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Objetivos

Em um cenario de mudancas climaticas
impulsionadas pela emissado de gases de efeito
estufa, a produgdo do chamado “hidrogénio
verde” vem ganhando grande relevancia. Esse
tipo de hidrogénio é gerado pela eletrdlise da
agua, utilizando  exclusivamente fontes
renovaveis de energia, e apresenta um enorme
potencial para descarbonizar diversos setores
da economia, desde a produgao de fertilizantes
até a aviagdo. No entanto, os catalisadores
mais eficientes para a reagédo de evolugdo do
hidrogénio (REH) sado, predominantemente, a
base de platina (Pt), um metal nobre de
elevado custo. Isso ressalta a importancia da
pesquisa voltada para o desenvolvimento de
catalisadores baseados em metais nao nobres,
com o objetivo de tornar o processo mais
acessivel e sustentavel.

Assim, o estudo das enzimas da classe das
hidrogenases torna-se relevante, pois essas
metaloenzimas catalisam de forma eficiente a
reagdo eletroquimica de formagdo de H,,
apresentando numeros de turnover (TON)
elevados e cinética proxima a da catalise
michaeliana, utilizando metais n&o nobres,
como niquel (Ni) e ferro (Fe). Por outro lado, a
sua aplicagado € limitada pela desativagdo em
altas temperaturas e pela sensibilidade ao
oxigénio molecular, além de serem pouco
disponiveis comercialmente, o que restringe o
seu uso em aplicagdes industriais [1]. Embora a
bioeletroquimica enzimatica tradicionalmente
utilize enzimas nativas [2-3], a incorporagéo de
cofatores abioldgicos, como porfirinas de niquel
(NiOEP), em proteinas artificiais apresenta uma
estratégia promissora para superar essas
limitagdes. O uso de niquel é especialmente
relevante por ser um metal ndo nobre e
naturalmente presente em algumas
hidrogenases.

Em um trabalho recente, o nosso grupo de

pesquisa demonstrou recentemente que
proteinas artificiais apo-reconstituidas podem
ser utilizadas como bioeletroatalisadores com
propriedades superiores quando comparados a
classe das hidrogenases nativas [1]. Assim,
esse projeto de iniciagdo cientifica teve como
objetivo utilizar da capacidade proporcionada
pela biologia sintética com o objetivo de
desenvolver sistemas hibridos de [1—4]-3-D-
Galactopiranosil-(1—3)-a-L-3,6-
Anidrogalactopiranose (agarose) e NiOEP,
imobilizadas em eletrodos de carbono de alta
densidade de borda (HEDGE, high-edge-density
graphite  electrode).  Posteriormente  sera
realizada a conjugagdo da NIOEP em
apoproteinas para avaliar a performance das
proteinas sintéticas do tipo Apo-NiOEP.

Métodos e procedimentos
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Figura 1: Representagdo esquematica da fabricagéo
dos bioeletrodos (etapas 1 - 6).

A preparagdo foram realizados modificando
eletrodos HEDGE com agarose e NIiOEP. O
procedimento experimental teve como etapas:
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1) o polimento mecénico dos eletrodos; 2) a
limpeza ultrassénica por 5 minutos; 3) o
preparo das solugbes de NIOEP em
cloroférmio (CHCI;) e agarose; 4) a deposigao
sequencial da solugdo de NIOEP e gel de
agarose, e; 5) a secagem dos eletrodos em
dessecador por 24 horas. A configuragdo do
eletrodo obtida foi HEDGE/Agarose-NiOEP
(6). (Figura 1).

Foram realizados os experimentos de
voltametria ciclica comparando o eletrodo
HEDGE com o eletrodo modificado com
Agarose/NiOEP e também de espectrometria
de massas diferencial eletroquimica (DEMS)
online comparando eletrodo de papel de
carbono com o eletrodo de papel de carbono
modificado com Agarose-NiOEP.

Resultados

Os voltamogramas ciclicos da figura 2
demonstram que o sistema HEDGE/Agarose-
NiOEP apresenta uma clara atividade para a
REH, com a reducgdo do potencial de inicio da
reagao (onset) de -630 mV para -567 mV (vs.
Ag/AgCl) a 25°C. O potencial termodindmico da
reagao neste pH é de -400 mV (vs. Ag/AgCl).
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Figura 2: Voltametria ciclica do eletrodo
HEDGE/Agarose (preto) e do eletrodo de
configuragdo (HEDGE/Agarose-NiOEP)(vermelho).

Os doi voltamogramas mostram as indicagdes dos
potenciais de onset para a REH. Eletrdlito suporte:
tampao acetato de sodio 0,1 mol L', pH 3.4.
concentragdo de NIiOEP depositada sobre o
eletrodo: 0.25 mg mL™".

O grafico de corrente ibnica versus tempo obtido
a partir do experimento de DEMS (Figura 3)
evidencia que com a aplicagdo de potenciais
progressivamente mais negativos (-0.5, -1.0, -1.5
e -2.0V vs Ag|AgCl) ha produgédo de hidrogénio
(m/z = 2), com maior intensidade em relacdo ao
papel de carbono ndo modificado. Vale ressaltar
o sinal foi observado mesmo para um eletrodo foi
modificado com uma solugado altamente diluida
(0,029 mg mL™).
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Figura 3: DEMS do eletrodo de papel de carbono
(preto) e do eletrodo de papel de carbono modificado
com Agarose-NiOEP (vermelho). O grafico de
corrente ibnica vs. tempo mostra a evolugdo da REH
com os potenciais aplicados de -0,5V,-1V,-15Ve -
2 V (vs. Ag/AgCl). Eletrolito suporte: tampé&o acetato
de sodio 0,1 mol L', pH 3.4. concentragéo de NiOEP
depositada sobre o eletrodo: 0.25 mg mL™.

Conclusoes

Essa primeira etapa do trabalho mostrou que o
sistema HEDGE/Agarose-NiOEP é um
bioeletrocatalisador eficaz para a REH,
mostrando maior densidade de corrente e
diminuicdo do sobrepotencial de onset em
relagdo aos eletrodos ndo modificados com a
NiOEP. Como préximas etapas do trabalho,
serdo realizadas a apo-reconstituicio de uma
apoproteina nativa (‘casca” proteica) com a
porfirina de NIOEP e as caracterizagdes
espectroscopicas e medidas eletroquimicas
referentes a REH, comparando-as as enzimas da
classe das hidrogenases.
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