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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,
27



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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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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