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“Ha uma forca motriz mais poderosa que 0
vapor, a eletricidade e a energia atdmica: a
vontade”

Albert Einstein



RESUMO

A busca por meios de energia sustentavel, tem aumentado nas Gltimas décadas, objetivando
diminuir os impactos causados no processo produtivo e ainda, na destinacdo incorreta de
residuos, como os gerados por pilhas e baterias. A demanda destas fontes de energia € muito
alta, visto o acelerado desenvolvimento tecnoldgico, e assim, sdo facilmente substituidas, j&
que seu tempo de vida atil é curto, sendo descartados rapidamente. Quando estes materiais
sdo dispostos de forma incorreta, geram uma série de problemas ambientais e riscos para a
salde humana, por serem considerados toxicos, ja que sdo compostos de metais pesados.
Diante disto, o desenvolvimento de alternativas biotecnoldgicas sustentaveis que utilizam
microrganismos para producdo de energia, permitem a substituicdo de pilhas e baterias,
reduzindo a geracdo desses residuos, bem como, os problemas ambientais causados pelos
mesmos. Esse trabalho teve por objetivo a analise do potencial energético de bactérias do solo
do Manguezal e do Semiarido, através da construcdo de um sistema de biobateria, composto
por consércios bacterianos. A partir das amostras de solo dos diferentes ecossistemas, foram
selecionadas estirpes de quatro grupos bacterianos, sendo 10 bactérias catddicas do
Manguezal (Mcat), 10 anddicas do Manguezal (Man), 10 catédicas do Semiéarido (Scat) e 10
anodicas do Semiarido (San), totalizando 40 estirpes bacterianas. As estirpes foram
submetidas a coloracdo de gram, teste de aderéncia em vidro, teste de producdo de gas em
placa e teste de antagonismo bacteriano. A construcdo dos consércios bacterianos para a
montagem do sistema, se deu por meio dos resultados dos testes de antagonismo e de
aderéncia em vidro. Foram eleitos quatro consércios, um de cada grupo bacteriano, para
compor o sistema de biobateria. Os resultados mostram que as bactérias apresentaram
capacidade de producdo de energia, mas ainda sdo necessarios mais estudos e experimentos

laboratoriais para otimizar e estabilizar a producéo.

Palavras-chave: Biobateria. Eletromicrobiologia. Microbiota de solo.



ABSTRACT

The search for sustainable energy means has increased in the last decades, aiming to reduce
the impacts caused in the production process and also, in the incorrect destination of waste,
among these, are the batteries. The demand for these energy sources is very high, given the
accelerated technological development, and thus, they are easily replaced, since their useful
life is short, being discarded quickly. When these materials are incorrectly disposed, they
generate a series of environmental problems and risks to human health, since they are
considered toxic composed of heavy metals. Therefore, the development of sustainable
biotechnological alternatives that use microorganisms for energy production, allows to solve
the problems of efficiency, avoiding the generation of these residues, as well as the
environmental problems caused by them. The objective of this work was to analyze the
energy potential of soil bacteria from the Mangrove and Semi - arid, through the construction
of the biobattery system, composed of bacterial consortia. Strains of four bacterial groups
were used: 10 cathodic bacteria from the Manguezal (Mcat), 10 anode Manguezal (Man), 10
cathodic from the Semi-Arid (Scat) and 10 anodic from the Semi-Arid (San), totalizing 40
bacterial strains. The strains were subjected to gram staining, glass adhesion test, plaque gas
test and bacterial antagonism test, as criteria for the formation of microbial consortia. The
construction of the bacterial consortiums for the assembly of the system was done by means
of the previous results of the test of antagonism and test of adhesion in glass. Four consortia
were chosen, one from each bacterial group, to compose the biobattery system. The results
show that the bacteria presented capacity of energy production, but more studies and
laboratory experiments are still needed to optimize the production.

Keywords: Biobattery. Eletromicrobiology. Soil Microbiota.
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1 INTRODUCAO

A busca pela sustentabilidade nos meios de geracao de energia tem aumentado nas
ultimas décadas visando reduzir impactos ambientais negativos causados durante o processo
produtivo. Contudo, o problema ndo se limita ao processo produtivo; com o acelerado
desenvolvimento tecnologico ocorre também o aumento do uso e compra de aparelhos
eletroeletronicos, que necessitam de energia para seu funcionamento, utilizando algum tipo de
bateria geralmente recarregével, como fonte de fornecimento (SCHNEIDER, 2011), o que faz
com que a demanda de pilhas e baterias seja proporcional, ou até mesmo maior, a0 consumo
desses aparelhos.

Esses materiais apresentam curto tempo de vida util, alta demanda de substituicdo
e, consequentemente, desempenham grande influéncia na geracdo de residuos
eletroeletronicos. Quando dispostos de maneira inadequada no meio ambiente, visto a
caréncia de alternativas de descarte em locais corretos e a falta de informacdo da populacéo,
podem resultar numa série de problemas ambientais como contaminacdo de solos por
infiltracdo (percolando para dguas subterraneas e rios). As baterias sdo consideradas altamente
toxicas no ambiente por serem constituidas de metais pesados como mercurio, chumbo,
cadmio, niquel, entre outros (AFONSO, 2003; FAGUNDES, 2017; KEMERICH et al., 2012).

Diante desse cenario, tem crescido o desenvolvimento de alternativas
biotecnoldgicas sustentaveis que utilizam microrganismos para producdo de energia. Dentre
as principais inovacOes, destacam-se as células de combustivel microbianas (MFCs), que
utilizam as capacidades bio-cataliticas de microrganismos viaveis para converter energia
armazenada nas ligacGes quimicas e gerar uma corrente elétrica, apresentam baixa emissao de
poluentes, quimicos e sonoros, boa eficiéncia e alta densidade de energia (GHANGREKAR;
SHINDE, 2006; MERLE; WESSLING; NIJMEIJER, 2011; VAGHARI; JAFARIZADEH-
MALMIRI; ANARJAN, 2013).

Dentre as técnicas desenvolvidas, a criacdo de biobaterias que fazem uso de
bactérias como fontes para geracdo de energia elétrica, apresenta-se como potencial
alternativa para reducdo tanto de problemas ambientais, quanto para os problemas de
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eficiéncia relacionados as baterias convencionais, uma vez que as bactérias possuem um ciclo
de vida longo, podendo existir enquanto os nutrientes estiverem disponiveis no meio.

As bactérias como possiveis produtoras de energia sdo o foco principal desta
pesquisa. Pretende-se realizar a prospeccao de bactérias do solo de manguezal e do solo do
semiarido brasileiro, como potenciais produtoras de energia, comparando a maior eficiéncia
em cada um dos casos, analisando seu potencial energético, como base para o
desenvolvimento de tecnologia alternativa ambientalmente sustentavel aos dispositivos

comumente utilizados.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar o potencial energético das bactérias do solo do Manguezal e do solo do
Semiarido, como base para tecnologia alternativa sustentavel e eficiente de producdo de
energia.

2.2 Objetivos especificos

e Selecionar bactérias com capacidade de producéo de energia;
e Montar consércios bacterianos com capacidade de producéo de energia;
e Desenvolver um modelo de biobateria como fonte alternativa de energia sustentéavel

aos dispositivos comuns utilizados.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Solos

O solo desenvolve-se por meio de interagdes complexas entre o material parental
(rochas, areia, aluvides glaciais, e assim por diante), a topografia, o clima e 0s organismos
vivos, sendo formados no decorrer dos anos por uma série de combinacGes de processos
quimicos, fisicos e bioldgicos. A composicdo do solo se da por, pelo menos, cinco elementos
bésicos: minerais (40%), matéria organica (5%), macro e microorganismos vivos (5%) e ar e
agua (50%) (MADIGAN, 2016).

Os processos bioquimicos de intemperismo sdo aprimorados pela presenca de
agua, oxigénio e dos compostos organicos resultantes da atividade bioldgica. Os processos
fisico-quimicos que convertem rochas, como feldspatos e micas, em particulas minerais
menores, como argila, juntamente com a perda de nutrientes das plantas, iniciam o processo
de formacdo dos solos. Durante os estagios iniciais de formacao dos solos, ha deficiéncia de
dois nutrientes principais, carbono e nitrogénio, por isso, os colonizadores primarios do
material parental do solo sdo geralmente organismos com capacidade de fotossintetizar e fixar
nitrogénio, esses, sao predominantemente as cianobactérias (PAUL; CLARK, 2007).

Assim, a vegetacdo primaria possui associacdo com organismos do solo, como 0s
fungos, vivendo em simbiose, para ajudar na absor¢do de nutrientes e agua. Apos o
estabelecimento da vegetacdo, 0s processos continuos no solo constituem uma dinamica de
vida e morte das células, concentracdo de matéria organica no solo, e particulas minerais em
pequenos tamanhos, suficientes para permitir intimas interacdes coloidais caracteristicas do
solo (PAUL; CLARK, 2007).

3.2 Atividade Microbiana nos solos

O solo € um habitat complexo que apresenta na visdo microbioldgica, numerosos
microambientes e nichos. Nele a atividade microbiana € influenciada por diversos fatores,

muitas vezes limitantes, que caracterizam cada tipo de solo de acordo com o ambiente e
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processos que o constitui. Os solos sdo a principal fonte de nutrientes e minerais para
microorganismos, uma vez que sao sumidouros de materiais mortos, como plantas e animais;
enriquecendo as populacGes microbianas dotadas da capacidade de degradar compostos
organicos disponiveis em seu meio (DUBEY; TRIPATHI; UPADHYAY, 2006).

Além dos constituintes minerais do solo, existem muitos organismos que nele
habitam e que podem contribuir para sua formagéo e funcionamento. O solo constitui-se de
um corpo organizado, que provavelmente contém o maior nimero de individuos e maior
diversidade que qualquer outro habitat ou ecossistema (MARTINS [201-]). A fracdo bioldgica
é composta, predominantemente, por microrganismos (bactérias e fungos), além de minhocas,
insetos e nematoides (LEITE; ARAUJO, 2007).

O solo representa um ecossistema complexo, no qual os microrganismos presentes
adaptam-se a micro habitats e vivem juntos em consorcios, interagindo entre si e com o
ambiente. A diversidade microbiana é imprescindivel para o funcionamento do ecossistema,
uma vez que 0s microrganismos presentes no solo, sdo responsaveis por diversos processos
geoquimicos, decomposicao da matéria organica, ciclagem de nutrientes e energia (incluindo
a fixacdo de nitrogénio atmosférico), liberacdo de nutrientes em formas disponiveis as plantas
e degradacdo de substancias tdxicas. Os microrganismos promovem ainda, associacdes
simbi6ticas com raizes de plantas, atuam no controle biolégico de patdgenos, e influenciam na
solubilizacdo de minerais e contribuem para a estruturacdo e agregacdo do solo (DUBEY;
TRIPATHI; UPADHYAY, 2006; LEITE; ARAUJO, 2007; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

A diversidade de populacdes microbianas indica que elas se beneficiam de
qualquer nicho encontrado em seu ambiente. Diferentes quantidades de nutrientes, de
oxigénio, e luz podem existir em poucos milimetros de solo (TORTORA; FUNKE; CASE,
2017). A presenga de um microrganismo no solo é determinada por fatores que limitam sua
sobrevivéncia, atividades, bem como sua distribuicdo (LEITE; ARAUJO, 2007). O sucesso
de um organismo em qualquer habitat é funcdo da extensdo e da rapidez de suas respostas
fisioldgicas as condi¢cdes ambientais predominantes (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).
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3.3 Manguezal

Os manguezais consistem em ecossistemas de transicdo entre os ambientes
terrestre e marinho, ocorrendo nas faixas tropicais e subtropicais, apresentando um gradiente
de salinidade entre a 4gua doce dos rios e a agua salgada dos mares, ocorrendo variacdo
dependendo das condic¢Bes de marés, enchentes e vazantes (GERLING, et al., 2016).

A grande riqueza bioldgica desse ecossistema, 0 torna um grande bercario natural,
tanto para as espécies residentes, como peixes, quanto para espécies migratorias, que visitam
0 ecossistema em pelo menos uma fase do ciclo de vida (SCHAEFFER-NOVELLI, 2000).
Este ecossistema possui extrema importancia ecoldgica, desempenhando diversas funcgdes
como: exportador de matéria organica para o estuario; contribui para a produtividade da zona
costeira, pois possui solos ricos em nutrientes (com alta concentracdo de matéria organica),
proporcionado alimento para uma extensa cadeia alimentar; € um local onde varias espécies
encontram as condicGes ideais para reproducdo, bercério, criadouro e abrigo de sua prole; sua
vegetacdo impede a erosdo e estabiliza a costa; e suas raizes atuam como filtro para a retencédo
de sedimentos.

Nos solos do mangue ocorrem altas taxas de decomposicdo. Quando as plantas
morrem seus restos sdo adicionados ao solo bruto, transformando-se em nutrientes que
permitem um desenvolvimento microbiano mais intenso (MADIGAN et al., 2016).

Em ecossistemas de manguezais ocorrem altas taxas de fixacdo de N., associadas
a presenca de folhas mortas e em decomposicdo, pneumatoforos, rizosfera e biofilmes de
cianobactérias que cobrem a superficie do sedimento, bem como os préprios sedimentos
(HOLGUIN; VAZQUEZ; BASHAN, 2001).

Os microrganismos em solo de manguezal estdo estimados da seguinte forma:
bactérias e fungos representam cerca de 91% da microbiota total, enquanto algas e
protozoarios constituem somente 7 e 2 %, respectivamente. Os microrganismos de solo
executam funcGes cruciais no ecossistema manguezal, uma vez que atuam em Varios passos
da decomposicdo e mineralizacdo de serrapilheira, sendo imprescindivel sua contribui¢do para
a produtividade desse ecossistema (HOLGUIN; VAZQUEZ; BASHAN, 2001; LIANG et al.,
2007).
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3.4 Semiarido

O semiarido trata-se de uma regido com caracteristicas que se aproximam da
aridez, a causa disso se deve especialmente ao modo de exploracédo antropogénica da terra que
a tornam deserta ou arida, ao desmatamento, as praticas predatorias em rios e com a terra, as
queimadas, a contaminac&o de solos por agrotoxicos, todos esses fatores aliados a escassez de
chuva na regido e ao limitado sistema de armazenamento de agua da chuva (BAPTISTA,
CAMPQOS, 2013).

O semiarido brasileiro possui natureza rica e diversa. A maior parte do territorio
do semiarido € ocupada pela caatinga, que é um bioma exclusivamente brasileiro, sua
vegetacdo € constituida principalmente por espécies lenhosas, cactaceas, bromeliaceas e
pequenas herbaceas, e caducifélias (BAPTISTA, [201-]). A maioria das espécies floristicas da
caatinga, possuem caracteristicas xerofiticas, sobrevivendo em condi¢bes de aridez, sendo
adaptadas as secas, e variam dependendo do regime de chuva e do tipo de solo. As adaptacdes
englobam, desde folhas reduzidas ou modificadas, apresentando espinhos para reduzir sua
transpiracdo, queda das folhas durante a estacdo seca (caducifdlias), sistema de
armazenamento de &gua modificado nas raizes e no caule, e presenca de raizes profundas para
absorcao de dgua do solo (SUCUARANA, [201-]).

3.5 Pilhas e Baterias

Pilha, ou célula eletroquimica, € um dispositivo constituido unicamente por dois
eletrodos e um eletrélito, arranjados de maneira a produzir energia elétrica. Quando estas
células sdo ligadas em série ou em paralelo, ou ainda através da combinacdo de ambas,
originam a bateria, ou seja, uma bateria € o0 conjunto do agrupamento de pilhas. Nestes
sistemas, o fornecimento de energia elétrica ocorre através de reacdes eletroquimicas,
havendo conversdo de energia quimica em energia elétrica (BOCCHI; FERRACIN;
BIAGGIO, 2000; SCHNEIDER, 2011).

Cada célula é formada por dois eletrodos, sendo um anodo, que constitui o pélo

negativo, e um catodo, que constitui o pélo positivo, separados por um eletrélito. Durante a
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fase de descarga (fornecimento de energia elétrica) o anodo libera elétrons para o circuito,
pela oxidacdo, enquanto o cdtodo recebe elétrons do circuito, pela reducdo (SCHNEIDER,
2011). Os eletrodos sdo constituidos de uma variedade de metais, potencialmente perigosos,
gue sdo 0s metais pesados. Ja os eletrolitos, podem ser acidos ou basicos, variando de acordo
com o tipo de pilha (WOLFF, 2001). O eletrolito pode ser liquido, sélido ou pastoso, mas
sempre deverd ser um condutor idnico (BOCCHI; FERRACIN; BIAGGIO, 2000). Os
materiais que compdem os eletrodos e eletrdlitos encontrados nas pilhas e baterias, estdo

listados na tabela 1.

Tabela 1- Componentes quimicos primarios de pilhas e baterias.

Tipo de bateria Céatodo Anodo Eletrolito
Alcalina Dio6xido de manganés Zinco Hidroxido de ,pqtassm efou de
sodio
Zinco-carbono  Diodxido de manganés Zinco Amonia e/ou cloreto de zinco
Mercdrio Oxido de mercurio Zinco Hidroxido de ,pqtassm efou de
sodio
Zinco-ar Oxigénio Zinco Hidroxido de potassio
Prata Oxido de prata Zinco Hidroxido de ,pqtassm e/ou de
sodio
Litio Varlos, QX|dos Litio Solventes organicos e/ou
metalicos solucdes salinas

Niquel-cadmio
(recarregavel)

Hidréxido de potassio e/ou de

Oxido de niquel Cadmio hge
sodio

Fonte: WOLFF, 2001.

Na ultima década, com a proliferacdo de aparelhos eletroeletrénicos portateis,
como: brinquedos, relégios, celular, lanternas, jogos, computadores, aparelhos de som,
instrumentos de medicdo de afericdo, equipamentos médicos etc; a demanda por pilhas e
baterias tem aumentado, visando atender as necessidades do mercado, fabricando baterias

cada vez menores, mais leves e com melhor desempenho, existindo atualmente no mercado
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uma grande variedade das mesmas (BOCCHI; FERRACIN; BIAGGIO, 2000). Com o
aumento de eletrénicos e consequentemente, de pilhas e baterias, a disposi¢do das Ultimas em
residuos é cada vez maior, sendo dispostos em aterros ou ndo sendo destinados a reciclagem -
mesmo sendo passiveis de reciclagem.

A disposicdo de pilhas e baterias em lixo doméstico, encaminhado a aterros
sanitérios e lixdes, pode desencadear problemas ambientais como a contaminagédo de plantas,
solos, corpos hidricos e ar, devido a liberacdo metais pesados presentes em sua composicao
quando ocorre corrosao da blindagem da pilha exposta ao meio (AFONSO, 2003).

No Brasil, o0 Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) publicou em
2008, a resolucdo CONAMA 401/2008 que exige coleta e destinacdo final ambientalmente
adequada para pilhas e baterias, bem como, os valores méximos permitidos de chumbo,
cadmio, e mercurio que devem conter nas mesmas. Em 2010, a Politica Nacional de Residuos
Solidos (PNRS) estabelece padrbes e diretrizes que, dentre outras coisas, objetivam a
implementacdo de sistemas de logistica reversa para uma série de produtos, incluindo pilhas e
baterias (ABINEE, 2017).

Segundo dados da Associacdo Brasileira da Industria Elétrica e Eletroeletronica
(ABINEE), cerca de 1,2 bilhdes de pilhas e baterias de uso doméstico sdo comercializadas por
ano no Brasil, considerando a producdo nacional e as importacdes (legais ou ndo), sendo que
cerca de 40% desse mercado é dominado por produtos irregulares. Entre 2010 e 2011 o
programa de logistica reversa da ABINEE, recolheu 112 toneladas de pilhas e baterias, cerca
de um terco do material recolhido, corresponde a pilhas e baterias de mais de 200 marcas
comercializadas e descartadas sem que seus fabricantes assumam a responsabilidade do
descarte adequado (ABINEE, 2012).

A quantidade expressiva de pilhas e baterias comercializadas, somado ao fato de
serem classificadas como residuos perigosos, compostos de metais pesados como: chumbo,
cadmio e mercurio, preconiza a necessidade de seu recolhimento e destina¢do ambientalmente
adequada (FAGUNDES, 2017).
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3.6 Célula de combustivel microbiana

“Sabe-se que as reacOes de transferéncia de elétrons sdo fundamentais para a
conservagdo de energia ¢ o metabolismo de bactérias” (NAGARAJAN, 2012). Tendo em
vista 0 mecanismo de troca de elétrons evidenciados nesses microrganismos surge um campo
de estudo voltado para compreender melhor como esse processo ocorre. “Eletromicrobiologia
é¢ 0 estudo da troca de elétrons microbianos com dispositivos eletrbnicos externos e
funcionalidades de microrganismos que tém o potencial de contribuir para o0 emergente campo
da bioeletronica” (LOVLEY, 2012).

A bioeletrénica, conforme Lovley (2012), é uma tecnologia que desenvolve
dispositivos eletrbnicos a partir de componentes biologicos. Uma aplicacdo desse tipo de
tecnologia seriam as biobaterias. As biobaterias sdo sistemas semelhantes as baterias
tradicionais em que microrganismos como as bactérias sdo responsaveis pelo funcionamento
do dispositivo.

Os avancos na Eletromicrobiologia ocorreram muito pelos estudos acerca das
bactérias redutoras de metal e das células de combustivel microbianas (Microbial Fuel Cells-
MFC). Um dos primeiros trabalhos referentes a bactérias com capacidade redutora de metal
foi realizado por Lovley e Phillips (1988) onde constatou-se que microrganismos eram
capazes de oxidar compostos inorganicos como ferro (Fe) e manganés (Mn) como Unico
aceptor de elétrons. Em relacdo as MFC, o primeiro trabalho que se tem registro é de Potter
(1911) onde compostos organicos foram decompostos por meio da atividade fermentativa de
leveduras, sendo o termo MFC amplamente utilizado somente a partir da década de 1970.

As células de combustivel, de modo geral, sdo dispositivos capazes de converter
energia quimica em energia elétrica (CAPODAGLIO et al., 2013). Costumam apresentar uma
dindmica comum de funcionamento, com a presenca de um eletrdlito para conducdo de ions
que percorrem um trecho entre o &nodo e o catodo, situados em dois compartimentos, além de
um circuito externo por onde os elétrons sdo conduzidos (OLIVEIRA, 2018).

Podem ter variadas classificacGes a depender do eletrdlito utilizado: célula de
combustivel alcalina (AFC), célula de combustivel de acido fosférico (PAFC), célula de

combustivel de membrana trocadora de prétons (PEMFC), célula de combustivel de oxido
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solido (SOFC), célula de combustivel direta de metanol (DMFC), célula de combustivel direta
de etanol (DEFC) e célula de combustivel microbiana (MFC) (OLIVEIRA, 2018).

Em relacéo as células de combustivel microbiano (MFCs), sdo consideradas uma
alternativa sustentavel para geracao direta de eletricidade a partir de doadores de elétrons
oxidados por microorganismos (CHAUDHURI; LOVLEY, 2003). Os mecanismos de geracao
de energias atuantes nas MFCs envolvem processos microbioldgicos, bioquimicos e
eletroquimicos que possuem varidveis fundamentais para alcangar uma boa eficiéncia
(TYAGI et al., 2012).

Por meio da mediacdo de microrganismos exoeletrogénicos ou eletrotroficos que,
transferem ou recebem elétrons do eletrodo, respectivamente, em reacGes de reducdo e
oxidacdo, convertem energia quimica, contida em um substrato organico bioconvertivel, em
energia elétrica (LOGAN et al., 2012; POTTER, 1911; RABAEY; VERSTRAETE, 2005).
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4 METODOLOGIA

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Microbiologia Ambiental e do
Pescado (LAMAP) do Instituto de Ciéncias do Mar (Labomar) da Universidade Federal do
Ceara (UFC).

4.1 Preparo de solucBes e meios de cultura

Todas as vidrarias, solugdes e meios de cultura utilizadas para o desenvolvimento
desta pesquisa, foram previamente esterilizados em autoclave a 121° C por 15 minutos. Todos
0s meios de cultura utilizados nesta pesquisa, foram preparados de acordo com as orientacGes

do fabricante e tiveram seus pHs ajustados entre 7,4-7,5 com solu¢do de NaOH ou HCI 10%.

4.2 Coleta e processamento da amostra

Foram coletadas amostras da camada superficial (horizonte A) de solo do
Semiarido no municipio de Jaguaribe (Ceard) e do solo de Manguezal no municipio de Fortim
(Ceard). Posteriormente, as amostras foram acondicionadas em uma bolsa isotérmica e

transportadas ao LAMAP, onde foram armazenadas até 0 momento do processamento.

4.2.1 Extracao

O processamento das amostras se deu pela pesagem de 25 g de solo do Manguezal
e 25 g de solo do Semiarido, posteriormente adicionadas em dois erlenmeyers (um para cada
amostra) previamente esterilizados, contendo 225mL de caldo mineral. Em seguida foram
mergulhadas no caldo de cada erlenmeyer, duas placas (2,5cm x 6 cm), uma placa de cobre
(catodo) e uma placa de aluminio (anodo). As placas foram colocadas de forma que ficassem
suspensas (Figura 1) e assim facilitasse a aderéncia das bactérias a parede das mesma e
formacdo de biofilme bacteriano. Devidamente fechados, os dois erlenmeyers foram
colocados em incubadora shaker (TE-420-Tecnal) sob agitacdo a 80 RPM por um periodo de
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48h a temperatura de 30° C. Os procedimentos realizados para processamento da amostra

estdo esquematizados na figura 1.

Figura 1 — Fluxograma do processamento das amostras.

25 g de solo 4

Caldo mineral
225mL

Eletrodos de Cobre e Aluminio
mergulhados em
caldo mineral

Agitacdo e incubacio

Fonte: elaborado pela autora.

4.2.2 Quantificacdo e Isolamento das Bactérias (Mcat, Man, Scat, San)

Passado o periodo de incubacédo, os erlenmeyers foram retirados e tiveram suas
placas (cobre e aluminio) raspadas, sendo que os grupos ficaram denominados da seguinte
forma: biocatodo do Manguezal (Mcat), biodnodo do Manguezal (Man), biocatodo do
Semiérido (Scat) e biodnodo do Semiarido (San) de acordo com a pré-selecdo baseada na
aderéncia das bactérias aos eletrodos de ambos 0s ecossistemas.

O material da placa foi diluido com 1mL de solugéo salina 0,85%, a partir dessa
etapa foram feitas diluices seriadas até a diluicdo 10, resultando em uma diminuicéo

sistematica na concentracao de células da amostra. Em seguida, uma aliquota de 1 mL de cada
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diluicdo foi transferida, em duplicata, para placas de Petri e cobertas com Agar TSA conforme
a técnica de pour plate ou método de semeadura em profundidade, na qual o agar em solucao
a ~45-50°C foi depositado sobre indculo e em seguida as placas suavemente agitadas em
circulos sobre a bancada, para o espalhamento e mistura (MADIGAN et al., 2016;
SANDERS, 2012). As placas foram incubadas na estufa bacteriologica a 35° C por 48h. Os

procedimentos realizados para plagueamento estdo esquematizados na figura 2.

Figura 2 — Fluxograma do plagueamento das amostras.

Raspagem e dilui¢iio do material _~~

Diluigdes seriadas

10" 107 10° 10

35° C/ 48hrs kgt

Fonte: elaborado pela autora.

Apds o periodo de incubacdo, realizou-se a contagem das placas com nimero de
colbnias entre 25 e 250, depois de contabilizadas foi feita a média aritmética das duplicatas,
em unidades formadoras de colénia (UFC). Usou-se como critério de selecdo, as coldnias que
apresentaram pigmentacdo, forma de borda diferenciada e/ou maior tamanho em relacdo as
outras, as coldnias selecionadas foram pescadas e repicadas em tubos de ensaio contendo
Agar TSA, onde ficaram na estufa a 35° C por 24h, para posterior caracterizagio
morfotintorial e estoque. No total, foram isoladas 40 estirpes, 20 de cada ecossistema, sendo
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(10) de Manguezal catodo (Mcat), (10) de Manguezal &nodo (Man), (10) de Semiarido catodo
(Scat) e (10) de Semiarido anodo (San).

4.3 Caracterizacao morfotintorial dos isolados

As estirpes foram caracterizadas pela técnica de coloracdo de Gram, técnica
utilizada para classificacdo bacteriana de acordo com o tamanho, morfologia celular e
comportamento diante dos corantes, sendo possivel identificar as bactérias em Gram-positivas
que possuem parede espessa formada por peptideoglicano, e Gram negativas que, possuem
uma membrana externa, além da camada menos densa de peptideoclicano (CAVASSIN;
MADIGAN, et al. 2016; MOREIRA; CARVALHO; FROTA, 2015; NOWAKONSKY;
LEVY, 2013; TORTORA; FUNKE; CASE, 2017). As bactérias sdo classificadas quanto a sua
morfologia (cocos, bastonetes), e quanto a sua parede (Gram-positiva e/ou Gram-negativa).

4.4 Teste de Antagonismo Bacteriano in vitro

Com o intuito de testar diferentes grupos de bactérias para a formacdo de
consdrcios microbianos, o teste de antagonismo realizado neste experimento foi feito de
acordo com a técnica de estrias cruzadas, Cross streak, com algumas adaptacoes, (YOSHIDA
et al., 2009). Inicialmente as culturas bacterianas foram renovadas em Caldo Brain Heart
Infusion (BHI) e incubadas a 35° C por 24h. A partir do crescimento em Caldo BHI foi feita
uma estria vertical no centro de uma placa de petri contendo agar TSA e em seguida foram
feitas de quatro a seis estrias horizontais e perpendiculares a estria central, distantes desta
aproximadamente 0,5cm. Depois de estriadas, as placas foram incubadas em estufa a 35° C
por 24h.
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Figura 3 — Fluxograma do teste de antagonismao.

TSA Caldo BHI Estirpes estriadas em agar TSA
35° C/24hrs 35° C/24hrs

Estufa
Bacteriologica

24hrs/35° C

Fonte: elaborado pela autora.

O teste foi dividido em quatro etapas. A primeira, para 0s grupos de estirpes
bacterianas do eletrodo cobre (biocatodo) pertencentes aos ecossistemas Manguezal e
Semiarido (Mcat e Scat). A segunda, para os grupos de estirpes bacterianas do eletrodo
aluminio (bioanodo) pertencentes aos ecossistemas supracitados (Man e San). E as duas
Gltimas etapas, usando os grupos de estirpes de eletrodos diferentes (biocatodo e bioanodo)
pertencentes a0 mesmo ecossistema, Manguezal e Semiarido respectivamente.

O antagonismo entre as estirpes testadas foi considerado positivo (+) quando
identificada a inibicdo do crescimento entre as estirpes horizontais em relacdo a estirpe
vertical, e considerado negativo (-) quando ndo apresentaram inibi¢cdo de crescimento na
proximidade uma da outra, ultrapassando os 0,5 cm e ndo havendo formacéo de halo entre
elas. As estirpes que apresentaram antagonismo negativo sdo as melhores opcbes para a
formacdo dos consdrcios bacterianos.

As combinagles de bactérias visaram a construcdo de dois consorcios para cada
tipo de amostra (biocatodo e bioanodo) e também a formacdo de um consércio entre os dois
ecossistemas (Manguezal e Semiarido). Cada consoércio foi composto de duas a quatro

estirpes.
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4.5 Teste de aderéncia a superficie do vidro (TAV)

As estirpes com relagdes mutualisticas positivas (antagonismo negativo) foram
submetidas a teste para verificacdo capacidade de aderéncia. Foi testada através da técnica de
agregacao em vidro, de acordo com o protocolo descrito a seguir, que foi adaptado de
Christensen et al. (1985). As estirpes foram inoculadas em TSA a 35°C por 24h. Em seguida,
os inoculos foram transferidos para tubos de ensaio contendo 5mL de caldo Brain Heart
infusion (BHI) e levados a estufa bacteriologica, onde permaneceram a 35°C por 24h.

Ap0s o periodo de crescimento bacteriano, os caldos foram descartados e os tubos
tiveram seu interior lavados com agua destilada por trés vezes. Em seguida, os tubos foram
colocados para secar na posicao invertida (com a boca para baixo) em temperatura ambiente.
Depois da secagem, foi adicionado em cada tubo, 5mL de safranina 0,1% permanecendo nos
tubos por um minuto. A solugdo foi removida, os tubos foram lavados com agua destilada para
retirar 0 excesso de corante e invertidos para secagem.

O teste foi considerado positivo, quando ocorreu a formacdo de biofilme
microbiano na parede dos tubos, evidenciado pelo corante safranina. A bactéria Pseudomonas

aeruginosa (ATCC 27853) foi usada como controle positivo.

Figura 4 — Fluxograma do Teste de aderéncia em vidro

e
o>

e

Corante Descarte do

Agar TSA Caldo BH1 Descarte do Lavagem com Secagem Safranina Corante Safranina

35° C/ 24hrs 35° C/ 24hrs Caldo BHI agua destilada
Fonte: elaborado pela autora.
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4.6 Formacao dos consorcios e inéculo em caldo MFC

Para a formacdo dos consorcios bacterianos foram considerados: atividade
antagbnica negativa e preferencialmente, capacidade de aderéncia positiva. As estirpes foram
renovadas em tubos de ensaio contendo 5 mL de Agar TSA e levadas a estufa bacterioldgica a
35°C por 24h. Posteriormente, foram diluidas em solucdo salina 0,85%, e o inéculo ajustado
de acordo com a escala de McFarland (0,5), com a finalidade de atingir a concentracédo celular
igual a 1,5 x 108 UFC/mL.

Em seguida, o consorcio foi construido com aliquotas de 1mL de cada estirpe
bacteriana em tubo de vidro estéril contendo 200mL de caldo MFC (meio modificado),
composto por: NH4Cl, NaH2PO4-H20, Na,HPO4, KCL, acetato de sédio e caldo mineral. O
eletrodo (placa de cobre ou aluminio) foi colocado no sistema suspendido no caldo por um
fino fio. Os tubos foram colocados em incubadora shaker (TE-420-Tecnal) sob agitacdo a 80
RPM por um periodo de 6 dias a temperatura de 30°C. Assim, foram feitos quatro consorcios,
um para cada eletrodo (cobre e aluminio) e um para cada ecossistema (semiarido e
manguezal). O crescimento pode ser observado pela formacédo do biofilme nas placas e pela
turvacdo do meio. Foi usado um controle negativo correspondendo ao sistema com tubo de

vidro contendo caldo MFC e eletrodos sem o in6culo bacteriano.

4.6.1 Construcdo do sistema de biobateria em meio liquido

Apbs o periodo de incubacdo em estufa de agitacdo, os tubos foram retirados para
a formacdo dos pares de sistemas e o teste de eficiéncia de producdo de energia, conforme
sera descrito a seguir.

Foram construidos dois pares de sistema, sendo o primeiro composto de estirpes
do Manguezal (biocatodo e biodnodo); e o segundo sistema composto por estirpes do
Semiéarido (biocatodo e bioanodo).

Cada sistema foi interligado por uma ponte salina, que consiste em um cano de
plastico (0,5 cm de diametro), fechado nas extremidades por algodéo, preenchido de solucéo

de cloreto de sddio (NaCl), para manter o equilibrio dos ions entre cada consércio, permitindo
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o funcionamento continuo do sistema. A medicdo da quantidade de energia produzida pelos
dois sistemas foi feita através de um multimetro digital (DT830B 8PJ).

Para a construcdo do sistema de biobateria em meio liquido, usou-se o modelo da
pilha de Daniell como referéncia. No modelo mencionado, a pilha consiste em um anodo de
zinco metalico, um catodo de cobre metalico e um eletrolito, imersos em uma solugdo com
seus proprios ions (BOCCHI; FERRACIN; BIAGGIO, 2000).

No sistema de biobateria, as bactérias estdo imersas em caldo MFC e aderidas aos
eletrodos no qual possuem afinidade, ocorrendo as reacdes quimicas de oxidacdo pelas
bactérias com afinidade ao aluminio e reducdo pelas bactérias com afinidade ao cobre (Figura
5).

Figura 5 - Esquema representativo do funcionamento de uma biobateria em meio liquido.

Ponte Salina
NaCl(aq)

MeioMFC ?

Fonte: autora.



37

4.7 Teste de Producéo de Gas em placa

As estirpes selecionadas para consércio e que preferencialmente tiveram maior
aderéncia no TAV, foram submetidas ao teste de producdo de gas em placa, conforme sera
descrito a seguir.

As estirpes foram renovadas em agar TSA e colocadas em estufa bacterioldgica
por 24 horas a 35 °C, em seguida foram inoculadas em solucédo salina 0,85%, e ajustadas de
acordo com a escala de McFarland (0,5), objetivando atingir a concentracdo celular igual a 1,5
x 108 UFC/mL.

Para a construcdo e teste de producdo de gas de cada consércio, foi colocada em
placa de vidro previamente esterilizada, uma aliquota de 1mL de cada estirpe e em seguida,
coberta por &gar MFC (caldo acrescido de agar-agar) em solugdo a ~45-50°C pela técnica de
pour plate. A seguir, as placas foram levadas para estufa a 35 °C durante 5 dias. No total
foram inoculadas oito placas, sendo duas correspondentes a cada consorcio.

O teste teve a finalidade de observar a producéo de gas pelas bactérias o que pode
ser um impedimento para a estabilidade e continuidade do sistema e dificuldade de conducéo

de elétrons necessario para geracao de energia elétrica.

4.8 Construcao do sistema de biobateria em meio sélido

Para a construcdo do sistema em meio sdlido, foi eleito o consércio que teve a
maior producdo de energia em meio liquido (Manguezal catodo e Semiarido anodo), cada
consorcio foi inoculado em placa de vidro previamente esterilizada, pela técnica de pour
plate, sendo cobertos de dgar MFC, as estirpes foram ajustadas de acordo com a escala de
McFarland (0,5). A seguir foram levadas para estufa a 35 °C durante 5 dias. No total foram
inoculadas quatro placas, sendo duas correspondentes a cada consorcio.

Depois do periodo de incubacao, e verificado o crescimento de coldnias, o agar foi
cortado em “pastilhas”, utilizando-se como molde falcons previamente esterilizados para fazer
0s cortes. Foram também feitas pastilhas de concentrado de NaOH em Agar 4gar, sendo este
distribuido anteriormente em placas (Figura 6 a).
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A seqguir as pastilhas foram empilhadas de modo alternado, sendo que entre cada
consorcio foi colocado uma pastilha de NaOH. No total, foram empilhadas cinco pastilhas de
cada consorcio e oito pastilhas de NaOH, de modo alternado, seguindo a ordem (Mcat +
NaOH + San), é importante ressaltar que para ocorrer a producdo de energia, sempre deve
haver uma pastilha com consércico catodico e uma pastilha com consoércio anddico, separados
por uma pastilha de NaOH, sendo esta responsavel pela troca de ions, atuando como ponte
salina (Figura 6 b).

A seguir, foram introduzidos fios de cobre e aluminio na pilha de pastilhas e
unidos em uma extremidade, a outra extremidade ficou livre, sendo esta utilizada para a
captacdo de energia. Posteriormente a pilha foi envolta com papel aluminio, previamente
esterilizado, e posta em um tubo de vidro onde permaneceu em temperatura ambiente. Foram

realizadas medicGes diariamente durante o periodo de 7 dias.

Figura 6 - a) Pastilhas de NaOH; b) Pastilhas de (Mct, NaOH e San) empilhadas.

a) b)

Fonte: autora.



39

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Contagem padréo em placas

A densidade populacional das bactérias do solo do Manguezal com afinidade pelo
cobre foi de 7,2 x 10° UFC/g, e a densidade populacional das bactérias do solo do Manguezal
com afinidade pelo aluminio foi de 2,2 x 10° UFC/g. Na amostra do Semiarido, a densidade
populacional das bactérias com afinidade pelo cobre e aluminio foi 3,7 x 10° UFC/g e 1,7 x
10° UFC/g respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2— Densidade populacional das bactérias catddicas e anddicas isoladas de solo de
Manguezal e de Semiarido, respectivamente.

Amostra Grupo UFC/g de solo
Biocatodo 7,2x10°
Manguezal
Bioanodo 2,2 x10°
Biocatodo 3,7x10°
Semiarido
Bioanodo 1,7 x 10°

Fonte: Elaborado pela autora.

Os numeros estiveram na mesma ordem de grandeza com exce¢do das bactérias com
afinidade por cobre no sedimento do manguezal. Observa-se que as bactérias apresentaram
maior afinidade ao eletrodo cobre (biocatodo) do ecossistema semiarido e uma quantidade
bem menor em relacdo ao mesmo eletrodo no ecossistema manguezal. Isto pode ser
interpretado pela grande diferenca entre os dois ecossistemas, ja que o manguezal caracteriza-
se em um ecossistema altamente produtivo e rico em matéria organica, divergindo do
ecossistema semiarido este pobre em nutrientes. Assim, as bactérias dos dois ecossistemas
possuem diferentes caracteristicas, com alta capacidade de degradacdo em manguezais e

capacidade de sobrevivéncia em condi¢fes extremas, como a falta de nutrientes no semiarido.
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5.2 Caracterizacdo morfotintorial dos isolados

O resultado da coloragéo de Gram das 40 estirpes bacterianas isoladas de solo de

Manguezal e de Semiarido, pode ser observado na tabela 3.

Tabela 3— Caracterizagdo morfotintorial das estirpes bacterianas isoladas de solo de
Manguezal e de Semiarido de acordo com a afinidade pelos eletrodos catddicos e anodicos
(cobre e aluminio).

Amostra
Caract.erlstl.ca Manguezal Semiérido
morfotintorial
catodo anodo catodo anodo
01, 02, 03, 04, 01, 02, 01, 02, 03,
Bastonetes Gram + 05.07, 08, 09 & 10 03 e 04 01, 02, 03 e 08 04 6 06
04, 05, 06,

Bastonetes Gram - 06 05e 06 07 e 10 07
Cocos Gram + - 10 09 09e 10
Cocos Gram - - - - 05
Cultura mista - - - 08

Fonte: Elaborado pela autora.

A afinidade das estirpes aos eletrodos, pode ser evidenciada pelo biofilme formado
nas placas de cobre e aluminio, de onde as bactérias foram isoladas, havendo uma pré-selecéo
baseada na formac&o de biofilme e capacidade de agregacao das bactérias as placas.

Na caracterizagdo das estirpes isoladas do solo de Manguezal, dentre as 10
estirpes de (Mcat), as 10 foram bastonetes, 9 Gram positivas e 1 Gram negativa. Enquanto das
10 estirpes de (Man), 9 foram bastonetes, 7 Gram positivas, 2 Gram negativas e 1 era cocos

Gram positivos. Ja nas estirpes isoladas do solo do Semiérido, dentre as 10 estirpes de (Scat),
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9 eram bastonetes, 4 Gram positivas, 5 Gram negativos e 1 eram cocos Gram positivos.
Dentre as 10 estirpes de (San), 6 eram bastonetes, 5 Gram positivas, 1 Gram negativa, 2 eram
cocos Gram positivos, 1 eram cocos Gram negativos, e uma cepa apresentou-se mista e
contaminada, ndo sendo incluida no experimento.

Observa-se que em ambos 0s ecossistemas, 0 eletrodo anodo apresentou maior
diversidade, sendo esta ainda maior no ecossistema semiérido. No grafico 1 estdo
apresentados os percentuais de isolados bacterianos quanto a morfologia e composigédo

parede.

Gréfico 1- Distribuicdo percentual de isolados bacterianos originarios do solo de Manguezal e
do Semiéarido quanto as caracteristicas de morfologia e composicéao de parede celular.

Mista/Contaminada

2,5%

Cocos negativos

2,5%

Cocos positivos /

10,0% 4(10,0%)

Bastontes negativos 9 (22,5%)
22,5% :

25 (62,5%) Bastonetes positivos

62,5%

Fonte: elaborado pela autora.

Do total de 40 estirpes isoladas, 34 (85% do total) eram bastonetes, sendo (25)
Gram positivos e (9) Gram negativos, 5 (12,5% total) eram cocos, (4) Gram positivos e (1)

Gram negativa, uma (1) estirpe apresentou-se mista/contaminada.
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5.3 Teste de Antagonismo in vitro

O teste de antagonismo bacteriano foi realizado entre as 40 estirpes isoladas,
sendo que uma estirpe (San 08) ndo foi incluida no experimento. Nas tabelas 4, 5, 6 e 7,
observa-se o resultado das 4 etapas do teste de antagonismo feito para os dois ecossistemas e
diferentes eletrodos.

O antagonismo existente ou ndo entre as bactérias pode ser observado em placas
de petri, sendo classificados como antagbnicas quando o crescimento bacteriano nas estrias €

inibido pelo crescimento de outra (Figura 7).

Figura 7 - Teste de antagonismo pela técnica de estrias cruzadas.

Fonte: autora.

Na figura 7, pode-se observar um exemplo de resultado do teste de antagonismo
realizado em placa de Petri, realizado entre as estirpes do anddicas do Semiarido (San). O
resultado negativo do teste pode ser observado entre as estirpes S.Al 01 (San 01) e S.Al 02
(San 02), onde ambas crescem juntas. A estirpe S.Al 06 (San 06) cresce bem proxima a estria

central, ultrapassando 0,5 cm, contudo, o antagonismo é evidenciado pela formacéo de halo.
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Na tabela 4 observa-se o resultado do teste de antagonismo entre ecossistemas

Tabela 4 — Resultado da 12 etapa do teste de antagonismos entre as estirpes Manguezal catodo
(Mcat) e Semiarido catodo (Scat).

Teste de Antagonismo in vitro

Manguezal catodo (Mcat)

Semiarido catodo (Scat)

* | 112 |3|4|5|6]|7|8|]9|100|1|2)|3|4]|5]|6 |7 |]8]9]10
1| =
2 | P | =
3 | P|P|*
4 |P|P|P|*
5 |1 P|IN|NJ|]P|*
Mcat
6 |P|P|P|P|P|~*
7| P|P|P|P|P|P|*
8 |P|P|P|P|P|P|P|=*
9 |P|P|P|P|P|P|P]|P|*
wW[P|P|P|P|P|P|P|P|P|~*
1| P|P|P|P|P|P|P|P|P|P]|*
2 |P|P|P|P|P|P|P|P|P|P]|P]|*
3| P|P|N|P|P|P|P|P|P|P|[P]|P]|*
4 |P|P|IN|P|P|P|P|P|P|P|P|P|P|~*
Scat | 5 |P|N|P|P|P|P|P|P|P|P|P|P|P|N|*
6 |[N|N|N|P|P|IN|P|P|P|P|N|P|P|P|P|~*
7 sc | sc|sc|sc|sc|Sc|sc|sc|sc|sc| N/ |scj|sci|sc|sc]|sc| ™
g8 |P|P|N|P|P|P|P|P|P|P|N|P|P|N|P|P|P|~*
9 |N|P|P|P|P|P|P|P|P|P|N|P|P|P|P|IN|P|P]|*
10 | sc | sc | sc | sc |sc |Sc| sc|sc|sc|sc|sc|sc|sc|sc|sc|sc|sc|sc|sc| ™

Fonte: Elaborado pela autora. P: antagonismo positivo; N: antagonismo negativo; sc: sem crescimento.
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Na tabela 5 observa-se o resultado do teste de antagonismo entre ecossistemas

distintos (Manguezal e Semiérido) com o mesmo eletrodo (Aluminio).

Tabela 5 — Resultado da 22 etapa do teste de antagonismos entre as estirpes Manguezal anodo

(Man) e Semiarido anodo (San).

Teste de Antagonismo in vitro

Manguezal anodo (Man)

Semiarido anodo (San)

* 1,2|3|4|5|6|7|8|]9|10|1|2|3|4|5]|6 |7 8 10
1 *
2 | P | =
3 | P|P|*
4 | P|P|N|*
5 | P|P|P|P]|=
Man
6 |P|P|P|P|P|~*
7P| P|P|P|P|P|*
8 sC | sc|sc|sc|Sc|Sc|sc| *
9 |P|P|P|P|P|P|P|s]|*
0[P|P|P|P|P|P|P|s|P|*
1 Pl{ss| N|IN|P|P|P|sc|P|N]|*
2 |P|P|P|P|P|S|[N|s|P|P]|P]|=*
3| P|P|N|P|P|S|P|sc|P|P|[P]|P]|=*
4 |P|IN|P|P|P|P|P|sc|P|[N|P|N|N|*
5 sC | sc|sc|sc|Sc|Sc|sc|sc|sc|sc|sc|sc|sc|sc]|™*
San
6 N P N P P P P |lsc| N[N N P N | N|sc | *
7 P P P N P P P |lsc| P P P P P P |lsc| N *
8 sc | sc|sc|sc|Sc|Sc|sc|sc|sc|sc|sc|sc|sc|sc|sc|sc|sc|*
9 P N P P P P P | sc P N P P P P |sc| N P | sc
w0|P|P|P|P|P|P|P|sc|N|N[P|P|N|N|s|N|N,/sc *

Fonte: Elaborado pela autora. P: antagonismo positivo; N: antagonismo negativo; sc: sem crescimento.
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Na tabela 6 observa-se o resultado do teste de antagonismo do ecossistema

Tabela 6 - Resultado da 3? etapa do teste de antagonismos entre as estirpes Manguezal catodo
(Mcat) e Manguezal anodo (Man).

Teste de Antagonismo in vitro

Manguezal catodo (Mcat)

Manguezal anodo (Man)

* |12 |3 |4|5|6|7|8|9|10/1|2|3|4|5]|6 |7 |38 10
1| =

2 | P | =

3 | P|P|*

4 |P|P|P|*

5 |P|P|P|P]|=
Mcat

6 |P|P|P|P|P|~*

7P| P|P|P|P|P|*

8 |P|P|N|P|N|P|P|~*

9 |P|P|P|P|P|P|P|P]|*
w|(P|P|P|P|P|P|P|P|P|*

1 [N|P|P|[N|P|P|P|N|P|P]|*

2 |P|P|P|P|P|P|P|P|P|P]|P]|*

3| P|P|N|P|P|P|P|P|P|P|[P]|P]|=*

4 |p|P|P|P|P|[N|P|P|P|P|P|P|P|*

5 |P|P|N|P|P|P|P|[N|P|P|P|P|P|N|*
ManGPPPPPPPPPNPPPPP*
7|P|P|P|P|N|P|P|P|P|P|P|P|P|P|P|P|*
8 sc | sc|Sc|sc|sc|Sc|sc|sc|sc|sc|sc|sc|sc|sc|sc|sc|sc|*
o |P|P|P|P|N|P|P|P|P|P|P|P|P|P|P|P|P|P
w|pP|P|P|P|P|N|P|P|P|P|P|P|P|P|P|P|P|P *

Fonte: Elaborado pela autora. P: antagonismo positivo; N: antagonismo negativo; sc: sem crescimento.
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Na tabela 7 observa-se o resultado do teste de antagonismo do ecossistema

(Semiarido) com eletrodos distintos (Cobre e Aluminio).

Tabela 7 — Resultado da 42 etapa do teste de antagonismos entre as estirpes Semiarido catodo

(Scat) e Semiarido anodo (San).

Teste de Antagonismo in vitro

Semiarido catodo (Scat)

Semiarido anodo (San)

* 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 1 2 3 4 516 7 8 10
1 *
2 | P | =
3 PP | *
4 N | N P *
5 |P|P|P|P|*
Scat
6 |P|P|N|P|P|~*
7|P|P|P|P|P|P|*
g8 |P|P|P|P|P|P|P|*
9 |P|P|P|P|N|P|P|P|~*
10 | sc | sc | sc | sc|sc|Sc|sc|sc|sc| *
1| P|P|P|P|P|P|P|P|P|P|~*
2 SC | sc|sc|sc|sc|Sc|sc|sc|sc|sc|sc| *
3| P|P|P|P|P|P|P|P|P|P|P|s]|*
4 |P|P|P|P|IN|P|P|P|P|P|P|s|P|*
5 | sc|sc|sc|sc|sc|Sc|sc|sc|sc|sc|sc|sc]|sc|sc| =
San
6 |P|P|P|P|P|P|P|P|P|P|P|sc|P|P|s]|*
7|P|P|P|P|P|P|P|P|P|P|P|sc|P|P]|s|P]|*
8 |sc|sc|sc|sc|sc|Sc|sc|sc|sc|sc|sc|sc|sc|sc|sc|sc|sc|™*
o |P|P|P|P|P|P|P|P|N|P|P|s|P|P|s|P|P]|sc
w|P|P|P|P|P|P|P|P|P|P|P|sc|P|P|s|P|P]|sc *

Fonte: Elaborado pela autora. P: antagonismo positivo; N: antagonismo negativo; sc: sem crescimento.
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A partir do teste de antagonismo, as estirpes bacterianas que apresentaram
resultado negativo, foram selecionadas com potencial uso na a formacao de consoércios. As
relacBes existentes, mesmo em um ndmero reduzido de individuos, sdo bem complexas, e
ainda assim, as possibilidades de combinacGes de consércios que podem ser feitos a partir do
resultado do teste, séo bastante variadas.

De acordo com o teste de antagonismo in vitro, foram eleitos 6 consorcios,
listados na Tabela 8, para serem avaliados in vivo na construcéo do sistema de biobateria. Foi
usado como critério para formacédo de consércios aqueles cuja a composicao se dava a partir

de trés estirpes, e que pertenciam ao mesmo grupo (mesmo ecossistema e mesmo eletrodo).

Tabela 8 — Consorcios formados relacionando as 4 etapas de testes de antagonismo.

Consorcio (C) Cepas Grupo
C1 Mcat 03 + Mcat 05 + Mcat 08 Mcat
C2 Man 03 + Man 04 Man
C3 Scat 01 + Scat 06 + Scat 09 Scat
C4 San 02 + San 04 + San 06 San
C5 San 03 + San 04 + San 06 + San 10 San
C6 San 06 + San 07 + San 10 San

Fonte: Elaborado pela autora. Mcat: Manguezal catodo; Man: Manguezal &nodo; Scat: Semiarido catodo; San:
Semiarido anodo.

A microbiota do solo varia de acordo com algumas caracteristicas, como a
variagdo da temperatura, do pH, bem como a disponibilidade de nutrientes, luz, e outro fatores
limitantes para a sobrevivéncia dos microorganismos (LEITE; ARAUJO, 2007; MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006; MICHEREFF; ANDRADE; MENEZES, 2005; TORTORA; FUNKE;
CASE, 2017). A interacdo entre microrganismo € intensa, podendo ser sinérgica, antagonica,

parasitaria, mutualistica ou saprofitica. Alem de competirem entre si, esses microrganismos
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atuam para impedir que novas espécies vencam a competicdo por recursos sobre as espécies
nativas. As disputas entre os organismos favorecem o desenvolvimento de novos e diferentes
nichos ecologicos, contribuindo com a grande variedade microbioldgica do solo
(MICHEREFF; ANDRADE; MENEZES, 2005).

Os consoércios microbianos foram extensivamente estudados no campo da
engenharia metabdlica e biologia sintética (HAYS; PATRICK; ZIESACK; OXMAN;
SILVER, 2015; WANG et al., 2015). Os sistemas formados por consércios apresentam
vantagens sobre o0s sistemas de cultura Unica, incluindo a capacidade de tolerar maior estresse
metabolico, otimizar reaces bioquimicas em diferentes ambientes e evitar toxicidade
intermediaria (BITTIHN et al., 2018).

As maiores densidades de corrente até hoje vém de culturas mistas que sao
geralmente dominadas por Deltaproteobacteria do género Geobacter. No entanto, muitos

outros microorganismos podem transferir elétrons para um anodo (BRUCE et al., 2019).

5.4 Teste de aderéncia a superficie do vidro (TAV)

As estirpes pertencentes aos consorcios microbianos selecionados no teste de
antagonismo in vitro foram submetidas aos testes de aderéncia a superficie do vidro.

O resultado do teste implica na observacéo visual das células aderidas ao tubo de
ensaio, evidenciado pela coloracdo avermelhada (Figura 08), proveniente do corante safranina
que possui a capacidade de ligar-se as moléculas carregadas negativamente e a matriz
polissacaridea (CHRISTENSEN et al., 1985; PEETERS et al., 2008; ABDALLAH et al.,
2009). Por ser uma superficie lisa, o vidro é um material de dificil adesdo, se as bactérias
conseguem se aderir a este material, possuem maior capacidade de adesdo a outras
superficies, como por exemplo, o cobre e o aluminio, os eletrodos que serdo utilizados para
conducéo de energia nos testes de eficiéncia.

Na figura 8 podemos observar o resultado positivo das estirpes S.Al 06 (San 06) e
M.Cu 03 (Mcat 03), e para a espécie Pseudomonas aeruginosa, espécie usada como controle
positivo. Observa-se que a estirpe Mcat 03 apresentou maior producéo de biofilme do que a

espécie Pseudomonas aeruginosa.



Figura 8 — Resultado positivo para o teste de aderéncia ao vidro.
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Fonte: autora.
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Quando observada no microscopio Optico a estirpe Mcat 03, sendo preparada

através da técnica de coloracdo de Gram, a estirpe apresentou alta formacdo de

exopolissacarideos (figura 9), o que evidencia sua alta capacidade de formacéo de biofilme. A

espécie P. aeruginosa € relatada pela producdo de alginato, uma matriz hidrofobica, que

auxilia na adesdo desse organismo e consequentemente na formacdo do biofilme

(LINCOPAN; TRABULSI, 2008; IRIE et al., 2010).

Figura 9 — Estirpe (Mcat 03) visualizada em microscopio optico.

Fonte: autora. Microscopio optico: (lente objetiva de imersdo 100x).
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A capacidade dos microrganismos se aderirem as superficies, também depende
fortemente da natureza da superficie. Dessa forma, as superficies hidrofdbicas, tais como
plasticos sdo mais propicias a adesdo bacteriana do que as hidrofilicas, tais como vidro ou
metais (RODRIGUES, 2009).

Do total de 14 estirpes testadas, trés (San 02, San 04, San 10) ndo apresentaram
crescimento em caldo (BHI), cinco (Mcat 03, Mcat 05, Mcat 08, Scat 06, San 06)
apresentaram resultado positivo, sendo que o consorcio do ecossistema Manguezal eletrodo
cobre (Mcat) apresentou (100%) de aderéncia, enquanto as demais estirpes apresentaram
resultado de aderéncia negativo, sendo que o consorcio do ecossistema Manguezal eletrodo

aluminio (Man) apresentou (0%) de aderéncia.

Tabela 9 — Resultado do teste de aderéncia a superficie do vidro.

Estirpe bacteriana TAV Estirpe bacteriana TAV
Mcat 03 + Scat 09 -
Mcat 05 + San 02 sC
Mcat 08 + San 03 -
Man 03 - San 04 sC
Man 04 - San 06 +
Scat 01 - San 07 -
Scat 06 + San 10 sC

Fonte: Elaborado pela autora. TAV: Teste de aderéncia a superficie do vidro; sc: sem crescimento no caldo.

Os consorcios eleitos para a composicdo da biobateria em meio liquido, podem ser

observados na tabela 10.
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Tabela 10 — Consorcios eleitos para a composi¢do da biobateria em meio liquido.

Grupo Consorcios
Manguezal catodo (Mcat) Mcat 03 + Mcat 05 + Mcat 08
Manguezal anodo (Man) Man 03 + Man 04
Semiérido catodo (Scat) Scat 01 +Scat 06 + Scat 09

Semiéarido anodo (San) San 03 + San 06

Fonte: Elaborado pela autora.

A partir do (TAV), foi possivel determinar quais consorcios bacterianos seriam
usados, e determinar qual possui maior habilidade de agregagéo entre os demais. Embora o
consorcio do grupo (Man) tenha apresentado (0%) de agregacdo, ele foi incluso na
composicao do sistema de biobateria em meio liquido e nos demais testes, ja que através das
bactérias com afinidade ao eletrodo aluminio (bactérias) havera transferéncia de elétrons, pela

agregacao e oxidacao.

5.5 Formacao dos consorcios e inéculo em caldo MFC

Apds o periodo de incubacdo em estufa de agitacdo, os tubos foram retirados para

a formacéo dos pares de sistemas e o teste de eficiéncia de producéao de energia.

Nas Figuras 10 a) e b) os tubos apresentaram-se turvos, evidenciando o
crescimento microbiano no meio. Observa-se ainda a formagéo de biofilme microbiano nas
placas (eletrodos). O tubo de vidro usado como controle negativo, apresentou-se limpido,

sendo ausente o crescimento microbiano (Figura 11).
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Figura 10 - a Inoculos dos consorcios de Mcat e Man em caldo MFC; b) In6culos dos

consorcios de Scat e San em caldo MFC.

Fonte: autora.

Figura 11 - Eletrodos de cobre e aluminio imersos em caldo MFC sem indculos bacterianos.

Fonte: autora.

5.6 Construcao do sistema de biobateria em meio liquido

Na Figura 12 o multimetro mostra o valor produzido pelo sistema, com o total de
0,52 V produzidos. Observa-se um sistema composto por um consércio correspondente ao

eletrodo cobre (catodo) do ecossistema Manguezal e um consorcio correspondente ao eletrodo
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aluminio (&nodo) do ecossistema Semiarido, interligados através de uma ponte salina
constituida por um cano contendo solucdo de cloreto de sddio (NaCl) e fechado nas

extremidades por algod&o.

Figura 12 — Sistema composto pelos consércios Mcat e San.

Fonte: autora.

Na forma solida o (NaCl) caracteriza-se como isolante, ja em meio aquoso 0s ions
Na* e CI" se dissociam, tornando-se assim portadores de carga livres da solugcdo. Processos
semelhantes acontecem com outros sais, acidos e bases dissolvidos em agua. O vinagre, por
exemplo, contém &cido acético dissolvido em agua, por isso conduz eletricidade. A soda
caustica, mesmo sélida, absorve a umidade do ar e pode conduzir eletricidade. As solucdes
que possuem ions livres sdo chamadas de solucdes eletroliticas (NISENBAUM, [20087]).

Para a construcdo do sistema, é imprescindivel que sempre haja grupos de
eletrodos distintos, possibilitando as reacGes eletroquimicas (oxidagdo e reducédo) e trocas de
fons, e assim, a conducdo e geracao de energia.

Na geracdo de energia elétrica o material de um dos eletrodos oxida-se

espontaneamente liberando elétrons (&nodo ou eletrodo negativo), enquanto o material do
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outro eletrodo reduz-se usando esses elétrons (catodo ou eletrodo positivo) (BOCCHI;
FERRACIN; BIAGGIO, 2000)

Na tabela 11, observa-se as 5 combinagdes realizadas para verificar a producao de
energia, em um mesmo ecossistema (Mcat + Man) e (Scat + San), em ecossistemas distintos
(Mcat + San) e (Scat + Man), e por ultimo, a juncdo dos eletrodos de ecossistemas distintos
(Mcat e Scat + Man e San).

Tabela 11 - Sistemas formados pela combinacédo de pares de consorcio e suas respectivas
producdes de energia.

Sistemas Formados Producéo de energia (V)
Manguezal catodo (Mcat) + Manguezal anodo (Man) 0,38
Semiérido catodo (Scat) + Semiarido anodo (San) 0,41
Manguezal catodo (Mcat) + Semiarido anodo (San) 0,52
Semiarido catodo (Scat) + Manguezal anodo (Man) 0,36
(Mcat) e (Scat) + (Man) e (San) 0,30

Fonte: Elaborado pela autora.

Uma vasta gama de microrganismos dos trés dominios da vida pode produzir
corrente elétrica e transferir elétrons para os anodos de diferentes tipos de sistemas
bioeletroquimicos (BRUCE et al., 2019).

Na tabela 11, observa-se a que o0 ecossistema Semiarido apresentou maior
producdo de energia (0,41V), isto pode ser interpretado pela adaptacdo das bactérias ao meio
(MFC), meio pobre em nutrientes, em contraste com as caracteristicas do seu ecossistema de
origem.

Entre as combinagdes de consorcios realizadas, houve maior produgdo quando
combinados os consorcios (Mcat + San), apresentando (0,52) de producéo de energia. Quando

combinados consdrcios de um mesmo eletrodo e ecossistemas diferentes, por meio da mistura



55

dos caldos (MFC) em um unico tubo, houve diminuicdo da energia produzida anteriormente e
ndo um somatoério dos sistemas.

Isto pode ser interpretado pelo fato da medicdo de energia ter sido realizada
imediatamente apds a transferéncia do caldo para outro recipiente, outro fato se deve a taxa de
velocidade de adesdo dos novos microrganismos aos eletrodos da nova solucao, precisando de
um maior periodo de tempo para que haja formacéo de biofilme nos eletrodos.

E ainda, a ocorréncia de antagonismo entre os microrganismos de consorcios
diferentes impossibilita as relacbes mutualisticas, podendo haver competi¢ao por nutrientes, e
alguns microrganismos ou consoércios serem extinguidos. Embora o antagonismo seja
existente entre 0s consorcios microbianos, as interagfes antagdnicas entre 0s microrganismos
levariam um tempo maior para ocorrer, necessitando de um maior periodo de tempo para
crescimento ¢ adaptacdo as novas condigdes do novo “habitat”, com novos organismos,

condicdes limitadas de nutrientes e substratos.

5.7 Teste de producdo de gas em placa

Dentre as oito placas testadas, a placa de Semiarido &nodo (San) apresentou
formacdo de gas em uma das placas, sendo que a réplica da mesma nédo apresentou formacéo
de gas, o restante das placas (seis) ndo apresentou formacdo de gas. Todas as placas
apresentaram crescimento microbiano, ficando evidente a atividade microbiolégica dos
consorcios. Na figura 13 é possivel observar a formacdo de uma pequena bolha de gas

produzido em umas das placas de (San).
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Figura 13 - Consorcio de San em agar MFC.

Fonte: autora.

A ndo producdo de gas nas placas facilita a aderéncia das bactérias aos eletrodos
(cobre e aluminio) colocados no sistema, uma vez que a presenca de gas em &gar e
consequente formacdo de vacuolos no mesmo, impede o contado direto do agar com 0s
eletrodos e consequente a aderéncia das bactérias, dificultando a conducdo de energia e

estabilidade do sistema.

5.8 Sistema de biobateria em meio sélido

Na figura 14, observa-se a medicéo de eletricidade do sistema de biobateria em
meio sélido, composto pelos consércios Manguezal catodo (Mcat) e Semiarido anodo (San),
sistema que obteve a maior producéo de energia em meio liquido, sendo eleito para compor o
sistema solido.

. Foi realizada uma medicdo de producdo de energia imediatamente apds a
montagem do sistema em meio sélido, sendo o resultado de 0,0 V de producdo de energia.

Isto pode ser interpretado pelo fato de as bactérias ainda ndo terem se aderido aos fios
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condutores (eletrodos), pois necessitam de um maior periodo de tempo para gque ocorra a

agregacao.

Figura 14 - Medicéo do sistema de biobateria em meio solido.

Fonte: autora.

Um dia (24h) ap6s a montagem do sistema, realizou-se a medicdo de energia,
sendo produzidos 0,2 V. Isto demonstra que em um tempo maior de crescimento as bactérias
ja conseguem se aderir aos eletrodos, produzindo energia pela corrosdo lenta dos mesmos e
consumo dos nutrientes disponiveis no meio MFC.

Durante os dias 7 dias de medicdo, a quantidade produzida apresentou-se instavel,
variando ao longo dos dias, ndo ocorrendo de forma crescente. No quinto dia de medicao,
ocorreu a maior producdo de energia do sistema, sendo esta de 0,29 V produzidos. Estas
variacOes podem ser caracterizadas pelo fato de adesdo aos fios ndo ocorrer de forma intensa,
pois a0 montar o sistema observou-se que o agar nao ficou em contato direto com os fios, pois

a estrutura do agar € muito fragil, podendo haver rupturas mesmo com pouco atrito.
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6 CONCLUSAO

Foi possivel realizar a prospecgédo de bactérias dos solos dos ecossistemas testados
e selecionar estirpes para formagdo de consorcios baseados pelos resultados dos testes de
antagonismo e de aderéncia em vidro, e realizar combinagdo dos consorcios bacterianos
formados para a producéo de energia.

As bactérias dos solos dos dois ecossistemas testados apresentaram potencial
enérgico para a elaboracdo de uma tecnologia alternativa sustentavel, no entanto, ndo foi
possivel otimizar a produgdo de energia pelos microrganismos neste experimento, sendo a
producdo ainda insuficiente quando comparada a producédo de outros sistemas tradicionais.

Para 0 andamento da pesquisa sdo necessarios mais estudos e experimentos para
conseguir aprimorar a producéo de energia em meio sdlido. Buscando meios mais eficientes
de agrupamentos de consorcios, de modo que eles fiquem isolados e ndo ocorra a inibi¢ao de
crescimento de um ou mais consoércios, visando a otimizacdo do sistema, e assim, a
construcdo de um prototipo sustentavel com capacidade de geracdo de energia igual ou até
mesmo superior as pilhas baterias, comparando a eficiéncia entre ambas as tecnologias.

E necessario um maior comprometimento dos fabricantes de pilhas e baterias com
a destinacao final e ambientalmente correta das mesmas, e ainda, sugere-se a implementacéo
de programas de educacdo ambiental para a populacdo, para que a mesma tenha acesso a
informacdo do descarte adequado e das consequéncias ambientais e para a salde causados
pelo descarte incorreto.
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