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RESUMO

As reac0Oes de transferéncia de elétrons impulsionadas pela luz na fotossintese
usualmente envolvem um complexo clorofila-proteina presente na membrana ti-
lacéide, que apresentam varias aplicabilidades em processos eletrocataliticos.
Este projeto investigou a extracéo, caracterizacao e aplicacao de uma solucéo
rica em material fotossintético de folhas de espinafres para desenvolver sistemas
de deteccao fotobioeletroquimico. Inicialmente, investigou-se o comportamento
eletroquimico do composto 2,6-diclorofenolindofenol (DCFI) usado como sonda
redox sobre a superficie do eletrodo de carbono vitreo. Este estudo permitiu o
desenvolvimento de uma metodologia eletroquimica simples e rapida para a re-
acao de Hill. Para isto, monitorou-se a diminuicdo do sinal voltamétrico de onda
guadrada por meio da oxidacdo da sonda sobre eletrodo de carbono vitreo
usando uma suspensédo rica em material fotossintético na auséncia e na pre-
senca de luz. Além disso, na segunda parte do projeto foi realizado os testes
iniciais para a construcéo de um biossensor fotoeletroquimico utilizando a imobi-
lizacdo de material fotossintético extraidos de folhas de espinafre, Spinacia ole-
racea, sobre substrato semicondutor de trioxido de tungsténio (W/WQO3) como
transdutor eletroquimico e como agente ancorante do material bioldgico, a poli-
dopamina (PDA).



ABSTRACT

The light-driven electron transfer reactions in photosynthesis usually involve a
chlorophyll-protein complex present in the thylakoid membrane, which has sev-
eral applicability in electrocatalytic processes. This project investigated the ex-
traction, characterization and application of a solution rich in photosynthetic ma-
terial obtained from spinach leaves to develop photobioelectrochemical detection
systems. Initially, he investigated the electrochemical behavior of the compound
2,6-dichlorophenolindophenol (DCFI) was investigated, using it as a redox probe
on the surface of the glassy carbon electrode. From this study, a simple and fast
methodology for the Hill reaction was developed, in which the square wave volt-
ammetric signal was monitored from the oxidation of the DCFI redox probe im-
mobilized on the surface of glassy carbon, in the absence and in the presence of
light, using a suspension rich in photosynthetic material as electrolyte. For this,
the decrease of the square wave voltametric signal was monitored through the
oxidation of the probe on a glassy carbon electrode using a suspension rich in
photosynthetic material in the absence and presence of light. In addition, in the
second part of the project, tests were carried out for the construction of a photo-
electrochemical biosensor using the immobilization of photosynthetic material ex-
tracted from spinach leaves, Spinacia oleracea, using the substrate of tungsten
trioxide (W/WOQOg3) as an electrochemical transducer and polidopamine as anchor-

ing agent.
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1. Introducéo

Concomitante ao vertiginoso crescimento da populacdo, o mundo mo-
derno se depara com a crescente demanda por fontes de energia sustentaveis,
ecologicamente corretas e economicamente viaveis como alternativas ao con-
sumo de combustiveis fésseis (carvao mineral, petréleo e gas natural) (ORT et
al., 2015), que tem sustentado a matriz energética desde longa data. Esta ne-
cessidade se deve ao esgotamento das reservas de combustivel fosseis além
do fato que seu uso vem contribuindo acentuadamente para o aumento dos ni-
veis de emisséo de gases responsaveis pelo efeito estufa (CO2, CHs4, N20, Os,
clorofluorcarbonetos e hidrofluorcarbonetos) que prejudicam o meio ambiente e
alteram o ciclo de carbono vital para a protecdo dos organismos Vivos
(FRIEDLINGSTEIN et al., 2020).

Atualmente, diversos tipos de fontes renovaveis sdo explorados como al-
ternativa para sanar o problema da crise energética, como a luz solar, vento,
chuva, marés e calor geotérmico, dentre outros. Dentre essas fontes de energia,
a luz solar é a fonte de energia mais abundante no planeta. A Terra recebe apro-
ximadamente cerca de 120.000 TW de energia solar, e tem sido bastante usada
para a construcdo de sistemas fotovoltaicos (também chamados de células so-
lares), os quais convertem a energia luminosa em energia elétrica
(KALYANASUNDARAM; GRAETZEL, 2010).

Atualmente, as células solares podem ser classificadas em trés geracdes:

a) células convencionais a base de silicio cristalino;

b) células solares composta de um filme fino de silicio amorfo, CdTe (telureto
de cadmio) e CulnSe/Ga (seleneto de cobre, indio e galio);

c) emprego de varias arquiteturas, como fotovoltaica organica (OPV), células
solares sensibilizadas por corante (CSSC) e células solares de pontos
guanticos.

Cada tipo de célula solar tem limites de eficiéncia, vantagens de design e
limitacGes de recursos. Coletivamente, as tecnologias atuais tém varias desvan-

tagens, tais como, limitacéo de recursos naturais e geopoliticos e toxicidade am-
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biental de certos componentes usados em sua fabricacdo. Devido a esses desa-
fios, diversas pesquisas vém explorando abordagens mais naturais, como o pro-
cesso de conversdo de energia solar via fotossintese (MUSAZADE et al., 2018).

A fotossintese é indiscutivelmente um dos processos naturais mais impor-
tante e complexos que existe, transformando nosso planeta antes sem vida em
um mundo vivo. Enquanto as bactérias fotossintéticas primitivas, como as bac-
térias sulfurosas roxas e verdes, realizam fotossintese anoxigénica, produzindo
enxofre elementar a partir de sulfeto de hidrogénio com a ajuda da luz solar, ja
as cianobactérias, algas e plantas realizam fotossintese oxigenada para conver-
ter H2O e CO2 em agucares, liberando gas oxigénio como um subproduto. Neste
processo ha conversédo da energia luminosa em energia quimica com uma efici-
éncia quantica de 100%. A, fotossintese resulta em energia armazenada em li-
gacdes quimicas produzindo biocombustiveis ou biomassa. Diante disto o pro-
cesso fotossintético tem sido utilizado com sucesso para aplicacdes de conver-
sdo de energia em uma variedade de maneiras (geracao de Hz, producao de
eletricidade e producdo de biocombustiveis) (KALYANASUNDARAM,;
GRAETZEL, 2010; SEKAR; RAMASAMY, 2015; MUSAZADE et al., 2018).

O processo fotossintético ocorre nas membranas dos organismos em
duas etapas, a fase dependente da luz (também chamada de fase clara ou etapa
fotoquimica) e a fase independente da luz (chamada de fase escura ou etapa
quimica) em estruturas celulares (organelas) denominadas cloroplastos. E im-
portante ressaltar que as reaces que ocorrem tanto na fase clara quanto na fase
escura, acontecem em locais distintos no cloroplasto, onde a fase fotoquimica
ocorre nas membranas tilacoides e fase quimica ocorre no estroma (JOHNSON,
2017), conforme ilustrado na Figura 1.
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Figura 1: llustracdo do organismo fotossintético oxigénico, uma planta (A), a célula vegetal com
suas respectivas organelas (B), com o enfoque no cloroplasto (C), mostrando a sua estrutura,

onde em (D) membranas tilacéides em (E) o estroma

Fonte: Préprio autor.

As reacdes que ocorrem nha etapa fotoquimica e a transferéncia de elé-
tron/préton da fotossintese ocorrem principalmente dentro das membranas. Em
muitos organismos fotossintéticos, a fotossintese ocorre em membranas especi-
alizadas chamadas membranas tilacéides e em alguns organismos procarioticos,
a membrana citoplasmatica serve como membrana fotossintética. A unidade mi-
nima, funcional e estrutural da fotossintese € chamada de fotossistema. Inicial-
mente a fotdlise da agua, que € impulsionada pela luz em gas oxigénio, protons
e elétrons todo esse processo ocorre pela cadeia transportadora de elétrons lo-
calizadas nas membranas tilacéides. Ja as rea¢des que ocorrem na etapa qui-
mica, 0s protons e elétrons produzidos sao usados para reduzir o CO2 a carboi-
drato (CH20), em um processo chamado Ciclo de Calvin (também chamado de
Ciclo das Pentoses) (JOHNSON, 2017). Os dois processos podem ser resumi-

dos assim:

1) Reacfes que ocorrem na etapa fotoquimica: 2H,0 + luz — 0, + 4e~ + 4H*
2) Reacdes que ocorrem na fase quimica: CO, + 4e~ + 4H* - CH,0 + H,0

3) Reacéao geral: H,0 + luz + C0O, —» CH,0 + 0,
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As reac0Oes de transferéncia de elétrons impulsionadas pela luz na fotos-
sintese comecam com a fotolise da agua pelo Fotossistema Il (FTII), o qual é um
complexo clorofila-proteina presente na membrana tilacéide que usa luz para
oxidar Agua em oxigénio e reduzir o aceptor de elétrons plastoquinona (PQ) em
plastoquinol (PQHz). Em sequéncia, o PQHz2, transporta os elétrons provenientes
da fotdlise da agua para outros complexos proteicos embutidos na membrana
tilacoide, denominado citocromo bef (citbef), que oxida o PQH2 a PQ e reduz uma
pequena proteina transportadora de elétrons, plastocianina (Ptc). Uma segunda
reacdo conduzida pela luz € entdo realizada por outro complexo de clorofila-pro-
teina, Fotossistema | (FTI), que oxida a Ptc e reduz outra proteina transportadora
de elétrons. A ferredoxina (Fdx), que reside no estroma. A Fdx, pode entao ser
usada pela enzima ferredoxina—NADP™* redutase (FNR) para reduzir NADP* a
NADPH (JOHNSON, 2017), esse processo € mostrado na Figura 2.

Figura 2: Cadeia transportadora de elétrons e prétons que ocorre na fotossintese durante a fase

clara.

NADP+ | + H*

=====>Transferéncia de H* \?1?*/

_>Transferéncia de e
] ADP | + | Pi ATP
Mo -
-y

4 Estroma
Tilacoide
Lumen

Cit b6f FT I ATP-sintase

Fonte: Adaptado de Johnson (2017).

O processo ilustrado acima ocorre com a liberacao de oxigénio e a forma-
cdo de NADPH e ATP, o quais sdo dependentes de reacfes de oxidacdo-redu-
cao catalisadas pela cadeia transportadora de elétrons. Neste contexto, a incor-
poracdo dos componentes fotossintéticos na construcao de dispositivos fotobio-
eletroquimicos tem sido bastante explorados, como cloroplastos (HASAN et al.,
2017a; DIACCI et al., 2020; WELIWATTE et al., 2021), membranas tilacéides
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(DEWI et al., 2015; PANKRATOV et al.,, 2017, 2019; PANKRATOVA et al.,
2018a; BUNEA et al., 2018; TAKEUCHI et al., 2018), fotossistema 1 (FT 1)
(MERSHIN et al., 2012; FEIFEL, S. C. et al., 2015; BEAM et al., 2015; FEIFEL,
SVEN C. et al., 2015; TAPIA et al., 2017; KILISZEK et al., 2018; ZHAO et al.,
2019) e fotossistema 2 (FT Il) (WANG et al., 2015; SOKOL et al., 2016; LI et al.,
2016; STONES et al., 2017; RIEDEL et al., 2019; HARTMANN et al., 2020), nas
Ultimas décadas tem sido uma alternativa interessante para a conversao de ener-
gia. Neste universo, os usos de catalisadores e biocatalisadores versateis e in-
teligentes utilizados para aperfeigoar estas reacoes sdo cada vez mais intrigan-
tes (KIM; NAM; et al.,, 2014). Dentre as biomoléculas fotossintéticas citadas
acima os cloroplastos séo as estruturas menos estudadas em fotobioeletroqui-
mica em comparagao com suas contrapartes para conversao de energia fotos-
sintética. Diante da deficiéncia de trabalhos na literatura, os cloroplastos foi a
organela escolhida para o desenvolvimento do projeto.

Na construcdo de uma plataforma fotobioeletroquimica, algumas etapas
sdo cruciais, como a escolha do material utilizado como transdutor, a estratégia
para a imobilizacdo do material bioldégico e sua comunicagéo o eletrodo. Na lite-
ratura estas estruturas fotossintéticas citadas acima tém sido incorporadas como
um filme fino sobre diversos tipos de eletrodos, assim podendo ser exploradas
como fotobiocatalisadores na transferéncia de elétrons entre o eletrodo e a fase
da solugéo (mediadores com potenciais formais adequados) produzindo fotocor-
rentes amplificadas.

Os principais materiais explorados como substratos séo os eletrodos de
ouro (YEHEZKELI et al., 2012; HASAN et al., 2014; ZHAO; HARDT; et al., 2018)
e materiais baseados em carbono como, eletrodo de carbono vitreo(GCE) (LEE,
J. etal., 2016), nanotubos de carbono (CALKINS et al., 2013; DEWI et al., 2015),
oxido de grafeno (CAI et al., 2015; KILISZEK et al., 2018; PANKRATOVA et al.,
2018b) e papel de carbono (Toray Carbon) (SJOHOLM et al., 2012; HASAN et
al., 2017b; ZHOU et al., 2019; WELIWATTE et al., 2021). Porém, o uso de ma-
teriais semicondutores também vém sendo aplicados de forma satisfatoria como
substrato para ancorar estas biomoléculas como Fe203 (WANG et al., 2015),
TiO2(KAVADIYA et al., 2016; Ll et al., 2016), ZnO (MERSHIN et al., 2012) e WOs
(PANG et al., 2018). Dentre os materiais semicondutores o trioxido de tungsténio
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(WOs3), semicondutor do tipo-n, tem sido muito utilizado para ancorar biomolécu-
las, devido suas propriedades que o tornam um material favoravel como subs-
trato para ancorar estas biomoléculas, como: material de baixo custo, ecologica-
mente correto, quimicamente estavel, absor¢do na regido do visivel, baixa ener-
gia de band-gap (2,5eV — 2,8eV) e biocompatibilidade (SANTOS et al., 2016),
diante disto o WOs foi escolhido como substrato para o desenvolvimento da pla-
taforma fotobioeletroquimica.

Na literatura os aparatos fotossintéticos estdo sendo imobilizados e a co-
municagdo com seus substratos tem sido feita de duas formas: por transferéncia
direta de elétrons (TDE) e por transferéncia mediada de elétrons (TME), con-
forme ilustrado na Figura 3, entre o biomaterial e o eletrodo (MILTON et al.,
2016). Basicamente a TDE ocorre quando os elétrons produzidos no biocatali-
sador séo transferidos para um eletrodo sem a necessidade de um mediador de
elétrons (SJOHOLM et al.,, 2012; DEWI et al., 2015; LEE, J. et al., 2016;
PANKRATOVA et al., 2018b).

J& para o método TME pequenas por¢des redox-ativas transportam elé-
trons entre um biocatalisador e um eletrodo, os mediadores comumente usados
sdo filmes poliméricos redox baseados em polivinilimidazol de 6smio (Os?*/3*)
(ZHAO; HARTMANN; et al., 2018), poli(etilenimina) funcionalizada com naftoqui-
nona (HASAN et al., 2017b), polihidroxianilina (WELIWATTE et al., 2021), entre
outros.

Como os cloroplastos séo protegidos por complexos sistemas de mem-
brana lipidica, a comunicacéo direta de elétrons torna o processo de TDE se
torna mais dificil, entdo os trabalhos na literatura tém explorado o uso TME, A
vantagem de se utilizar polimeros redox é que eles cumprem simultaneamente
0 papel de um mediador redox e uma matriz de imobilizacao tridimensional, au-
mentando assim a taxa de transferéncia de elétrons e a quantidade de comple-
X0s que podem ser imobilizadas produtivamente na superficie do eletrodo. Po-
rém este material polimérico tem algumas desvantagens como o seu elevado
custo e a complexidade envolvida na sintese (HARTMANN et al., 2020; WANG
et al., 2020). O uso de mediadores de elétrons em solugéo entre as biomoléculas

fotossintéticas também é explorado na literatura, como o uso de 2,6-diclorofeno-
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lindofenol e moléculas derivadas de quinonas (p-benzoquinona, diclorobenzo-
guinona, duroquinona, tetracloro-benzoquinona entre outros) (HASAN et al.,
2014).

Figura 3: Esquema do processo transferéncia de elétrons na superficie do eletrodo, por meca-
nismos de transferéncia direta de elétrons (TDE) e por meio de transferéncia mediada de elétrons
(TME).

4H* + O, + 4e-
8 2H,0
O
14
f—
= =
d g 4H* + O, + 4e
TME
= 2H,0

Fonte: Préprio autor.

Diante disto o grande desafio consiste no preparo dos eletrodos usando
destas estruturas fotossintéticas, em configuracdes funcionais que permitem a
comunicacao de transferéncia de elétrons entre as espécies primarias de elé-
trons (fotogeradas nas estruturas fotossintéticas) e a superficie do eletrodo.
Deste modo, seria relevante para o trabalho investigar novas formas de imobili-
zacao de cloroplastos (material fotossintético) utilizando filmes de polidopamina
depositados sobre o eletrodo de WOz. A escolha da polidopamina foi atribuida a
suas caracteristicas de ser facilmente depositadas em uma variedade de subs-
tratos, a espessura do filme pode ser controlada, estabilidade, grupos funcionais

(catecol, amina e imina) que permitem imobilizar biomoléculas além de melhorar
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a absorcdo do material na regido do visivel (LIU et al., 2014). Além destas ca-
racteristicas, na literatura o potencial da polidopamina de agir como agente an-
corante e como mediador e elétrons ja vem sendo explorados de forma satisfa-
téria (KIM; LEE; et al., 2014; LEE, S. Y. et al., 2016).
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2. Objetivos

O objetivo do projeto foi a sintese e caracterizacédo de eletrodos de WO3
modificados com filmes poliméricos de polidopamina visando a imobilizacao de
cloroplastos, extraidos de folhas de espinafre, para constru¢cédo de um dispositivo
fotobioeletroquimico para geracéo de fotocorrentes amplificadas.

Além disso foi investigado o comportamento eletroquimico do composto
2,6-diclorofenolindofenol (DCFI) sobre o eletrodo de carbono vitreo (GCE) e o
seu uso como potencial sonda redox para Reacao de Hill, usando o monitora-
mento via voltametria de onda quadrada com o intuito de buscar novas formas

de avaliacdo do poder fotossintético do cloroplasto.
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3. Material e Métodos
3.1. Obtencao do material fotossintético

Todos os processos de obtencdo do material fotossintético foi realizado
de acordo com (HASAN et al., 2017b) e todas as etapas de extracdo dos cloro-
plastos foram realizados em baixa temperatura ~4°+ 2°C.

Inicialmente pesou-se 30 g do limbo das folhas de espinafre, compradas
em mercado local na cidade de Araraquara, os quais foram completamente la-
vados com agua destilada e cortados em pedagcos menores e processados em
um liquidificador com 120 mL do tampé&o de extracdo (constituido por 330 mM
sorbitol, 50 mM HEPES, 10 mM NaCl, 2,6 mM EDTA e 10,6 mM MgCl2) com
0,1% BSA (p/V) em pH 7,0.

Posteriormente, a solucao resultante foi entdo sujeita a filtragem através
de uma tripla camada de gaze para remover materiais particulados e o filtrado
foi recolhido em tubos tipo Falcon. O filtrado foi centrifugado a 200xg por 3 min
para remover todas as células inteiras indesejadas e detritos da parede celular.

Os sobrenadantes de cada tubo foram transferidos para novos tubos Fal-
con e centrifugados novamente a 1000xg por 7 min, apds esta etapa os cloro-
plastos estarédo no pellet do tubo Falcon.

Afim de isolar os cloroplastos intactos dos quebrados, foi realizado uma
etapa de centrifugacao por gradiente de Percoll. Nesta etapa uma porcéo de 10
mL de solucdo Percoll 40% (v/v) foi usada para cada 6 mL de suspenséo de
cloroplasto e centrifugados a 1700xg por 6 min. Apds a centrifugacao, os cloro-
plastos intactos estavam no pellet e os quebrados na parte superior do tubo Fal-
con. Este processo esta ilustrado na Figura 3.

Os cloroplastos intactos foram cuidadosamente coletados do fundo do
tubo e ressuspenso em 0,5 mL do tampdao de extragdao. Foi avaliada a concen-
tracdo de clorofila presente na solucéo de cloroplastos, etapa descrita no item
3.2.. A solucéo de cloroplastos foi ajustada para uma concentracdo de 1,5 mg
mL-* de clorofila.

O extrato contendo os cloroplastos intactos foram armazenadas no free-
zer em meio de glicerina em uma proporcédo de 1:1 (solucdo de cloroplastos:

glicerina).
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Figura 4: llustracéo do processo de isolamento de cloroplastos por meio de gradiente de percoll
40%.

{ -
g - Cloroplastos

Cloroplastos L (Quebrados)
(Intactos + Quebrados) =
>
1700xg por 6 min | solugdio
Percoll 40%

L. Solucao
Percoll 40%

- } Cloroplastos
(Intactos)

Fonte: Préprio autor.

Para visualizar as estruturas dos cloroplastos em solucao foi realizada a
micrografia confocal de fluorescéncia utilizando o equipamento (Carl Zeiss LSM
800 com Airyscan) utilizando uma objetiva de 40x com imersdo em oleo, utili-

zando uma linha de laser de 561nm.

3.2. Determinacgao da concentragéo de clorofila

A concentracdo de clorofila que esta presente nas proteinas do fotossis-
tema nas membranas tilacoides, dentro dos cloroplastos, foi estimada de acordo
com o procedimento de (ARNON, 1949). Resumidamente, 10 uyL da amostra
contendo os cloroplastos foram suspensos em 1,0 mL de acetona 80% (v/v) (ex-
trair os pigmentos fotossintéticos) e centrifugados a 3000xg por 5min. O sobre-
nadante foi coletado e sua absorbancia foi medida em 652 nm. A partir deste
dado a concentracéo total de clorofila presente nas amostras foram estimadas

pela Equacéo 1.

Abs(652nm)X1000
34,5

Equacao 1 [clorofila] = =

Além da concentracao de clorofila presente na solucdo de cloroplastos,
foi realizado o espectro de absorcao UV/Vis utilizando o equipamento (Agilent®
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Technologies model Cary 60) afim de observar a banda de absor¢éo dos pig-

mentos fotossintéticos presentes na amostra.

3.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE)
Com a finalidade de confirmar a presenca dos complexos fotossintético
na suspensao obtida e a pureza, foi feito uma eletroforese em gel de poliacrila-
mida desnaturante (SDS-PAGE) para visualizar os complexos proteicos presen-
tes na membrana tilacéide, uma vez que esses complexos apresentam em sua
estrutura, moléculas com tamanho e peso diferentes, podendo assim ser obser-
vado por meio do sistema de eletroforese, SDS-PAGE (HAYASHI; OHBA, 1972).
As etapas dos processos envolvidos no preparo do SDS-PAGE sao explanadas

a seqguir:

3.3.1. Preparo do gel de resolucao

Foram adicionados 3,3mL da solucéo A (composta por 30,0 g acrilamida
e 0,8 g de N'N’ bis metilenoacrilamida em 100mL de 4gua destilada. Filtrado em
membrana de 0,45um), 2 mL da solugdo B (composta por Tris-HCI 1,9 mol L
pH 8,8 + SDS 1% (p/v)); 10uL TEMED (N,N,N’,N’- tetrametilenenodiamino);
100uL de APS 10%(p/v) (persulfato de amoénio) e 4,7mL de agua destilada. A
mistura foi transferida imediatamente, utilizando uma pipeta, para o conjunto de
placas de vidro previamente montado (sistema de eletroforese). Esperou-se por
um periodo de tempo de 20 minutos a polimerizacdo do gel em temperatura

ambiente.

3.3.2. Preparo do gel de empacotamento (stacking gel) 4,5%

Foi Adicionado em um béquer os seguintes reagentes: 750uL da solucéo
A; 1mL da solugédo C (composta por Tris-HCI 1,9 mol L pH 8,8 + SDS 0,5%
(p/v)); 5pL TEMED; 50 pL de APS 10% e 3,35 mL de agua destilada. A solugéo
foi homogeneizada rapidamente e transferida para as placas de vidro contendo
0 gel de separacédo. Foi colocado o pente e aguardou-se a polimerizacdo por
cerca de 20 min. Ap6s a polimerizacdo do gel, foi retirado cuidadosamente o
pente e adicionado o tampéao de corrida (para um volume de 1000mL foi pesado
Tris (30,3 g), glicina (144,0 g) e SDS (10,0 g)).
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3.3.3. Processo de eletroforese

O sistema de eletroforese utilizado para realizar os experimentos foi o
GNA 100, equipado com fonte Pharmacia Biotech modelo EPS 301. A cuba foi
cuidadosamente preenchida com o tampdo de corrida Tris-Glicina 1x. Foi
tomado um volume de 25 uL da amostra obtida no item 3.2, nos poc¢os do gel de
empacotamento e depois foi aplicado um potencial de 65V por 10 min, para que
as amostras entrassem no gel de empacotamento. Em seguida, a tensao foi
aumentada para 250V e mantida a corrida pelo tempo suficiente para que o
corante (azul de bromofenol) atingisse a base do gel (~ 45min). Foi interrompido
a eletroforese, o sistema foi desfeito e removido cuidadosamente os conjuntos

de placas contendo os géis.

3.3.4. Revelacéo do gel

Foi adicionado, em containers apropriados, aproximadamente 100mL de
uma solugdo contendo o corante Coomassie Blue Brilliant 0,05% (p/v)
(solubilizado em metanol 50%, acido acético 10% e 40% de agua). Os containers
foram aquecidos por 30 segundos em um forno microondas. O gel foi embebido
nesta solucéo pré-aquecida e incubado em temperatura ambiente, sob agitacao
suave, por 15-20 min. A solucéo contendo o gel foi removida cuidadosamente,
foi lavado rapidamente em &agua corrente e adicionado 100mL da solucgéo
descorante (composta por: metanol (30%), acido acético (7%), agua (63%)). os
containers contendo o gel e a solucdo descorante foram aquecidos no forno
microondas por 30 segundos e incubados em temperatura ambiente, sob suave
agitacdo, para descoloracdo do gel, durante 15 min. Por fim, removeu-se a
solucao descorante cuidadosamente, podendo assim analisar o gel, visualizando

as bandas de proteinas.

3.4. Teste de atividade do material fotossintético (Reacéo de Hill)

Uma etapa muito importante para o desenvolvimento do projeto foi testar
se os cloroplastos extraidos e isolados apresentavam atividade. Para isto foi re-
alizada a reacédo de Hill. Esta reacéo colorimétrica apresenta a transferéncia de

elétrons impulsionada pela luz em uma suspenséo de cloroplastos ativos. Os
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cloroplastos nesta solucdo reduzem um aceptor artificial de elétrons como o 2,6-
diclorofenolindofenol (DCFI) (Figura 5), passando de uma coloracao fortemente

azulada para incolor, sendo possivel o0 monitoramento.

Figura 5: Formula estrutural do DCFI.

o
Cl Cl

|
UL
OH

Fonte: Préprio autor.

Nesta reacao colocou-se em um tubo de ensaio 3 mL de tampé&o fosfato
pH 7,0 (contendo 330 mmol L de sorbitol), 1,5 mL do extrato de cloroplastos e
0,5 mL de DCFI a 0,016% (p/v). A partir da exposicdo a uma lampada de irradi-
acado no Ultravioleta/visivel com poténcia de 125W, a reacao foi monitorada pela
absorbéancia da sonda, em 620nm, durante um periodo de tempo de 5 minutos.
A reacédo foi monitorada também no escuro, onde o tubo era envolto por papel
aluminio para evitar o contato com a luz externa.

Com o intuito de monitorar o processo de transferéncia de elétrons que
ocorre durante a fotossintese, via sonda redox, utilizou-se a técnica eletroqui-
mica de voltametria de onda quadrada, 0 que se caracteriza como uma nova
abordagem para a reacédo de Hill.

Para as medidas eletroquimicas, foram feitas utilizando um sistema de
célula contendo trés eletrodos, o qual foi usado como eletrodo de trabalho o ele-
trodo carbono vitreo (GCE), eletrodo de referéncia Ag/AgCI-KCI 3,0 mol L e

como eletrodo auxiliar um fio de platina, ilustrado na Figura 6.
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Figura 6: llustragdo de uma célula eletroquimica de trés eletrodos.

Ag/AgCl
Pt Gce (3MKCI)
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Fonte: Préprio autor.

As medidas foram realizadas utilizando um potenciostato/galvanostato
Autolab PGSTAT 302N (Metrohm, Herisau, Suica). O experimento foi conduzido
utilizando os mesmos parametros experimentais (eletrélito de suporte, sistema
de iluminacéo e o tempo de avaliagdo) para a reagcdo monitorada colorimetrica-
mente, descritos anteriormente. Para isto, voltamogramas VOQ foram registra-
dos no intervalo de potencial de -0,1 V a +0,3 V, com 0s seguintes parametros
de onda quadrada otimizados: amplitude de potencial= 50mV, amplitude de

pulso AEs= 2 mV e frequéncia (f) = 150 Hz.

3.5. Construcdo do biossensor fotoeletroquimico
3.5.1. Preparo do eletrodo de W/WO3

Para o desenvolvimento do biossensor fotoeletroquimico foi utilizado
como transdutor o eletrodo de trioxido de tungsténio (W/WOQOs3). O eletrodo de
W/WOs foi preparado por anodizacdo de uma placa de tungsténio. A placa com
dimensdes de 1x1 cm? de tungsténio metélico (Alfa Aesar, 0,25 mm, 99,95%) foi
polida mecanicamente com lixas de diferentes granulometrias (600,800, 1000,
1200, 1500, 2000). Apos este tratamento, a placa foi lavada em banho de ultras-
som durante cinco minutos em acetona, isopropanol e agua ultrapura respecti-
vamente. Posteriormente, a placa foi submetida a fluxo de N2 com a finalidade
de secagem. Na sequéncia, a placa de W foi imersa em uma solucéo eletrolitica

contendo 0,7% (p/V) NH4F com 0,1 molL™! de sulfato de sédio e submetido a uma
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rampa de potencial de 1 V por segundo, até ser atingido o potencial equivalente
a 40V, mantido em um periodo de 15 minutos. Para a anodizagao da placa de W
foi utilizada uma fonte de tenséo estabilizada 60 V/2 A Tectrol®. Como contra
eletrodo utilizou-se uma rede de platina. Apos o término da anodizagédo, o ele-
trodo foi cuidadosamente lavado pela imersdo em agua deionizada, seguido da
secagem por fluxo de N2 (LAI, 2014). Na sequéncia, o eletrodo foi submetido a

um processo de calcinagao a 450 °C por 2 horas em um forno mufla.

3.5.2. Modificagdo do eletrodo de W/WOs com filme polimérico de
polidopamina

O eletrodo de W/WO3 modificados com o filme polimérico de dopamina
foram preparados seguindo o trabalho de (YU et al., 2019; TORQUATO et al.,
2020) da seguinte forma: para o crescimento do filme de PDA sobre a superficie
do W/WOg3, o eletrodo foi imerso em uma solucéo de 5mg mL* de dopamina em
meio de 10mM Tris-HCI pH 8,5 a 4° C em diferentes intervalos de tempos ( 2,4
e 6 horas) para avaliar o melhor tempo de deposicao do filme sobre a superficie
do eletrodo, formando entéo o eletrodo de W/WO3 com filme de polidopamina
(WOs/PDA).

3.5.3. Modificagéo do eletrodo de WO3/PDA com os cloroplastos

Primeiramente, foi gotejado 50,0 pL do extrato contendo os cloroplastos
(1,5 mg mL1) sobre a superficie do eletrodo de WO3/PDA. O eletrodo foi incu-
bado em camara umida por 1hora, para que se adsorvesse na superficie do ele-
trodo. Apoés isso o eletrodo foi lavado com agua ultrapura e secos com jatos su-
aves de N2. Entdo o eletrodo de WO3/PDA/Cloroplastos estava pronto para rea-
lizar as medidas fotoeletroquimicas.

Para visualizar as estruturas dos cloroplastos sobre a superficie do ele-
trodo de WO3/PDA foram realizadas imagens de micrografia de confocal de flu-
orescéncia utilizando o equipamento (Carl Zeiss LSM 800 com Airyscan) ultili-
zando uma objetiva de 40x com imersdo em 06leo, utilizando uma linha de laser
de 561nm.

40



3.6. Medidas fotoeletroquimicas

As medidas fotoeletroquimicas foram realizadas com um auxilio de um
potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT 302N (Metrohm, Herisau, Suica),
software Nova 2.1 para configuracdes de parametros e software de tratamento
de dados para obtencao dos graficos. Foi utilizado um reator de 1 compartimento
e sistema de 3 eletrodos. Sendo o eletrodo de W/WO3 e suas modificagbes como
eletrodo de trabalho, o eletrodo de referéncia foi o de Ag/ AgCl 3,0 mol L e como
eletrodo auxiliar uma rede de platina.

Como sistema de irradiacgéao foi utilizado dois sistemas diferentes de LEDs
gue emitem em comprimento de onda na regiao do UV (LED-1: 375nm e LED-2:
395nm), os quais os espectros de emissao foram caracterizados utilizando o
equipamento de espectrofluorimetro Modelo Fluorolog-3 FL3-122 da Horiba Jo-
bin Yvon. Além disso a intensidade luminosa de cada LED foi registrada por meio
do equipamento de radidmetro modelo PMA2100 (Solar Light Co. Inc.) equipado
com um detector de UVA (320-400 nm).

3.7. Caracterizacao do eletrodo

As propriedades morfolégicas e estruturais dos filmes de WO3 foram in-
vestigadas por analise de microscopia eletronica de alta resolucdo (FEG-SEM)
e difracdo de Raios-X (DRX). As medidas de microscopia eletronica de varredura
foram obtidas em um microscépio eletrénico de varredura FEG-SEM de alta re-
solucéo, com fonte de elétrons por emissdo de campo, da marca JOEL, modelo
JSM - 7500-F e também pelo modelo JSM-7401-F. Medidas de difracéo de Raios
X foram obtidas em um equipamento Rigaku RINT 1500 usando radiagdo Cu K
na regido de 10-70°. Espectros de Reflectancia Difusa na regido do UV-vis foram
obtidos em um espectrofotdbmetro da marca Perkin EImer Lambda 35. Os dados
de reflectancia difusa foram convertidos em dados de coeficiente de absorcéo
(a) por meio da funcao de Kubelka-Munk e assim, os valores de band gap foram

estimados por gréficos de Tauc.

3.8. Caracterizacao do eletrodo por meio da técnica de espectroscopia

de impedancia eletroquimica (EIS)
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As medidas impedimétricas foram realizadas em um potenciostato AUTO-
LAB 302N. Utilizando-se uma célula eletroquimica convencional de 3 eletrodos:
rede de platina como eletrodo auxiliar, Ag/AgCl (KCI 3 mol L't) como eletrodo de
referéncia e WOs eletrodo de trabalho, as medidas foram realizadas em solugéo
Ks[Fe(CN)e] 5 x 10 mol L't em meio de solucédo de KCI 0,5 mol Lt. O OCP foi
calculado utilizando um tempo de estabilizacdo de potencial de 120 segundos e
entdo a medida foi realizada utilizando um intervalo de frequéncia de 1,0x10° a

0,01 Hz com 10 pontos/ década.
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4. Resultados e discusséao
4.1.Caracterizagcdo do extrato contendo material fotossintético

Para avaliar a presenca dos pigmentos fotossintéticos presentes no ex-
trato obtido, foi feito o espectro de absorcdo UV-visivel suspensos em uma solu-
¢ao de acetona 80% (v/v), como mostrado na Figura 7(A). Dentre os pigmentos
fotossintéticos primarios, a clorofila (CIf), apareceu com maximo de absor¢do em
680 nm e 440nm, observa-se também bandas relacionadas aos pigmentos se-
cundarios, como os carotenoides (B-Car), com maximo de absor¢cdo em 490
nm. Esses dados sédo consistentes com os dados apresentados na literatura
(XIONG et al., 2013).

Como o extrato fotossintético ndo teve nenhuma etapa de purificacéo, foi
realizado a analise por eletroforese, SDS-PAGE, para investigar a pureza, bem
como a presenca dos complexos proteicos, Figura 7(B). De acordo com dados
da literatura (ROLLAND et al., 2003), pode-se observar a presenca de varias
bandas proeminentes. Algumas mostram a presenca de proteinas importantes
envolvidas na fotossintese, os complexos envolvidos no centro de reacéo
(PsaA/B), as proteinas do complexo de coleta de luz presentes nos fotossistema
Il e no fotossistema | (LHC, do inglés “Light-Harvesting Complex”) e a enzima
RuBisCo. Além dessas, pode-se observar a presenca de outras bandas que po-
dem estar atribuidas a outras proteinas presentes no extrato da folha de espina-
fre, uma vez que a amostra néo teve nenhuma etapa de purificacdo. Talvez para
construcdo do biossensor fotoeletroquimico seja necessario realizar uma etapa
de purificacdo na amostra para evitar interferentes na imobilizagdo do material

sobre a superficie eletrodica.
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Figura 7: (A) Espectro de absor¢éo UV-visivel do extrato contendo material fotossintético, mos-
trando a presenca das bandas de absorcao dos pigmentos fotossintéticos, em meio de acetona
80%. (B) SDS-PAGE do material fotossintético extraido de folhas de espinafre.
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Fonte: Préprio autor.

A integridade dos cloroplastos € de extrema importancia, uma vez que sua
atividade fotoeletroquimica e atividade metabdlica dependem de sua integridade
estrutural. Para investigar se os componentes internos dos cloroplastos n&o
foram danificados durante o processo de isolamento, foram registradas imagens
usando microscopia de fluorescéncia confocal como mostrado na Figura 8.
Como pode ser observado na imagem, os cloroplastos estdo em grande
guantidade, mostrando uma aparéncia opaca, brilhante e com halo, em estreita
concordancia com estudos anteriores da literatura (HASAN et al., 2017b;
WELIWATTE et al., 2021).
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Figura 8: Imagem de microscopia confocal de fluorescéncia dos cloroplastos intactos em solucéo
com uma objetiva de 40x.

[Cloroplastos]:1,5 mg/mL

Fonte: Préprio autor.

4.2.Reacéao de Hill

A figura 9 mostra a curva de decaimento da absorbancia do DCFI
obtida pela Reacé&o de Hill nas condicGes de auséncia (Reacdo Escuro) e
na presenca de luz (Reacéo Claro) na presenca do material fotossintético
em um intervalo de 5 minutos. Como pode ser observado na reagao que
ocorre no escuro (em preto) houve uma variacdo com os valores de absor-
bancia do DCFI, as quais podem ter sido ocasionadas por erro experimen-
tal no recobrimento do tubo de ensaio permitindo a entrada da luz, porem
ao observar a reacdo na presenca de luz (curva em vermelho) o decai-
mento da absorbancia do DCFI € melhor evidenciado, sendo que em um
tempo de 5 minutos de reacéao, decai cerca de ~70,4%. Os resultados ob-
tidos em ambas reacdes (escuro e claro) eram esperados, indicando que
os complexos fotossintéticos presentes no extrato fotossintético necessi-
tam da luz, para poder reduzir a sonda redox DCFI na forma oxidada (cor
azul) para a forma reduzida (incolor), em um processo acoplado & fotdlise
da agua com liberagédo de O2. Os resultados obtidos comprovam entdo a

atividade do material extraido das folhas de espinafre.

45



Figura 9: Curva de decaimento da absorbancia do DCFI na presenc¢a do extrato contendo o
material fotossintético na presenca e na auséncia da luz.
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Fonte: Préprio autor.

4.3. Abordagem eletroquimica para Reacao de Hill

Considerando que a sonda redox € um composto importante no monitora-
mento do processo fotossintético que ocorre via reacdes de oxidagcao-reducao
catalisadas pela cadeia transportadora de elétrons, investigou-se nesta etapa o
comportamento eletroquimico do 2,6-diclorofenolindofenol (DCFI), como aceptor
artificial de elétrons o qual é facilmente reduzido na presenca de cloroplastos e
luz, com o intuito de estabelecer uma abordagem eletroquimica para o
monitoramento da trasferéncia de eletrons envolvidas na fotossintese utilizando
o sinal eletroquimico do composto DCFI, uma vez que este fenbmeno é
usualmente monitorado pelo método colorimétrico (VIVIANI, 2016).

Assim, nesta primeira parte do trabalho investigou-se o comportamento
eletroquimico do DCFI sobre a superficie do eletrodo de carbono vitreo e 0 seu
uso como sonda redox para Reacao de Hill, usando o monitoramento via volta-
metria de onda quadrada com o intuito de buscar novas formas de avaliagdo do
poder fotossintético do cloroplasto.
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4.3.1. Comportamento eletroquimico do DCFI sobre o eletrodo de carbono
vitreo

A Figura 9, mostra os respectivos voltamogramas ciclicos obtidos para
reducéo (A) e oxidacédo (B) de 1,0x10* mol L'* DCFI em 0,04 mol L de tampé&o
Britton-Robinson (BR) pH 7,0 sobre eletrodo de carbono vitreo (GCE), sob velo-
cidade de varredura de 100 mV.s*.Nenhum processo de reducéo foi observado
para o DCFI no intervalo util de potencial (Figura 9, Curva A). No entanto, na
varredura em regides mais anodicas, observa-se dois picos de oxidacdo, o pico
em potencial de +0,06 V vs Ag/AgCI (Pa1) e pico na varredura reversa em poten-
cial de 0,00 V vs Ag/AgCI (Pc1), bem como um pico de pequena intensidade em
potencial ao redor de +0.50V vs Ag/AgCl (Pa2), provavelmente atribuidos a oxi-
dacédo do grupo fendlico presente na estrutura quimica do DCFI (inserte) na Fi-
gura 9(B).

Figura 10: Voltamogramas ciclicos obtidos para reducio (A) e oxidacdo (B) de 1,0x10* mol L™
de DCFI em tamp&o BR pH=7,0 sobre GCE, v=100 mV s
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Fonte: Préprio autor.

No intuito de explorar melhor o pico Pa1 para fins analiticos investigou-se
a sequir o efeito da velocidade de varredura (v) no intervalo de 25 a 300 mV.s*
sobre a altura do primeiro pico (Pa1), mostrados na Figura 11(A). Observa-se que

a intensidade de corrente anddica aumenta proporcionalmente a velocidade de
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varredura, como pode ser visto na Figura 11(B). A variacdo entre potencial de
pico anddico (Epa) € potencial de pico catédico (Epc) (Epa — Epc) € constante e
igual a 60 mV. Considerando que processos reversiveis apresentam valores de
(Epa — Epc) = 50 /nmV (COMPTON; BANKS, 2007), os valores obtidos indicam
gue o primeiro pico de oxidacdo do composto DCFI envolve a transferéncia de
um elétron. Em adic&o a razéo entre corrente de pico catodico e pico anodico
também é constante e igual 1. Este comportamento € indicativo que provavel-
mente DCFI é oxidado em um processo reversivel envolvendo transferéncia de
1 elétron (BARD; FAULKNER, 2002). A relacdo entre a Ipa € linear com v (Figura
11B) segundo a equacéo: Ipa (V)= 4,1126x10" + 8,0412x10° (mV s!) indicando
gue o processo eletradico € controlado por adsorcdo do reagente (COMPTON;
BANKS, 2007).

Figura 11: (A) Voltamogramas ciclicos de 1,0x10* mol L™* de DCFI em 0,04 mol L™ ! tamp&o BR
pH 7,0 em diferentes velocidades de varredura de 25, 50, 100, 150, 200, 250 e 300 mV.s™. (B)

Relacdo entre a v e Ip com r: 0,9976.
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Fonte: Préprio autor.

O efeito do pH sobre os voltamogramas ciclicos obtidos para a oxidacao
de DCFI em tampéao Britton-Robinson (BR) no intervalo de 2-10, pode ser obser-
vado na Figura 12. A intensidade dos dois picos anddicos Pa1 € Pa2 € maxima
em pH acido, mas a altura diminui em pH alcalino até completo desaparecimento
em pH > 10. Também h& um claro deslocamento dos picos para potenciais me-
nos anddicos quando o pH aumenta, indicando dependéncia de reacfes de pro-

tonacdo do grupo eletroativo na reacéo eletrodica (BARD; FAULKNER, 2002).
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Em meio acido também é observado que a intensidade do segundo pico anddico

€ maior e diminui sensivelmente em pH alcalino.

Figura 12: Efeito do pH sobre os voltamogramas ciclico obtidos para oxidagdo 1x10“ mol L de
DCFI em 0,04 mol L de tamp&o BR pH 2 a 10 sobre GCE, v=100 mV s,
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Fonte: Préprio autor.

Em seguida, a relacdo dos respectivos valores de potencial de pico (Ep)
correspondente aos processos de oxidacdo Pa1 e Pa2 e 0 efeito do pH sobre a
intensidade da corrente de pico (Ip) Pa1 € Pa2, podem ser observados, respecti-
vamente, na Figura 13A e 13B.

A relacéo entre Ep vs pH (Figura 13A), indica que o primeiro pico de oxi-
dacédo (Pa1) se desloca linearmente para potenciais menos anodicos com o au-
mento do pH de acordo com a equacéo Ep(V)= 0,494 - 0,063pH. Considerando
gue, segundo a literatura (COMPTON; BANKS, 2007), da relag&o entre AEp/ApH
= 0.059mH*/ ne", é possivel estimar o nUmero de prétons envolvidos na reacao.
A estimativa foi feita utilizando valores da inclinacdo da reta de 63mV, onde o
valor estimado da relacdo é que 1 H* estaria envolvido na reacao redox, consi-
derando uma transferéncia de 1 e". Por outro lado, observa-se claramente que o
segundo pico anddico (Pa2) desloca-se para potenciais menos anédicos em va-
lores 2,0 < pH < 6,0, ja para valores de pH = 6,0 o potencial torna-se constante.
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Este comportamento € indicativo que também a segunda etapa de oxidacao
ocorre na forma protonada em solugéo de tampao BR pH < 6. Na Figura 13B é
possivel observar que a relagédo entre Ip vs pH para ambos 0s picos (Pa1 € Pa2)
€ maxima em valores de pH =2, porém diminui acentuadamente até pH 6 e o

segundo pico é totalmente suprimido em pH 10.

Figura 13: Graficos do efeito do pH sobre o potencial de pico anddico (A) e da corrente de pico

(B) correspondentes aos voltamogramas da Figura 10.
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Fonte: Préprio autor.

O comportamento da curva de Ep vs pH, Figura 13A, indica que provavel-
mente a funcdo fendlica do composto DCFI é oxidado em uma primeira etapa
envolvendo um elétron. No intervalo de pH < 7, o grupo (C-OH) é oxidado na
forma protonada, no entanto em pH alcalino o grupo pode estar sendo oxidado
na forma nao protonada (C-O"). Este comportamento é confirmado pelos valores
de corrente de pico anddico em funcdo do pH que diminuem em funcéo da des-
protonacado do grupo original, Figura 13B, até completo desaparecimento em pH
10.

A segunda etapa de oxidac&do pode ser atribuida a oxidacdo do produto
da primeira etapa de reducéo ou da imina secundaria (-N=) no composto DCFI
gue ocorre em potenciais mais anodicos. A mudanca de inclinacdo da relagédo
entre Ep vs pH em pH= 6, sugere mudanca de protonacdo da espécie envolvida

na segunda etapa de oxida¢ao, confirmando o diagnostico de que a reducéo do
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grupo fendlico (-C=0OH) deve ser responsavel pela oxida¢cao do DCFI na primeira
etapa de oxidacéo. O produto gerado -C-O™ poderia estar sendo oxidado na se-
gunda etapa de oxidacdo. No entanto, novos estudos serdo realizados, como
estudos de eletrélise a potencial controlado e andlise dos produtos para confir-
mar estas hipoteses.

No entanto, de acordo com os dados obtidos é possivel propor um es-
guema para a oxidagado do composto DCFI como mostrado abaixo.

Pico Pai:

R1- C-OH + 1e-, 1H+ - R1 - C -O*

Pico Pa2:

R1 - C -O*+1le-, 1TH+ - R1- C=0

4.4. Curva analitica para determinacdo de DCFI em meio aquoso

A determinacédo do DCFI foi realizada pela técnica de voltametria de onda
guadrada (VOQ), uma vez que usualmente apresenta maior sensibilidade para
sistemas reversiveis do que o método de voltametria de varredura linear.

Na Figura 14A, estédo apresentados os perfis dos voltamogramas de VOQ
para DCFI no intervalo de concentragdo de 0,25 a 8,00 umol L™'. Em todo o
intervalo de concentracdo investigado ha um pico bem definido que aumenta
sucessivamente com a adicao de DCFI em tampéo PBS 7,2. A respectiva curva
analitica construida com os valores de Ip vs [DCFI] € mostrada na Figura 14B.
Observa-se uma relagcédo linear em todo o intervalo de concentracdo. Outros
parametros foram calculados também como o limite de quantificacdo (LQ)
0,8569umol L e de deteccédo (LD) 0,2571umol L. Esses parametros foram
calculados pelas equacdes abaixo, onde Sb é o desvio padréo referente aos
brancos e S € a inclinacéo da reta obtida pela equacao da reta da curva analitica.

D 3xSb LQ = 10xSb

S S
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Figura 14: Voltamogramas de VOQ 0,25 até 8,00 pmol L* de DCFI em 0,1 mol L'* PBS pH 7.2,
os parametros utilizados foram a: 50mV, AEs: 2mV e f: 150 s (A). Curva de calibracdo constru-

ida com os dados da Figura 11A bem como a respectiva equacéo da reta (B), com r=0,998.

y= 0,8303+(1,3729x[DCFI])
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Fonte: Préprio autor.

4.5. Abordagem eletroquimica para reagao de Hill

O comportamento eletroquimico do DCFI indica que a oxidacao do grupo
fendlico apresenta uma onda bem definida em potenciais ao redor de + 0, 05 V
na voltametria de onda quadrada, com potencialidades de ser utilizado como
sonda eletroquimica para a atividade fotossintética.

Para isto, avaliou-se nesta etapa a possibilidade de uso do mediador
redox DCFI como sinalizador do material fotossintético. Deste modo, o eletrodo
de carbono vitreo foi inserido em solucéo de 0,1 mol L' PBS, pH 7,2 com adicéo
do material fotossintético (cloroplastos intactos, cloroplastos quebrados e
membranas tilacéides e fotossistemas (I e Il)). O sistema foi monitorado em
tempos entre 0 a 5 minutos no escuro, onde a célula eletroquimica foi envolvida
com papel aluminio e, no claro, onde a célula eletroquimica foi submetida a
irradiacdo externa (UV/Vis) utilizando uma lampada com poténcia de 125W,
Figura 15.
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Figura 15: Voltamogramas de onda quadrada na presenca de 0,59 mmol L- 1 de DCFl em 0,1
mol L- 1 PBS pH 7.2 e material fotossintético, onde em (A) reacdo acontecendo no escuro e em
(B) reacéo acontecendo no claro, onde em (a) medida realizada no momento em que adiciona o
DCFI, (b) a medida apds 1minuto de exposicéo a luz, (c) a medida apds 2 minutos de exposi¢do
a luz, (d) a medida apds 3minutos de exposicéo a luz, (e) a medida apos 4 minutos de exposicao
a luz, (f) a medida apés 5minutos de exposicao a luz e (g) branco. Branco é a solu¢ao de 0,1mol

L-1 de PBS + material fotossintético.
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Fonte: Préprio autor.

A Figura 15 apresenta os respectivos voltamogramas de onda quadrada
registrados no intervalo de potencial de -0, 10 V até +0, 20 V, utilizando os
parametros otimizados de frequéncia: 150 Hz, amplitude: 50 mV e incremento: 2
mV, em tempos de irradiacdo entre 0 e 5 minutos. Observa-se na Figura 15(A)
em um tempo com 5 minutos com a reagao acontecendo no escuro, ndo houve
mudancas significativas na corrente de pico anddica do DCFI. Isto esta atribuido
principalmente a necessidade da exposi¢do a luz para que os componentes
responsaveis pela fase clara, exercam sua atividade na cadeia transportadora
de elétrons na fotossintese. Porém na Figura 15 (B) a qual representa a reacéo
de Hill em exposicédo a luz, o sinal de corrente proveniente do DCFI decaiu
aproximadamente ~78%. O processo bioquimico envolvido no decaimento do
sinal da sonda € devido aos eventos que ocorrem em estruturas localizadas nos
cloroplastos, nas membranas tilacoides (MT). Entdo, nas MT, inicialmente ocorre
a fotoexcitacado do complexo fotosistema Il impulsionada pela luz, que resulta na
oxidacao da agua em O2. Os elétrons produzidos a partir dessa reacdo sao
transferidos através de uma série de portadores de elétrons (plastoquinona,
citocromo b6f, plastocianina e ferrodoxina), para o fotosistema I, no qual séo

novamente excitados. A reducdo do DCFI ocorre quando a molécula chega nos
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portadores de elétrons, na plastoquinona, estad na forma oxidada é reduzida a
plastoquinol, e é nesta fase que o DCFI na forma oxidado é reduzido, entédo a
forma reduzida é oxidada novamente, este processo € ilustrado na Figura 16
(VIVIANI, 2016; JOHNSON, 2017). Podendo assim a transferéncia de elétrons,
ser monitorada de maneira simples, pela oxidacdo da sonda DCFI sobre a
superficie do GCE, utilizando-se da técnica de VOQ.

Por fim, ambos as metodologias abordadas para a reacéo de Hill, tanto
por espectroscopia quanto por eletroquimica, podem ser aplicadas de maneira
satisfatoria para a verificacdo do processo de transferéncia de elétrons

provenientes do material fotossintético extraido de folhas de espinafre.
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Figura 16:(A) Esquema proposto para o mecanismo de transferéncia de elétrons das membra-
nas tilacoides (suspensas em solucéo) para o GCE por meio dos complexos proteicos diferentes,
por exemplo, FTI, PQ, Citb6f, Ptc, FTI e Fdx. Para simplificacdo, outros componentes das mem-
branas tilacoides ndo sdo mostrados. (B) Reacéo de reducéo quimica do DCFI na presenca dos
complexos fotossintéticos e luz.
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Fonte: Préprio autor.

4.6. Etapas de construcdo do sistema foto-bioeletroquimico
4.6.1. Caracterizagédo estrutural, morfolégica e fotocatalitica do eletrodo
W/WO3

Neste topico serdo discutidos a estrutura e morfologia do eletrodo de

W/WQOs. S&o apresentados na Figura 17, os difratogramas de raio-x (DRX)
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obtidos da placa de W antes e depois da formacéo do filme de WOs por meio da
técnica de anodizagao. Os picos posicionados em 206=~40,4° e 26=~58,4° podem
ser atribuidos ao tungsténio metéalico. Apds a formacédo dos filmes, observa-se
um agrupamento de picos localizados em (26 = 23,06; 26= 23,71; 26 =24,36; 26
= 33,16 20 = 33,65 e 206= 34,00) caracteristico do WOz em sua fase monoclinica,
fase fotoativa do 6xido (SOUZA et al., 2017).

Figura 17: Difratogramas de Raios-X obtidos para a placa de W e ap6s a formacé&o do filme de
WOs3 em meio de NHsF 0,7% com NazSOa4 0,1 mol L, aplicando-se 40 V por um periodo de 15

minutos.
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Fonte: Préprio autor.
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Na Figura 18 sdo mostradas as imagens de microscopia eletrénica de alta
resolucdo (FEG-MEV) do eletrodo antes e depois da formacao do filme de WO3
construido por meio de anodizacdo da placa de W (1,0 cm?) em meio de NH4F
0,7% (p/V) com Na2SOa4 0,1mol L sob potencial controlado de 40V por um
tempo de 15 minutos. A Figura 18(A) corresponde a superficie da placa de W
relativamente lisa. Com a imagem da Figura 18(B) é possivel evidenciar a for-
macao uniforme do filme de WO3 apresentando uma morfologia nanoporosa. A

Figura 18(C) é referente ao filme de WO3 com uma magnificagdo maior. A Figura
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18(D) representa o histograma de distribuicdo de tamanho dos nanoporosa for-
mados e a curva de distribuicdo LogNormal, onde foi possivel encontrar o valor
de didmetro médio dos nanoporosa de WO3 formado, onde foi possivel encontrar
o valor de didametro médio dos nanoporos de WOz formado, cujo valor corres-

pondente a 62,6nm.

Figura 18: Imagens de microscopia eletrénica de alta resolugao (FEG-MEV) da placa de W, com
magnificacéo de 25,000x (A), eletrodos de W/WO3 preparados por anodizagdo em meio de NH4F
0,7% e Na2S0. 0,1 mol L, 40 V, 15 minutos 25,000x (B), filme de WO3 com magnificacdo de
50,000x (C) e histograma de distribui¢do de tamanho dos poros (D).
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Fonte: Préprio autor.
Na Figura 19 sdo apresentados os espectros de EDS (Energy-dispersive
X-ray spectroscopy) para a placa de W, Figura 19(A), e para o eletrodo de
W/WOs3, Figura 19(B). O espectro mostra a presencga dos elementos tungsténio
e oxigénio, sugerindo a formacdo do triéxido de tungsténio. Para a obtencao

deste dado, foi utilizada uma voltagem de aceleracdo de 10 kV.
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Figura 19:lmagem de microscopia eletrdnica de alta eficiéncia com o respectivo resultado das
andlises de EDS da regiéo escolhida da placa de W (A) e do eletrodo apés a formacao do filme
de WQs (B).
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Fonte: Préprio autor.

A curva de reflectancia difusa registrada para o eletrodo de W/WQO3z é mos-
trado na Figura 20(A). O material apresentou bandas de maxima absorgédo em
comprimento de onda menor que 450 nm, mas também bandas de absor¢édo na
regido de 550 e 650 nm, mostrado que absorve na regiao do visivel e do UV. O
resultado representado na Figura 20(B) é o grafico proposto por Kubelka-Munk,
permitindo estimar os valores da energia de banda proibida (Ebg). A partir da
construgéo do grafico de Tauc foi calculado a Eng para o eletrodo de W/WOs,
Eng= 2,8eV, dado esse equivalente ao encontrado para o WOs3 na literatura

(SOUZA et al., 2017; KALANUR et al., 2018).
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Figura 20: Curva de reflectancia difusa obtida para o eletrodo de W/WOQOz3 (A). Grafico de Tauc

construido para o céalculo do band gap do eletrodo de W/WQOz3 obtido (B).
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Fonte: Préprio autor.

Além disso, para desenvolver o sensor foto-bioeletroquimico investigou-
se a possibilidade de irradiar o eletrodo de W/WO3z com dois sistemas de ilumi-
nacdo LED, em maxima absor¢cdo de 375 nm (LED 1) e absor¢cdao em 395 nm
(LED2). Os respectivos espectros de emissao destes sistemas de irradiacao fo-
ram registrados e mostrados na Figura 20.que comprovam a regido de emissao

desses sistemas de luz.
Figura 21: Espectros de emisséo dos dispositivos (A) LED-1 e (B) LED-2.
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Fonte: Préprio autor.
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A seguir investigou-se o efeito da irradiacdo com ambos os LEDs sobre o
eletrodo de W/WO3 em meio aquoso de 0,1 mol L' de PBS pH 7,0. A Figura 22
mostra curvas de fotocorrente vs potencial obtidas no escuro e sobre irradiagao
com os LEDs. Ao contrario do escuro que nao apresenta fotocorrente, ambos os
LEDS propiciam a geracao de fotocorrente. No entanto, o sistema LED-1 (curva
rosa) apresentou uma fotocorrente menor do que o sistema de LED-2 nos ele-
trodos de W/WOs. Este comportamento estd relacionado a irradiancia emitida
pelos sistemas de LED-1 (8,87 mW/cm?) é menor que fotocorrente gerada com
o LED-2 (60,33 mW/cm?), indicando maior fotoexcitacdo do material e, portanto,

foi escolhido nos experimentos futuros.

Figura 22: Curvas de Fotocorrentes vs potencial geradas sobre eletrodo de W/WO3z em 0,1 mol
Lt de PBS pH 7,0 no escuro e irradiados pelo sistema de LEDS e. v= 10mV s
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Fonte: Préprio autor.
Foi avaliado também a influéncia do eletrélito de suporte nas respostas de
fotocorrente sobre o eletrodo de W/WOQOs, para isso foi realizado experimentos de
croanoamperometria para obter uma geracao quantitativa de fotocorrente pela

aplicacéo de um potencial de +0,25V e +0,80V em um periodo de 120 segundos,
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garantindo um potencial grande o suficiente para a foto-oxidacdo da H20. O ele-
trodo foi entdo exposto a luz por 10 segundos (indicado na figura como ‘On’) e
10 segundos com a luz apagada (indicado na figura como ‘Off’), conforme indi-
cado na Figura 23.

O eletrodo foi testado em eletrélitos constituidos por 0,1mol L' de PBS
(curva em azul) e 0,1mol L* de Na2SOa4 (curva em verde) ambos em pH 7,0. As
respostas de fotocorrente obtidas em meio de PBS foram superiores compara-
das com meio de Na2SO4. Em meio de PBS a fotocorrente gerada foi de 0, 50
mMA no potencial de + 0, 25 V e de 1, 48 mA sob potencial de + 0, 80 V. Quando
comparado a fotocorrente em Na>SOa, observa-se valores de 0,12 mA para o
potencial de + 0, 25 V e 1,08 mA para o potencial de +0,80V. Diante disto para
as proximas etapas o eletrélito escolhido foi o PBS 0,1 mol L pH 7,0. Os expe-
rimentos também mostram que a fotocorrente obtida em ambos os eletrdlitos sao

reprodutiveis, com valores aproximadamente constantes para 3 ciclos de on/off.

Figura 23: Fotocorrentes obtidas pelo eletrodo de W/WO3s em diferentes eletrélitos de suporte
(A) Na2S04 0,1 mol L-1 (curva verde) e (B) PBS 0,1 mol L™ (curva azul) ambos em pH 7,0. Apli-
cando potencial de +0,25V e +0,80V.
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Fonte: Préprio autor.
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4.6.2. Modificacdo do eletrodo de W/WO3 com filmes de polidopamina
Visando melhorar a eficiéncia fotoeletrocatalitica do eletrodo produzido, a

construgéo dos eletrodos de W/WOs foi investigada usando polidopamina (PDA)

como agente ancorante. Tal metodologia € baseada na reacdo de polimerizagédo

da dopamina na superficie do substrato, formando a PDA in situ, Figura 24.

Figura 24: Reacéo de polimerizacdo da dopamina.

HO,
H,N
OXIDAGAO H POLIMERIZAGAO HN
—_—p
HO H HO H
DOPAMINA 5,6- DIHIDROXI-INDOL
POLIDOPAMINA (PDA)

Fonte: Adaptado de (VASELBEHAGH et al., 2014).

A polidopamina foi testada como meio ancorante dos cloroplastos. Deste
modo, inicialmente analisou-se com a adicao de dopamina altera as caracteris-
ticas do eletrodo. As imagens de micrografias eletrbnicas da superficie do ele-
trodo de W/WO3 modificado com o filme de polidopamina (PDA), em diversos
tempos de formacéo do filme (2, 4 e 6 horas) estéo indicadas na Figura 25 (A, B
e C) respectivamente. O filme de PDA formado sobre a superficie do eletrodo de
W/WQO3 em diversos tempos nao ocasionou a perda da morfologia inicial do ele-
trodo, isto esta associado a capacidade da PDA de se polimerizar moldando ao
seu substrato (LIU et al., 2014).
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Figura 25: Imagens de microscopia eletrénica de alta resolugdo (FEG-MEV) do eletrodo de
W/WO3 modificados com filmes de PDA em diversos tempos de polimerizacdo (A) filme de 2
horas, (B) filme de 4 horas e (C) filme de 6 horas. Onde (A.1, B.1, C.1) sdo magnificacdes de
25,000x e (A.2, B.2, C.2) sdo magnificagBes de 50,000x.

Fonte: Préprio autor.

Além do estudo da morfologia do eletrodo modificado, foi estudado ainda
0 comportamento da interface dos eletrodos quando modificados com o filme
polimérico, pela técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS). A
Figura 26 compara as curvas de EIS para o eletrodo de W/WOs3s antes e apos a
modificacdo com filme de PDA usando o sistema de ferricianeto como sonda re-
dox. Para os eletrodos de W/WO3s sem modificagdo com filmes de polidopamina
observa-se um grafico de Nyquist com alta resisténcia de transferéncia de carga
(Rtc), 0 que ja era previsto uma vez que materiais semicondutores podem apre-
sentar alta resisténcia de transferéncia de carga. Em relacdo ao eletrodo modifi-
cado com filme de PDA, a Rt vai diminuindo drasticamente em funcdo do au-
mento da espessura do recobrimento obtido com o aumento do tempo de depo-
sito de 2 a 6 horas, como mostra a Figura 26 (curvas (b) > (c) > (d)). E estes
resultados indicam que o aumento da espessura dos filmes de PDA aumenta a
melhora a transferéncia de carga e consequentemente e aumentam a condutivi-
dade elétrica do eletrodo (LIU et al., 2014).
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Figura 26: Diagramas de Nyquist obtidos (A) com eletrodo de W/WO3 sem modificacdo e modi-
ficado com a PDA em diferentes tempos, (B) 2 horas, (C) 4 horas e (D) 6 horas. Medidas reali-

zadas em meio de ferricianeto de potassio 5,0x103mol L preparada em 0,5 mol L™ de KCI.
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Fonte: Préprio autor.

A Figura 27, mostra gréaficos de fotocorrente para o eletrodo de W/WOQO3
em tampéao PBS pH 7,0 antes e apds modificacdes com os filmes de PDA foto-
excitados por luz LED. Durante a varredura de potencial, as fotorresposta gera-
das para o eletrodo de W/WOs3, Figura 27 (A), aumentou proeminentemente,
apos as modificagdes com o filme PDA. A Figura 27 (B), representa o eletrodo
com o filme de 2 horas (W/WO3s-PDA2h), Figura 27 (C) filme de 4 horas (W/WOQOz3-
PDA4h) e Figura 27 (D) filme de 6 horas (W/WO3z-PDAG6h).

As fotocorrentes obtidas na Figura 27 (C) foram superiores a aquelas ob-
tidas na Figura 27 (B), isto porque h& um limite no tempo de polimerizac&o, onde
o filme de polidopamina fotoexcita o eletrodo. Porém, apds 6 horas, ha um reco-
brimento excessivo do semicondutor, diminuindo suas propriedades fotocataliti-

cas.
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Figura 27: Fotocorrentes geradas em (A) eletrodo de W/WO3 sem modificacdo, (B) W/WO3-
PDA2h, (C) W/WO3-PDA4h e (D) W/WO3-PDAG6h. Utilizando voltametria de varredura linear com
v=10mV s-1 em meio de 0,1 mol L-1 PBS pH 7,0.
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Fonte: Préprio autor.

Foi estudado também as respostas de fotocorrente obtidas depois de mo-
dificar o eletrodo de W/WOQO3 com filme de polidopamina em um tempo de 4 horas
pela técnica de cronoamperometria aplicando potenciais de +0,25 V e +0,80 V
por um tempo de 200 segundos utilizado o LED-2, mostrado na Figura 29. Pode
se observar que apos a modificagdo com o filme de polidopamina houve um
acréscimo de ~20% (0,6 mA) na fotocorrente produzida em potencial de +0, 25
V e ~33% para o potencial de +0, 80 V. Estes dados validam que a PDA real-
mente pode atuar como um sensibilizador para melhorar o desempenho fotoele-
troquimico do semicondutor estudado, melhorando sua condutividade, encur-
tando a distancia de difuséo do portador, melhorando a eficiéncia de coleta de
luz e eficiéncia de coleta de carga (LIU et al., 2014; YU et al., 2019).

A Figura 28 mostram os mapas de distribuicdo elementar do eletrodo de
WOs3 modificados com filme de PDA-4horas, o qual mostraram a maior presenca
dos elementos de W (rosa) e O (verde). Isto se deve a composicéo do substrato,
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onde os elementos C e N estiveram presentes em propor¢cdes menores, em re-
lacdo aos demais elementos, como era de se esperar por estarem associados
ao revestimento do eletrodo de WO3 com a PDA.

Figura 28: Mapeamento elementar do eletrodo de WO3z/PDA-4h.

Fonte: Préprio autor.

Para as proximas etapas foi investigada a geracdo de fotocorrente utili-
zando a PDA como agente ancorante dos cloroplastos intactos. O potencial es-

colhido foi de +0,25V para garantir a estabilidade da organela celular sobre o
eletrodo.
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Figura 29:Fotocorrentes obtidas em (A) eletrodo de W/WOQOs, (B) WOsz-PDA4h em meio de 0,1
mol L** PBS pH 7,0.
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Fonte: Préprio autor.

4.6.3. Imobilizacéo dos cloroplastos intactos sobre a superficie do eletrodo
de WO3-PDA

Inicialmente foi investigado a imobilizacdo dos cloroplastos intactos sobre
a superficie do eletrodo de WO3s/PDA, utilizando uma [Cloroplastos]=1,5 mg mL"
1 e um tempo de imobilizacéo de 1 hora e as curvas de fotocorrente obtidas estéo
mostradas na Figura 30. Pode-se observar que houve um decaimento na foto-
corrente de ~42% ap0s a imobilizacéo dos cloroplastos, Figura 30 (C), em rela-
¢ao ao eletrodo de WO3/PDA, Figura 30 (B) e ao eletrodo de WOs3, Figura 30 (A).
Isto se deve a alta concentracao de cloroplastos, conforme mostrado na micros-
copia confocal na Figura 8, na superficie do eletrodo que dificultou a passagem
de luz pelo eletrodo, por consequéncia diminuindo a intensidade da fotocorrente

produzida.
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Figura 30: Fotocorrentes obtidas em (A) eletrodo de W/WOs, (B) WOs3/PDA e em (C)
WOs/PDA/Cloroplastos em meio de 0,1 mol L** PBS pH 7,0 aplicando E=+0,25V.
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Fonte: Préprio autor.

Para compreender o efeito da concentragdo de cloroplastos na fotocor-
rente gerada, curvas de cronoamperometria foram registradas em varias con-
centracgdes de cloroplastos (60 até 300ug mL™), e os resultados sdo exibidos na
Figura 31 (A). A fotocorrente aumentou com o0 aumento da concentracao de clo-
roplastos até 150ug mL™". Esse resultado é esperado, pois as proteinas presen-
tes nas membranas tilacéides, que estdo localizadas dentro dos cloroplastos, é
a fonte de geracédo de fotocorrente a partir da oxidacdo fotoexcitada da agua.
Entretanto, se a concentracdo de cloroplastos for aumentada para mais de
150ug mL™", pode observar a diminuicédo da fotocorrente. Isto se deve a solucdes
altamente concentradas evitam que a iluminacéo atinja a superficie do eletrodo
de trabalho, resultando em uma fotocorrente consideravelmente reduzida. Por-
tanto, a condicdo otimizada para os préximos experimentos foi considerada a
concentracdo de cloroplastos igual a 150ug mL™".

A proxima etapa avaliada foi o tempo de imobilizacédo dos cloroplastos, o
gual é exibida na Figura 31 (B). Os valores de tempo estudados foram (10, 20,
30, 60, 120, 180 e 240 minutos), o que observa é que em um tempo de 10 minu-

tos a fotocorrente foi maior, cerca de ~0,49mA, em relacdo aos outros tempos
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avaliado. Isto pode estar acontecendo devido a caracteristica da PDA de agir
como um forte agente aderente e a estrutura celular do cloroplasto, por se tratar
de uma organela com um tamanho ~ 0,5um (relativamente grande) o processo
adsortivo entre a PDA e a organela aconte¢ca mais rapidamente. Ja para tempos
<10minutos a fotocorrente gerada decai consideravelmente, uma explicacdo
para este fenbmeno seria aos processos de dessor¢cao envolvidas nas etapas de
imobilizacdo dos cloroplastos sobre a superficie do eletrodo (SALAZAR et al.,
2007).

Figura 31: (A) A relacédo da fotocorrente em diferentes concentragdes de cloroplastos. (B) E
relacdo da fotocorrente em diferentes tempos de imobilizacdo. As medidas foram realizadas em
meio de PBS 0,1 mol L-1 em pH 7,0 aplicando E=+0,25V.
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Fonte: Préprio autor.

Uma das propriedades inerentes a PDA € o seu poder de ancoramento e
a biocompatibilidade para imobilizar biomoléculas (LIU et al., 2014), diante disto
foi investigado usando a microscopia confocal de fluorescéncia (Figura 32). As
imagens de confocais mostram que o eletrodo de WOs e o eletrodo apds a mo-
dificacdo com filme de PDA n&o apresentou fluorescéncia (Figura 32 A e 32 B),
porem ao adicionar os cloroplastos sobre a superficie do eletrodo pode observar
a autofluorescéncia da clorofila (aparéncia opaca, brilhante e semelhante a um
halo) indicando que os cloroplastos foram efetivamente ancorados sobre a su-
perficie do eletrodo (Figura 32 C).Este dados corroboram com dados da litera-
tura, garantindo que a PDA atua como um 6timo agente aderente para os cloro-
plastos (LILLEY et al., 1975; HASAN et al., 2017b; WELIWATTE et al., 2021).
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Figura 32: Imagens de microscopia confocal de fluorescéncia, onde em (A) eletrodo de WOs3,
em (B) eletrodo de WO3/PDA e em (C) eletrodo de WO3/PDA/Cloroplastos. Utilizando uma obje-

tiva de 40x com imersao em o6leo.

Fonte: Préprio autor.

Foi investigado a influéncia do DCFI como mediador de elétrons na res-
posta de fotocorrente, Figura 33. Como pode ser observado na presenca do
DCFI houve um pequeno acréscimo na fotocorrente cerca de 3,7 %. Na literatura
(HASAN et al., 2014), foi investigada a comunicagao de diferentes mediadores
de elétrons em membranas tilacéides, dentre eles o DCFI, o qual obteve uma
resposta inferior as outras moléculas estudadas como, por exemplo, p-benzoqui-
nona e seus derivados. A explicacdo dada pelo autor e que pode ser atribuida a
sua estrutura (sistemas de anéis aromaticos estendidos) e baixa solubilidade

provenientes do DCFI, por consequéncia gerando fotocorrentes mais baixas.
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Figura 33: Comparacéo da geracdo de fotocorrente mediada nas etapas de montagem do dis-
positivo fotobioeletroquimico, WOs (preto), WO3/PDA (vermelho), WO3/PDA/Clp (verde) e
WO3/PDA/Clp/ DCFI (azul) na presenca de 60uM de DCFI dissolvido no eletrélito. Condicdes:
eletrélito, 0,1mol L-1 PBS pH 7,0 e E= +0,25V. Onde Clp= cloroplastos e sob iluminacao de LED-
2 (395nm).

Fotocorrente/ mA

WO, WO, /PDA  WO./PDA/CIp WO, /PDA/CIp/DCFI

Fonte: Préprio autor.
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5. Concluséao

Por meio dos resultados obtidos, foi extraido e caracterizado uma solucéo
rica em material fotossintético de folhas de espinafres. Investigou-se ainda o
comportamento eletroquimico do composto DCFI sobre a superficie do eletrodo
de carbono vitreo, bem como o desenvolvimento de uma metodologia eletroqui-
mica simples e rapida visando a aplicacdo eletroquimica para a reacao de Hill
usando uma suspenséo rica em material fotossintético em solugéo na auséncia
e na presenca de luz utilizando-se da técnica de voltametria de onda quadrada
utilizando o DCFI como mediador artificial de elétrons. Além disso, foi construido
e caracterizado um eletrodo semicondutor de W/WQO3 como substrato, onde foi
imobilizado cloroplastos intactos a partir de filmes de polidopamina construidos
previamente como agente ancorante e testou-se o comportamento fotoeletroca-
talitico do material imobilizado sobre eletrodo de W/WOQO3s. Também foi construido

e caracterizado os sistemas de iluminacdo LED.
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6. Perspectivas

Para finalizar o trabalho algumas atividades ainda s&o necessarias como
realizar os testes de on e off (cronoamperometria) utilizando outros sistemas de
iluminacgéo, visando uma melhor performance dos cloroplastos na geragcao de
fotocorrente, além de comparar a eficiéncia de outras moléculas como mediado-
res artificiais de elétrons entre os cloroplastos e a superficie do eletrodo de WO3
modificados com polidopamina, como o uso de p-benquinona. Por fim, afim de
confirmar a fonte de geracdo da fotocorrente proveniente dos cloroplastos é ne-
cessario realizar testes com moléculas que inibem a fotossintese, como alguns

herbicidas (diuron, atrazina ou simainza).
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