A m?); ky;, e Lysdo
a condutividade elétrica (Sm™) e a espessura do biofilme (m), respectivamente;
n(z) = Epio(2) — Ex,, Epio(2) € 0 potencial elétrico em uma dada posicdo espacial no interior
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do biofilme (V); Ex4€ 0 potencial elétrico do biofilme (V) para que j = jmax/2 € Vanodo €
definido em relacdo a0 Ex4, Vinodo = Eanodo — Exa, Na qual Es,oq0 € O potencial elétrico do
anodo (V).

Para o caso de um biofilme com alta condutividade elétrica, a cinética de geracéo de correte
elétrica € limitada apenas pela cinética biologica, escrita em termos da densidade da corrente
elétrica de acordo com a Equagéo 5.

. . 1
J = Jmax lwl (5)
na qual n* = Egnoao — Ex,-

Solugdo Numérica: A solucgdo do sistema de Equacdes 1, 2 e 3 baseou-se no Método das
Diferencas Finitas (Patankar, 1980), e a solucdo do sistema de equagdes na forma discreta foi
obtida através do método de Newton para sistemas nédo lineares (Burden e Faires, 2011). Uma vez
calculado o perfil de potencial elétrico no interior do biofilme, pode-se calcular a densidade da
corrente elétrica gerada utilizando a Equacéo 4.

Estimativa dos parametros: Foram utilizados os dados das anélises de VC na velocidade de
escaneamento de 0,2mVs™ e na direcdo de -0,6 até 0,0V vs Ag/AgCl. Como o modelo
contempla apenas a geracdo de corrente elétrica, ou seja, a direcdo do fluxo de elétrons ocorrendo
do substrato para o eletrodo (respiracdo), a por¢do da corrente catddica foi normalizada em zero
para as andlises de ajuste. O pardmetro j,,., foi estimado pelo ajuste da Equacdo 5 aos dados
experimentais através da funcdo fit da ferramenta curve fitting tool no software Matlab

(MatchWorks, 7.13, EUA). E os parametros Ex, € kz”"’, foram estimados pela minimizagdo do
f

valor da raiz do erro quadrado médio (RMSE) entre os dados de densidade de corrente elétrica

observados experimentalmente (j.,,) € 0s dados calculados pelo modelo (j.,;) utilizando uma

rotina exaustiva de calculo. O algoritmo criado para o processo de otimizacdo dos parametros foi
implementado no software Matlab (MatchWorks, 7.13, EUA). O desempenho do modelo foi
avaliado de acordo com os indicadores estatisticos: RMSE e o coeficiente de determinagéo (R?).

3 RESULTADOS E DICUSSOES

Os resultados das anélises VC realizadas com o efluente do reator sdo apresentadas nas
Figuras 1(a) e 1(b) e indicam um mecanismo direto de TEE do biofilme em estudo. Nao foi
observada a presenca de picos de corrente elétrica anodica ou catodica, caracteristicos da
presenca de compostos passiveis de reacBes de oxirreducdo (Bard e Faulkner, 2001), como
mediadores (Marsili et al., 2008 a), em nenhuma das velocidades de escaneamento (Figura 1 (a)),
entre 0,2 e 10 mV s, e em diferentes intervalos de tempo desde o inicio da operagdo em regime
continuo (Figura 1 (b)). Estes resultados sdo similares aqueles apresentados por Torres et al.
(2008) no estudo do estabelecimento de biofilme de G. sulfurreducens sobre o eletrodo anédico,
no qual os autores constataram a auséncia de compostos eletroativos em suspensdo na célula
combustivel com base nos resultados da anélise de VC.
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Figura 1 - Andlises de VC para o efluente: (a) velocidades de escaneamento de 0,2, 1, 5 e
10 mV s™; e (b) na velocidade de 1 mV s™ apés 0, 6, 12 e 18 horas de inicio do processo.
Anélises de VC para a CCM: (c) efeito da velocidade de escaneamento na resposta das analises.

Na Figura 1(c) encontram-se ilustrados os resultados das analises de VC realizadas na
CCM no 161° dia de operacdo do reator. O tempo total da analise foi de 9 horas. Resultados
semelhantes foram observados nas analises subsequentes. As diferencas nas estruturas dos ciclos
para as diferentes velocidades de escaneamento de 0,2, 1, 2,5, 5 e 10 mV s™ indicando uma
dindmica lenta do processo, caracteristica de biofilmes microbianos (Harnich e Freguia, 2012).
Para a velocidade de escaneamento de 0,2 mV s™, as condiges estavam dentro de uma escala de
tempo suficiente para sustentar a catalise microbiana, revelada pelo perfil sigmoide da geracéo de
corrente em funcdo do potencial elétrico. Ciclos voltamétricos com formato sigmoide s&o
caracteristicos de biofilmes microbianos, em especial dagqueles que utilizam mecanismos diretos
de TEE, como é o caso dos biofilmes de G. sulfurredeucens (Torres et al., 2008; Lee et al.,
2009).

A Figura 2 ilustra o ajuste do modelo ao conjunto aos dados experimentais das anéalises de VC.
Conforme pode ser observado o modelo foi capaz de descrever adequadamente os dados
experimentais obtendo coeficiente R? superior a 0,988 e RMSE inferior a 0,048 para todos 0s casos.
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Figura 2 — Ajuste do modelo aos dados de VC do primeiro (a) (dia 161) e dltimo dia de anélise (b)
(dia 275). Linha vermelha representa os dados experimentais e linha preta representa 0 modelo
matematico.
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Os valores estimados para 0s parametros jna.. © Exa €stdo ilustrados na tabela 1,
sumarizados aos valores de culturas puras de Geobacter sulfurreducens e Thermincola
ferriacetica. Os valores estimados de j,,, apresentaram valor médio de 0,954 Am?2. A
manutencdo dos valores deste parametro em torno de um valor médio (baixo desvio padrdo)
caracteriza o pleno desenvolvimento do biofilme sobre a superficie do eletrodo (Marsili et al.,
2010). Os valores de j,q4 do biofilme marinho foram inferiores aos obtidos para culturas puras
de G sulfurreducens e T. ferriacetica alimentados com acetato (ordem de grandeza de 10* A m™).
Os valores estimados de Ey, apresentaram desvio padrdo inferior a 1% do valor médio deste
parametro. O Ey, também teve valor inferior comparado com as culturas puras. Os micro-
organismos que apresentam os menores valores de Ey, podem ser favorecidos em CCM na
competicdo com outras culturas que possuem velocidades de transferéncia de elétrons
semelhantes ou maiores, mas requerem um maior potencial do aceptor de elétrons (Bond, 2010).

Tabela 1 — Par@metros j,.. © Exs para o biofilme marinho e para as culturas puras de G.
sulfurreducens e T. ferriacetica.

Parametro Biofilme marinho G. sulfurreducens* T. ferriacetica**
Jmax (A M?) 0,954 + 0,118 8,39 10
Exa (V vs Ag/AgCI) -0,465+0,003 -0,442 -0,369

(* Lee et al., 2009) (**Parameswaran et al., 2013)

Os valores estimados para a relagdo ky;, /Ly mantiveram-se proximos a um valor medio
de 4,746 S m™ durante todas as anélises (desvio padrdo < 9%). Segundo Torres et al. (2010), a
condutividade elétrica é uma caracteristica fisica inerente a composicdo do biofilme e, deste
modo, o valor da relacdo seria alterado se a espessura ou a composi¢do do biofilme variassem
entre as medidas. Os valores reportados para a espessura dos biofilmes em CCM estdo em uma
estreita faixa, com ordem de grandeza de 10" pm (Marsili et al., 2008b, Torres et al., 2008, Lee et
al., 2009, Malvankar et al., 2012, Parameswaran et al., 2013). Entretanto, para o parametro kj;,
sd0 apresentados valores com maior amplitude, com a ordem de grandeza entre 10° e
10° mS cm™ (El-Nagar et al., 2008, Summers et al., 2010, Morita et al., 2011, Malvankar et al.,
2012). Considerando que a espessura do biofilme do presente trabalho nédo extrapola os valores
reI%tados nla literatura, estima-se que a sua condutividade elétrica é da ordem de grandeza de
10°mS m™.

Malvankar et al. (2011), constaram que cepas de G. sulfurreducens que produziam as
maiores densidades de corrente elétrica apresentavam biofilmes com as maiores condutividades
elétricas, demonstrando uma relacdo entre esta densidade e a rede de nanofios produzida pela
bactéria. Na CCM do presente trabalho, as densidades de corrente elétrica foram menores do que
as obtidas pelas culturas puras de G. sulfurredeucens, podendo indicar uma menor quantidade de
nanofios no biofilme da CCM, expresso pelo baixo valor do kj;, estimado. A CCM foi
inoculada com uma cultura mista de microrganismos de origem marinha e segundo Logan e
Regan (2006), biofilmes de comunidades mistas, incluem tanto diferentes micro-organismos
exoeletrogénicos, quanto micro-organismos fermentadores e algumas espécies capazes de
respirar utilizando um aceptor alternativo que ndo seja o eletrodo ou mesmo em simbiose com
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outro microrganismo, essas presencas podem ter conduzir a diferenca do comportamento da
CCM em relacéo aos valores obtidos com as culturas puras.

4. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, constatou-se que a microbiota
exoeletrogénica presente no sedimento marinho coletado no estuério da Lagoa dos Patos utiliza
um mecanismo direto de transferéncia eletrénica extracelular e o modelo matematico foi capaz de
descrever adequadamente aos resultados experimentais de corrente elétrica em funcdo do
potencial elétrico das andlises de VC. Os resultados obtidos pelo modelo indicam que a
condutividade elétrica do biofilme é uma resisténcia elétrica importante na CCM em estudo.
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