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RESUMO

A espectroscopia de RPE juntamente com os ions sonda VO?*, Mn?*, Fe** e
Cu®, as espectroscopias de IVTF e UV-Vis, a andlise elementar e a determinaggo
da acidez carboxilica e fendlica foram utilizadas para obter-se informagdes a
respeito da estrutura de melaninas sintéticas, produzidas a partir da oxidagdo da L-
DOPA (L-3,4-di-hidroxifenilalanina), através de quatro métodos diferentes:
oxidagao pelo oxigénio do ar; pelo pirofosfato de manganés (lll); pelo H2O;; e pelo
Ks[Fe(CN)s]. Foram preparados complexos, reagindo-se cada uma das melaninas
sintetizadas, com solugdes de cada um dos diferentes ions sonda citados acima.
Cada melanina e seus complexos foram entdo submetidos a analise. Os espectros
de RPE apresentaram apenas uma unica linha, caracteristica de radicais livres
com g~2, para as quatro melaninas analisadas. Os espectros de RPE das
melaninas- obtidas pelo pirofosfato de manganés (lil) e pelo Ki[Fe(CN)g]
apresentaram também uma linha em g~4.3 indicando a presencga de ferro (lll) spin
alto na estrutura da melanina, em sitios com distor¢ées rombicas, ferro esse
oriundo dos reagentes utilizados no processo de sintese. Os espectros de RPE dos
complexos, com cada um dos lon metalicos, foram similares para todas as
melaninas. Os complexos com VO indicaram snmetna axial, com oxigénios como
atomos ligantes. Para os complexos com o Cu®*, os espectros de RPE também
sugeriram simetria axial, e evidéncias da eXIstencia de sitios contendo dois
nitrogénios préximos entre si. Os espectros de RPE para os compostos com o Fe*
indicaram complexos de esfera interna com g~4,3 caracteristico de ferro (lll) spin
alto &m ambiente com distorgdo rémbica enquanto que para os complexos com
Mn?* sugeriram formagdo de complexo de esfera externa com alto carater idnico
(92%). Os dados de IVTF indicaram coordena¢do entre grupos fendlicos,
carboxilicos e grupos nitrogenados das melaninas sintéticas com os ions sonda,
bem como uma freqii€ncia relatlvamente baixa para o estiramento V-O (oxigénio
apical) do complexos com VO?*. A espectroscopia eletrénica resultou em baixos
valores para a razdo E4/Eg, pnnc:palmente para a melanina obtida por meio do
pirofosfato de manganés (lll), quando comparadas com os valores para
substancias humicas, sugerindo maior grau de conjugac¢do nas melaninas. Os
resultados da andlise elementar @ da acidez total (metodologia modificada)
sugerem a existéncia de um teor relativamente alto de unidades inddlicas
degradadas, principalmente para a MS04, e como conseqiiéncia, razées O/C
também elevadas, sendo em média, cerca de duas vezes maior que as dos
modelos propostos pela literatura. Modificou-se o procedimento utilizado na
determinagdo da acidez segundo o método proposto por SCHINITZER E GUPTA,
diminuindo-se a quantidade de amostra necessaria, reduzindo-se o nimero de
transferéncias das solugdes, de um frasco para outro. Substituiu-se o processo de
filtragem por centrifugacdo, ao separar-se a amostra da solugdo a ser titulada,
trabalhando-se sempre em atmosfera inerte. Os estudos também demonstraram
que a determinag¢do da acidez pelo método da fungdo de formagédo acida e a
determinagcdo do poder redutor, ndo sdo indicadas para serem aplicadas as
melaninas.



ABSTRACT

Paramagnetic metal-ions probes VO%*, Mn%*, Fe®* and Cu®* with the
electronic paramagnetic resonance spectroscopy (EPR), FT-IR, and others
chemical analyses have been used to get information about synthetic melanins
structure obtained by oxidation of the L-dopa (3,4-dihydroxifenilalanin) through four
different ways: by air-oxidation in alkali solution; by using manganese (iil)
pyrophosphate as oxidant; by using H.O; as oxidant; and by using Ks[Fe(CN)s] as
oxidant. It was made complexes with the paramagnetic probes reacting each one of
the melanins with each one of the metal-ions described above. Then, the melanins
and their complexes were analyzed. For the four melanins, the EPR spectra
showed only one line characteristic from free radical at g~2. The EPR spectra for
the melanins obtained by mean of manganese (lll) pyrophosphate and Ks[Fe(CN)s]
also showed a line at g~4.3 due iron (lll) in rhombic environment, that came from
the reactants in the syntheses processes. The EPR spectra of the complexes, for
each kind of metal-ion, for all melanins were similar. The complexes with vo?*
indicated axial symmetry, and oxygen atoms as ligands. The EPR spectra of the
complexes with Cu?* also suggest axial symmetry with oxygen atoms as ligands
and evidences of sites with two nitrogen atoms next each other. The EPR spectra
of the complexes with Fe* indicated a inner-sphere complex with g~4.3,
characteristic from iron (lll) in rhombic environment while the EPR parameters for
the compounds with Mn®* suggest a outer-sphere complex with high ionic character
(92%). The FT-IR data indicated coordination between phenolic, carboxylic and
nitrogenated-groups of the synthetic melanin with the metal-ions and a low
frequency for the apical V-O stretching for those complexes. The electronic
spectroscopy showed low E4/Es ratios, mainly for melanins obtained by mean of
manganese (lll) pyrophosphate, when compared with the humic substances value,
suggesting higher conjugation. The results of CHN analysis and total acidity
determination (modified methodology), suggest that there are several degraded
indole units in the melanins structure, mainly for MS04, and high O/C ratios, around
twice higher than the ones for the proposed models. It was modified the procedure
used in the acidity determinations applied to the humic substances, based on
SCHINITZER and GUPTA method. It was reduced the amount of sample
necessary, as well as the number of transferences of the solution from a flask to
other; It was replaced the filtration process for centrifugation, during the separation
of the sample from the solution to be titrated, working always in inert atmosphere.
The studies also showed that the acidity determination by the acid formation
function methodology and the reduction power determination are not indicated for
the melanins.

xviii
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1 - INTRODUGAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 MELANINAS

As Melaninas constituem uma classe de pigmentos muito comuns na
natureza. De acordo com Nicolaus’, elas podem ser classificadas em trés grupos:
a) Eumelaninas: Sdo pigmentos negros ou marrons, geralmente insollveis, os
quais podem ser formados através de processos oxidativos, a partir da tirosina, di-
hidroxifenilalanina (DOPA), dopamina, e outras catecolaminas®. b) Feomelaninas:
Sao pigmentos com cores mais claras, que apresentam maior solubilidade. Podem
ser obtidos de maneira semelhante as eumelaninas, envolvendo porém no
processo, também a cisteina ou a glutationina®>. c) Alomelaninas: Estas sao mais
comuns no reino vegetal. Esses pigmentos sdo formados durante a polimerizagdo*
oxidativa de substratos fendlicos, como o catecol e outros poli-hidroxiaromaticos,
na presenga da enzima polifeno!oxidase‘.

Melaninas naturais, bem como as sintéticas, principalmente aquelas
pertencentes a classe das eumelaninas tém sido assunto de intensa pesquisa nos
ulitimos anos. Existe grande interesse voltado para esta classe. Nos seres
humanos, esses pigmentos sdo encontrados na pele, olhos e cabelos, atuando no
mecanismo de fotoprote¢édo celular e em areas de intensa atividade nervosa como
o ouvido interno, a retina e no cérebro®®’. Elas apresentam grande afinidade por
ions metalicos® e também por uma variedade de substancias carcinogénicas®. As
diversas fungdes e disfungbes nas quais as eumelaninas estao envolvidas ainda é

uma questao aberta na literatura. Ha evidéncias de seu envolvimento em doencas

*Os termos: polimerizagdo, polimeros, biopolimeros e oligdmeros nédo sfo adequados para estas substancias. Na realidade
elas sd30 s6 macromoléculas e nfo polimeros. Porém, o seu uso é bastante difundido dentro da literatura, provaveimente,
devido ao fato de ndo haver outros melhores para substitui-los.
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como a esquizofrenia'®, parkinsonismo'!, melanomas malignos e até mesmo em
alguns tipos de surdez'2.

Na industria de cosméticos, as melaninas tem sido empregadas na
fabricagdo de “tinturas” para cabelos, bem como coadjuvantes em alguns
bloqueadores solares. Também existem estudos com relagdo & insergcdo de
melaninas em polimeros, utilizados na fabricacdo de lentes éticas, visando um
material que proteja mais efetivamente os olhos contra radiagdes ultravioletas, as
quais sd0 extremamente danosas aos tecidos oculares''.

Como citado acima, as eumelaninas sado “polimeros” escuros, em geral
insoluveis, sem massa molecular definida, que possuem diversas propriedades
sem paralelo com os demais compostos organicos'®. Adicionalmente, comportam-

16,17

se como semicondutores amorfos e absorvem ondas ultrasénicas na regido

préxima a 1 MHz'® além da intensa absorcdo no ultravioleta e parte do espectro
visivel'®.

Biologicamente, aceitava-se que esses pigmentos eram produzidos a partir
da oxidagao da tirosina, pela enzima tirosinase, seguindo a rota reacional proposta
por Raper-Mason®? (Fig. 01). Esta proposta foi baseada na identificagdo de
compostos intermediarios, isolados ao interromper-se o processo de oxidagao das
catecolaminas, estabelecendo-se assim, as etapas anteriores a formagao do
melanocromo’. Chegou-se entdo a concluséo que o DHI (5,6-di-hidroxindol) seria o
intermediario chave na formagdo do biopolimero’ eumelanina. Estudos
posteriores®?* evidenciaram que o DHICA (acido 5,6-di-hidroxindol-2-carboxilico)

também era um importante intermediario no processo de melanizagdo, e ndo uma

estrutura formada ap6s a polimerizagdo como sugerido anteriormente'®.

1 O termo melanocromo é utilizado para designar os oligémeros soltveis, de coloragdo pdrpura, que precedem as
melaninas, no processo de melanizago.
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Porém, a tirosinase, frente a esse substrato, apresenta baixissima atividade
oxidativa®, sugerindo que, se esse composto fosse um dos intermediarios,

deveria haver um outro agente oxidante responsavel pela sua conversdo em

melaninas.
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b()[ Dopacromotautomerase
0, Y
D I
oF
N
H
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FIGURA 01 - Rota prooosta por Raper-Mason para a melanogénesis® ““, revisada

e adaptada por Prota®®

Trabalhos mais recentes?’ evidenciaram que o sistema peroxidase / H,0-
é altamente efetivo em induzir a conversdo do DHI em melaninas, bem como o
DHICA e deve portanto, desempenhar um papel importante na melanogénesis.
Além dos processos enzimaticos, a agdo de oxidantes quimicos, presentes nos
organismos, como radicais livres ou cations metalicos, também pode desencadear

o processo de melanizagdo?
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Um dos primeiros modelos para estruturas de eumelaninas foi proposto por
Nicolaus' ~ resultando de investigacdes, onde foram isolados acidos
pirrolcarboxilicos, provenientes da degradagdao de eumelaninas naturais, através
da oxidagdo com 0 KMnO4 em meio alcalino. O modelo proposto € constituido de
diversas unidades DHI ligadas entre ‘si, de maneira aleatdria, pelas posi¢des 2, 3,
4 e 7, com maior predominancia das duas ultimas, podendo parte das unidades

inddlicas estar oxidadas a quinonas (Fig. 02).

FIGURA 02 - Modelo proposto por Nicolaus para a estrutura de eumelaninas'.

Swan? estudou as estruturas de melaninas sintetizadas a partir da L-DOPA
marcada isotopicamente com deutério e oxigénio—18 . A partir desses estudos,
propés como modelo um biopolimero heterogéneo, onde as unidades indédlicas
encontrar-se- iam ligadas en_tre si aleatoriamente, apresentando diversos estados
de oxidagdo, bem como a existéncia de unidades pirrélicas, provenientes da fisséo

oxidativa de anéis benzénicos de estruturas inddlicas? (Fig. 03).
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FIGURA 03.- Modelo proposto por Swan para a estrutura de eumelaninas®?°.

30-34 que as melaninas sintéticas poderiam conter,

Também fora proposto
em suas estruturas, outros tipos de unidades como a L-DOPA nao ciclizada, o
leucodopacromo, bem como aquelas formadas pela “quebra” oxidativa de anéis
benzénicos, provenientes de unidades inddlicas. Confirmou-se ainda, a presenga
do DHIAC nas melaninas naturais, e sua formagao durante a melanogénesisgs'gg.
Levando em consideracdo alguns desses fatos, Blois®*® propés também um modelo
para as eumelaninas, o qual ndo era muito diferente dos anteriores, destacando-se
apenas a existéncia de unidades néo ciclizadas da L-DOPA, bem como a perda de

alguns dos oxigénios, oriundos de grupos fendlicos, cujas posi¢des encontram-se

envolvidas em ligagdes entre as unidades fundamentais (Fig. 04).
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FIGURA 04 - Modelo proposto por Blois para a estrutura de eumelaninas®?.

Diversas técnicas instrumentais como o RPE, raios-X, Mossbauer,
infravermelho, RNM, espectroscopia eletrénica, microscopia eletrénica tém sido
empregadas para investigar as estruturas dessas substancias. Porém, devido as
suas propriedades (amorfismo, baixissima solubilidade, massa molar indefinida,
intensa absortividade otica) e as dificuldades encontradas no processo de extragao
e purificagdo de eumelaninas naturais, nao se chegou a elucidacéo das estruturas
dessas substancias. Estudos realizados utilizando-se microscopia de tunelamento

1.394% 3 propor uma outra estrutura para as

e varredura levaram Zajac et a
eumelaninas, apresentando maior nimero de liga¢des entre as unidades inddlicas,
formando uma cadeia semelhante a um porficeno, contendo quatro nitrogénios em

seu centro (Fig. 05).
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FIGURA 05 - Modelo proposto por Zajac et al. para a estrutura de eumelaninas®**°.

Experimentos de espectrometria de massa, de melaninas sintetizadas a
partir da Dopamina, DHI, DHICA e da 5,6-dihidroxitriptamina*'**, pela agdo da
tirosinase, bem como de seus intermediarios no processo de melanizagao,
indicam diferentes graus de “polimerizagdo” para cada precursor, sendo mais
efetiva a agdo da enzima para os dois primeiros substratos. Também foi observado
que o aumento do peso molecular ndo correspondia a soma das massas de varias
unidades fundamentais, evidenciando que deve haver “‘quebra” oxidativa das
unidades inddlicas, com concomitante oxigenagdo, devido a formagdo de H;0O-
durante a reacdo®. A adicdo de catalase fez com que a agdo desse oxidante fosse
reduzida, podendo ser detectado “oligbmeros” com até 6 unidades fundamentais
(DHI) ndo degradadas. Porém, a partir desse ponto, a degradacao ja comecga a ser
observada, dificultando o processo de andlise e caracterizagdo das espécies. Isso,

mais uma vez, confirma o fato de que, embora exista uma grande quantidade de
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informagdes a respeito das melaninas, ainda ha muito mais para ser descoberto e

a real estrutura dessas substancias continua sendo uma incégnita.

1.2 ASPECTOS FUNDAMENTAIS SOBRE A ESPECTROSCOPIA _DE

RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELETRONICA (RPE)

Visto que esta técnica ndo é tao difundida como a espectroscopia eletrénica
ou a de infravermelho, julgou-se conveniente incluir uma se¢do contendo os
principios fundamentais da mesma, para que, se alguém que néo a domina vir a ler
este trabalho, possa ter uma idéia mais clara a respeito de seu funcionamento e
interpretagdo de resultados.

O principio da RPE é a absorgéo de radiagbes eletromagnéticas, na faixa de
fregliéncia de microondas, por uma amostra (sélida, liquida ou gasosa) submetida
a um campo magnético, que apresenta elétrons desemparelhados na estrutura, e
possui portanto um momento magnético de spin diferente de zero
(paramagnetismo)***. Os dois pontos chaves desta técnica sdo: detectar a
existéncia de elétrons desemparelhados e fazer a caracterizagdo do “ambiente” no
qual 0 mesmo se encontra.

O fato de que se uma substancia é diamagnética ( ndao possui elétrons
desemparelhados e 0 momento magnético resultante de spin é igual a zero) e
portanto ndo pode ser analisada por RPE, nem sempre é uma verdade. A interagéo
de substancias diamagnéticas com espécies quimicas possuindo elétrons
desemparelhados (como fons metalicos paramagnéticos por exemplo), bem como
a conversdao dessas em espécies radicalares, pela exposi¢do a radiagao
ultravioleta ou pela oxirredugdo eletroquimica acoplada ao experimento de RPE,

tornam possivel analisar um grande nimero de compostos diamagneéticos.
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Através da espectroscopia de RPE, amostras solidas, liquidas bem como
gasosas podem ser analisadas de forma nao destrutiva. Por ser uma técnica muito
sensivel, em condicbes adequadas, o limite de detec¢do pode chegar ao intervalo
de 10" a 10" spins g'(equivalente & parte por bilhdo)*’. Em geral, pequenas
quantidades de amostra sdo suficientes para desenvolver o experimento (5 a 50
mg). Também, ndo ¢é conveniente analisar amostras magneticamente
concentradas. A resolugcdo do espectro cai quando ha centros paramagnéticos
proximos entre si 0 suficiente para que ocorra interagdo dipolar entre eles. Logo,
esta técnica €& aplicada, primariamente, a caracterizagcdo de espécies
magneticamente diluidas*"*®. Ha maneiras de se diluir amostras magneticamente
concentradas. Uma delas, € dissolvendo o0 material a ser analisado em um solvente
de baixa constante dielétrica, fazendo-se o experimento em solugdo ou solugdo
congelada, conforme for mais indicado. Solventes com altas constantes dielétricas
como a agua, nao sdo recomendados, pois ocorre perda da poténcia de
microondas aplicada, pela interagdo do solvente com a componente elétrica desta,
gerando assim aquecimento e outros problemas*®*’.

As freqiéncias mais utilizadas nos experimentos de RPE, situam-se ao
redor de 9 GHz (banda-X) e de 35 GHz (banda-Q).

As espécies paramagnéticas mais comumente observadas por RPE incluem
radicais livres organicos e complexos metalicos paramagnéticos*’*®,

Por apresentar melhor resolugdo, geralmente os espectros de RPE sao
adquiridos na forma de primeira derivada do espectro de absor¢do. A resolugéo
pode ainda ser melhorada através da aquisicdo de espectros em segunda

derivada*®, mas com o inconveniente do decréscimo da relag@o sinal-ruido, a qual

diminui geometricamente com sucessivas derivaces*®. A Fig. 06 apresenta os
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espectros de absor¢céo, primeira derivada e seqgunda derivada, para uma espécie

paramagnética com S = %.

----— Absor¢édo
-—— Primeira derivada
----—--- Segunda derivada

Campo Magnético (G)

FIGURA 06 — Comparacdo® entre a curva de absorgdo, primeira derivada e
segunda derivada de um experimento de RPE para uma amostra cujo s = V2.

1.2.1 O HAMILTONIANO DE SPIN

O espectro de RPE por si s6, ndo fornece muitas informagdes a respeito da
amostra em estudo. Para obter informagdes quimicas e estruturais da amostra é
necessario representar o espectro, matematicamente, e encontrar valores
paramétricos que possam ser relacionados aos detalhes da amostra, tais como
natureza dos radicais livres, espécies metalicas e estado de oxidacéo, simetria dos

sitios paramagnéticos e ligagdes envolvidas, além de outras informagdes®.

 As intensidades das curvas foram alteradas pois, caso confrario, as curvas de primeira e principalmente de segunda
derivada seriam insignificantes comparadas & curva de absorgao.
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O “Hamiltoniano de spin” € uma representagcdo matematica conveniente do
espectro de RPE. Se for possivel ajustar um Hamiltoniano de spin para um
espectro experimental, pode-se utilizar os parametros obtidos para se fazer
inferéncias a respeito das propriedades quimicas e estruturais da amostra em
estudo®’. O Hamiltoniano é uma descrigdo fenomenoldgica pela qual o espectro de
RPE pode ser descrito em termos de um pequeno numero de paradmetros. Uma
vez que estes parametros si3o0 determinados experimentalmente, calculos
relacionando-os a configuragdo eletrénica e ao estado de energia do centro
paramagnético so geralmente possiveis**'.

Para um grande numero de casos, apenas alguns termos do Hamiltoniano

de spin sdo suficientes para descrever os fendmenos:

H=(gBS)+(AS) M)

O primeiro termo corresponde a interagcdo de Zeeman e 0 segundo a interagdo
hiperfina. ¢ e A sdo os parametros de RPE (discutidos na préxima se¢do), B é
0 campo magnético externo,ao qual a amostra estd sendo submetida
e Se/sédo os operadores de spin eletrdnico e nuclear, respectivamente 4750

A partir do espectro experimental, g e A podem ser estimados, e com o
auxilio do Hamiltoniano, pode-se fazer inferéncias sobre o ambiente quimico em
que se encontra o elétron desemparelhado.

Outro Hamiltoniano importante, € aquele que expressa a separagdo de
campo zero®.

A A A2 A2

A A2
H=D(S;— 1/38S) + E(Sx— S2) (2)
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Este Hamiltoniano expressa apenas os operadores de spin eletrénico e a
interagdo entre spins, de onde pode-se estimar os parametros D e E, os quais

serdo discutidos a frente.

1.2.2 AINTERAGAO ELETRONICA DE ZEEMAN

O principal fendmeno fisico relacionado a espectroscopia de RPE é o efeito
Zeeman, due envolve a interagdo entre o spin de um elétron desemparelhado e um
campo magnético externo™. Este efeito esta representado no primeiro termo do
Hamiltoniano de spin (1). Quando os elétrons nao sdao submetidos a campos
cristalinos ou campos magnéticos externos, eles encontram-se distribuidos
aleatoriamente e 0s dois possiveis estados de spin (ms= + %2 ) estao deéenerados
(energias equivalentes). Porém, quando colocados na presenga de um campo
magnético externo, uma parte dos elétrons alinha-se paralelamente ao campo (ms
= -1/2 , estado de menor energia) e uma outra parte, antiparalelamente (ms = +1/2,
estado de maior energia). As energias relativas destes dois niveis sao
proporcionais ao campo magnético aplicado, dadas pela expressao:

Ems=gupBms (3)
onde pp & o magneton de Bohr (9,2731 x 102* J/T), B é o campo magnético e g é
uma constante de proporcionalidade, conhecida como fator-g. A separagdao de
energia entre os estados de spins (Fig. 07) é chamada de separagdo de Zeeman.
Caso exista mais de um elétron desemparelhado no atomo, havera interagées
entre eles, resultando em um nimero maior de estados ndo degenerados, dados

pela expressao de multiplicidade 2S + 1, onde S é o spin total.
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A Me=+1/2 (E=+1/2guzB)

AE

Energia

msi-1l2 (E=-1/2gugB)
Campo Magnético (G) B

FIGURA 07 — Perda da degenerescéncia dos estados de spin para um sistema de
s = %, pela aplicagao de um campo magnético (efeito Zeeman).

Se as populagdes dos dois estados fossem exatamente iguais, ndo seria possivel
realizar experimentos de RPE, pois durante a aplicagdo da microondas, haveria
apenas uma troca dos estados de spins pelas duas populagbes, sem que
houvesse absorcédo efetiva de radiagédo, e portanto, sua detecgdo. Mas, como a
populacdo do estado de menor energia € um pouco maior, 0 experimento torna-se
possivel. A razao entre as populagées de spins dos dois estados, antes da
aplicagdo da microondas, pode ser descrita satisfatoriamente pela distribuicdo de
Boltzmann:

n'/n = exp(-hv/kT)=1-gusB/kT °® (4)
onde n° e n sdo as populacdes dos niveis de maior e menor energia
respectivamente, k é a con‘stante de Boltzmann e T a temperatura absoluta dé
amostra em estudo®®. Infere-se da expressdo, que um aumento no campo
magnético aplicado, ou entdo, uma redugdo da temperatura, faz com que o nivel
de menor energia torne-se mais populado, algando dessa forma um aumento na
intensidade do sinal, durante a aquisicdo de espectros de RPE, uma vez que existe

proporcionalidade entre esses dois fatores.

® Na condigio de ressonancia, hv = gusB.
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O Fator-g € um dos pardmetros mais importantes na espectroscopia de
RPE. Para um hipotético elétron livre, apresenta um valor igual a 2,0023. Quando
um elétron desemparelhado se encontra em um orbital num atomo, ele pode
apresentar maior ou menor grau de localizagdo; dependendo do sistema (ion,
molécula, radical), ele pode apresentar um elevado grau de deslocalizagdo. O
fator-g reflete a natureza desse orbital. Ele pode variar de acordo com a orienta¢ao
do orbital que contém o elétron desemparelhado em relagcdo ao campo magnético
externo aplicado (anisotropia). Nesse caso, haveria trés valores distintos para g: g,
gy € gz , 0s quais forneceriam informagcdes a respeito dos eixos principais de
simetria do orbital. H4 um caso especifico onde g, = gy. Esta condi¢do determina
uma simetria axial onde gx = gy € definido como g, (g perpendicular) e g; €
designado por gy (g paralelo)*®. Em solugdo, as moléculas possuem movimento de
rotacdo. Nesse caso, a agitagdo térmica pode atingir taxas consideravelmente
maiores do que a frequéncia de operagio do espectrédmetro, fazendo com que, no
tempo necessario para se excitar o sistema, as moléculas possuam todas as
orientacdes possiveis em relagdo ao campo magnético externo, resultando numa
perda aparente de anisotropia, aparecendo somente um fator-g que seria um valor
médio entre gy , gye gz . Se a solugdo é congelada, ou se a amostra & um po6, todas
as possiveis orientacdes ocorrerdo aleatoriamente contudo, as posigoes
moleculares sdo mantidas. Cada molécula com uma orientagédo particular tem seu
préprio fator-g e o espectro resultante é a soma do espectro individual de cada
molécula. No caso de simetria axial, estatisticamente falando, havera menos
moléculas com o eixo principal de simetria orientado na dire¢do do campo
magnético externo, e mais moléculas com o eixo principal orientado
perpendicularmente ao campo, de modo que, nesse caso, a intensidade de

absor¢do do sinal correspondente ao g;; seré& menos intensa, € em primeira
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derivada passara por um maximo, enquanto o sinal do g; sera de maior
intensidade, e em primeira derivada, passara por zero 6.

Ao substituir-se o valor de ms na equagao (3), obtém-se os valores das
energias para cada estado de spin (x1/2 g g B). A separagédo de energia entre os
dois estados sera igual a:

AE=gusB (5)
A separacgdo de energia AE aumenta linearmente com o aumento de B (Fig. 07).
Transi¢coes de dipolo magnético podem ocorrer, entre os dois estados de spins, do
menor para o0 maior estado de energia, quando faz-se incidir radiagbes
eletromagnéticas cujos fétons possuem energia hv igual a AE, como mostra a
expressao:

hv=AE=gpsB (6)
Esta equacdo representa a condicdo de ressonancia num experimento de RPE*"S0,

Para a aquisicdo de um espectro de RPE, a amostra é colocada dentro de
uma cavidade ressonante, com dimensdes ajustadas a frequéncia de microondas
utilizada. Logo, é impossivel variar a frequéncia sem variar as dimensdes da
cavidade. Portanto, por questbes praticas, torna-se mais conveniente submeter-se
a amostra @ uma radiagdo de microondas de frequéncia fixa, e conhecida, e variar
o campo magnético B *°.

Se um elétron, promovido ao nivel de maior energia, retorna ao seu estado
fundamental emitindo radiacdo, ndo é possivel detectar a absorgdo liquida de
energia pois, cada foton absorvido seria reemitido. Existem porém, mecanismos de
relaxacéo, que possibilitam dissipar a energia absorvida , sem a emissdo de féton
durante a transigdo do spin de volita ao nivel de menor energia. O mais importante

deles é conhecido como relaxacdo spin-rede, onde a energia absorvida é dissipada
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pelo sistema na forma de energia térmica. Esse mecanismo possui um tempo
caracteristico para ocorrer (T1), que é dependente dos acoplamentos existentes®’.
O numero de spins em processo de excitagdo ndo pode exceder ao numero de
spins em processo de relaxacao pois, nesse caso, havera saturagdo no sistema®®.
Por outro lado, a largura de uma linha espectral esta inversamente relacionada ao
tempo de relaxacdo®, ou seja, quanto menor Ty, mais larga sera a linha de RPE,
perdendo-se resolugdo, e até mesmo, impossibilitando o registro do espectro.
Dependendo do sistema, essas situacbes podem ser contornadas reduzindo-se a

temperatura do sistema pois, além de aumentar a populagdo do nivel de menor

energia, aumenta-se também T4

1.2.3 AINTERACAO NUCLEAR HIPERFINA

Prétons, bem como néutrons, possuem numero quéantico de spin (x1/2) e,
dependendo de como estas particulas estdo no nucleo, pode ou ndo haver um spin
nuclear resultante (l) diferente de zero®. Atomos com nimero atdémico (Z) e de
massa (A) pares, possuem | = 0; exemplos C'? e 0. Nos casos em que Z for
impar e A for par, | sera inteiro; exemplo: ;N (1 = 1) e sB' (I = 3). Nos casos onde
A for impar, | sera fracionario, com denominador igual a dois; exemplo: 1A% (I =
5/2) e yH' (I = 1/2)°2 Spins nucleares desemparelhados produzem um momento
magnético nuclear, que quando submetido a um campo magnético externo, sofre
perda da degenerescéncia. Os diferentes estados (m;) sdo todos os valores entre
+l e |, que distam entre si por uma unidade (Aml = 1). Se | = 1/2, teremos m; =
+1/2 e -1/2 (+1/2 = 1). Quando | = 1, os valores de m; serao: +1,0 (+1-1)e -1 (0
—1). Para o caso dos nlcleos, o valor positivo &€ o de menor energia®®. Quando um

elétron desemparelhado pertence a um atomo com spin nuclear total diferente de
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zero, e esta amostra é submetida a um campo magnético externo, este elétron
estara submetido também a um campo magnético proveniente do nucleo atémico,
que pode ser somado (m, positivo) ou subtraido (m, negativo) ao campo magnético
externo, fazendo com que 0 campo magnetico efetivo experimentado pelo elétron
desemparelhado seja a soma do campo aplicado e o0 campo local gerado pelo spin
nuclear. Este efeito esta representado pelo segundo termo do Hamiltoniano de
spin, dado pela equagao (1). Neste caso, a linha de RPE & desdobrada em duas ou
mais linhas, e a separagdo entre elas corresponde ao valor da constante de
interagdo hiperfina (A). O ndmero de linhas da interagdo hiperfina & dado pela
multiplicidade dos estados de spin nuclear: 21 + 1 *. Ha casos em que o
desdobramento do espectro é causado pelo nucleo de outro atomo, que nao
aquele que possui o elétron desemparelhado. Neste caso, a constante A passa a

ter o nome de constante de interagdo super-hiperfina.

1.2.4 REGRAS DE SELEGCAO

As condi¢des para que a matéria absorva radiagdo eletromagnética estao
sumarizadas nas regras de sele¢do. As transi¢des que sao possiveis, de acordo
com estas regras, sdo chamadas de permitidas, enquanto as transi¢des que nao
obedecem estas regras sdo chamadas de proibidas. E importante ressaitar
entretanto, que o termo proibido refere-se a regras estabelecidas para um modelo
simples, de modo que transigcbes proibidas podem ocorrer por mecanismos nao
incluidos neste modelo simples. Porém, a intensidade de absor¢ao ou emissao que
ocorre com uma transicido esta relacionada a probabilidade deste evento

(transicdo) ocorrer. Quanto mais provavel for o evento, mais intensa sera a
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absorgdo, de modo que, transi¢cbes proibidas sdo de baixa probabilidade e
consecutivamente, as absor¢des apresentaréo intensidade muito baixas**’.

As regras de selecdo para RPE sdo: Am; = 0 e Ams = 1. Estas regras
restringem o numero de transi¢cdes, facilitando assim a interpretacdo dos

espectros, 0 que seria muito mais dificil se todas as provaveis transicbes

ocorressem®’.

1.2.5 A SEPARACAO DE CAMPO ZERO (INTERACAO FINA)

No caso em que ions ou moléculas apresentam mais de um elétron
desemparelhado préximos (S > 1/2), havera uma interagdo entre os seus
momentos magnéticos. O campo magnético efetivo experimentado pelos elétrons
desemparelhados sera a soma do campo magnético aplicado e o campo
magnético gerado pelo(s) spins(s) eletrdnicos(s) do(s) outros(s) elétrons(s)
desemparelhado(s). Esta interagdo magnética dipolo-dipolo & chamada de
interacdo fina e remove a degenerescéncia (provoca a separa¢ao de energia entre
os estados de spin), mesmo na auséncia de campo magnético externo. Esta
quebra de degenerescéncia € denominada de separagdo de campo zero. Nestes
casos, os parametros do Hamiltoniano de campo zero podem ser representados
por duas constantes independentes, que sdo os parametros de campo cristalino: E
(distor¢do rémbica) e D (distor¢éo axial). Assim, no caso de simetria axial, E=0, e
para simetria clbica, ndo se observa a separacdo de campo zero, Ou seja,

D=E=0%.
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2 - OBJETIVOS

Este trabalho objetivou: 1°) Estudar a estrutura de melaninas sintéticas
(obtidas a partir da L-DOPA, através de 4 diferentes processos oxidativos) pela
caracterizagdo de seus sitios ligantes, através da interagdo com os ions
paramagnéticos: Cu®’, VO¥, Fe** e Mn*', fazendo uso das espectroscopias de
RPE e IVIF, e pela utlizacdo de outras técnicas comumente aplicadas a
substancias humicas do solo: UV-Vis, dosagem dos grupos carboxilicos e
fendlicos, analise elementar e a capacidade redutora frente ao hexacianoferrato(lll)
de potassio; 2°) modificar a metodologia utilizada na dosagem de grupos acidos de
substancias huamicas, reduzindo-se ao maximo o contato do material em analise
com o ar, bem como reduzindo também a quantidade de amostra necessaria para

a analise.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 METODOS EMPREGADOS NA SINTESE DE MELANINAS

As melaninas foram obtidas a partir da oxida¢ao da L-DOPA (proveniente da
Aldrich Chemical Company, utilizada sem purificagdo adicional), através de quatro

diferentes métodos, trabalhando-se em todos eles, a temperatura ambiente.

3.1.1 SINTESE DA MS01

Esta melanina foi sintetizada utilizando-se o oxigénio do ar como agente
oxidante. A metodologia empregada, sofreu uma alteragdo em relag¢do a
literatura®™®**; Adicionou-se 5,00 gramas de L-DOPA em um bequer contendo 1L de
agua desionizada. Em seguida, gotejou-se hidréxido de amédnio concentrado
(Merck), até que a solugao atingisse pH 8,2 (pH controlado potenciometricamente).
Transferiu-se 6 conteldo para um baldo de vidro de fundo chato de 15L
(Fig. 08-3), o qual foi envolvido com papel aluminio, para evitar-se o contato com a
luz, e entdo fechado com uma rolha perfurada, contendo dois tubos de vidro (3 mm
de diametro interno), sendo um para a entrada e outro para a saida do fluxo de ar.
O tubo de entrada, o qual se encontrava mergulhado na solugéo, estava conectado
a saida de um frasco de seguranca (Fig. 08-2), que por sua vez, estava conectado
a um frasco lavador de gas (Fig. 08-1), contendo NaOH 5 mol/L (Vetec) em seu
interior, para reter o gas carbdnico proveniente do ar. No tubo de entrada desse
frasco lavador, também havia um filtro de la de vidro, para impedir a entrada de
particulas solidas. O tubo de saida, proveniente do baldo, encontrava-se com a

extremidade inferior 10 cm acima do nivel da solugdo e com a extremidade
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superior conectada a um outro frasco de seguranga (Fig 08-4), que por sua vez,
estava ligado a uma trompa d’agua (Fig. 08-5). Quando o sistema (Fig. 08) era
submetido a uma redugao da pressao interna, promovia-se um fluxo continuo de ar

através da solugdo contendo L-DOPA.

—>

=
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FIGURA 08 — Esquema representativo do sistema utilizado na sintese da melanina
MSO01: frasco lavador de gas(1); frasco de seguranca(2); baldo contendc os
reagentes{3), frasco de seguranga{4), e trompa d'agua{5). As setas indicam o
sentido do fluxo de ar.

Deixou-se a solugdo reagindo sob agitagido e fluxo de ar durante quatro
dias. Como esta reacdo liberava ions H', fazendo com que o pH da solugio
diminuisse paulatinamente, foram feitas sucessivas adicbes de NH,OH
concentrado durante o periodo de reagao, de tal forma, que o pH manteve-se entre
8,0 e 825 Apos 4 dias, a suspensdo negra resultante foi tratada com HCI
concentrado (Ecibra) até atingir pH 2,0 e deixada em repouso por uma hora. Em
seguida, centrifugou-se o contetido do baldo a 4000 rpm por 15 minutos. O
precipitado foi recolhido e Iavadd 4 vezes com HCI 0,01 mol/L, sendo recuperado

através da centrifugacdo apds cada lavagem. O material foi entédo lavado dez

§ Utilizando-se o oxigénio como oxidante, a velocidade da reagdo diminui significativamente com a redugés do pH.
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vezes com agua desionizada e secado a 60° C sob pressdo reduzida, por 30
horas. A massa final de melanina sintética, obtida segundo este método, foi de

3,36g.
3.1.2 SINTESE DA MS02

Esta melanina foi obtida empregando-se o pirofosfato de manganés (lll)

como agente oxidante.
3.1.2.1 Preparacgao do pirofosfato de manganés (lll)

Este reagente foi preparado através de uma reagéo de proporcionarﬁento
(Mn? + Mn** 9 2 Mn®"), conforme descrito pela literatura®: Dissolveu-se 6,00 g de
MnCiz4H,O (Merck) em 100 mL de agua desionizada, transferindo-se em seguida,
esta solucdo para um bequer de capacidade igual a 2 L. Adicionou-se 1 L de
solug:éd tampdo pirofosfato de sédio (Vetec) pH 7,0 0,1 mol/L , previamente
tratada para eliminar-se ions Fe®" e Fe*', presentes como contaminates™. Juntou-
se a mistura 5,32 g de MnO, (Merck) e deixou-se a mesma sob agitagao por 24
horas. Apds esse periodo, a mistura foi centrifugada, desprezando-se a parte
solida. A solugdo obtida, de cor avermelhada, caracteristica de Mn**, foi
recuperada e filtrada em funil de vidro sinterizado. Para determinar-se a
concentracdo da solugdo de pirofosfato de manganés (ill), utilizou-se o método

espectrofotométrico (£ = 6,20 cm™ mol” para 257 nm)®’. O valor encontrado foi

= 0,02 mol/L.
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3.1.2.2 Obtengao da melanina

Dissolveu-se 1,00 g de L-DOPA em 1 L de tampao fosfato 0,1 mol/L pH 7,2
(obtido a partir de solugdes 0,1 mol/L de NaH,PO4 [Carlo Erba]l e NaOH [Merck]).
Dividiu-se a solugdo de L-DOPA obtida em cinco aliquotas de 200 mL", em
bequeres de 550 mL de capacidade. A cada aliquota (uma por vez), adicionou-se
200 mL da solucdo de pirofosfato de manganés (lil). Cada mistura obtida foi
mantida sob agitagdo por 10 minutos, sendo em seguida centrifugada, para
eliminagdo dos oxidos e hidréxidos de manganés (ll) formados nos primeiros
passos da oxidagdo da L-DOPA. Os sobrenadantes foram recuperados e
transferidos para dois erlemmeyers de polietieno de 1 L de capacidade, com
tampa rosqueada. Os erlemmeyers foram fechados hermeticamente, através do
uso de parafime nas roscas, envolvidos com papel aluminio e mantidos sob
agitacdo durante 24 horas. Efetuou-se entdo a centrifugagdo da suspenséo
formada nesse periodo, tomando-se o sélido e desprezando-se a parte aquosa. O
precipitado obtido foi lavado oito vezes com HCI 0,01mol/L e 10 vezes com agua
desionizada, sendo recuperado por centrifugagao apds cada lavagem. A melanina
obtida foi seca a 60°C sob pressdo reduzida durante 30 horas. A massa de

melanina sintética obtida por este método foi de 0,62 g.
3.1.3 SINTESE DA MS03
Para obter-se esta melanina, utilizou-se o peroxido de hidrogénio para

oxidar a L-DOPA, adaptando-se o método citado pela literatura, para o substrato

5,6-di-hidroxindol®®: Adicionou-se 2,00 g de L-DOPA a 100 mL de solugdo tampao

TA solugdo foi dividida em aliquotas visto ndo ser possivel centrifugar-se volumes superiores a 400 mL numa Gnica vez.
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fosfato 0,1 mol/L, pH 7,2 , num bequer de 250 mL de capacidade. Deixou-se a
mistura sob agitagdo por 20 minutos, para solubilizar-se parte da L-DOPA
adicionada. Em seguida adicionou-se a mistura, 40 mL de uma solugéo de H;0,
(Grupo Quimica) a 15% (4,4 mol/L). O bequer foi entdo envolvido com papel
aluminio, deixando-se apenas parte da extremidade superior aberta. Numa bureta
volumétrica, colocou-se 30,00 mL de uma solugao 0,11 mol/L de iodeto de potassio
(Merck), cuja fungdo foi catalisar a decomposicdo do H,O,. Esta bureta foi
posicionada sobre o0 bequer contendo as solugdes de L-DOPA e H;0», e a solugdo
de Kl foi entdo adicionada a mistura, gota a gota, de tal forma que o periodo total
de adigao foi igual a 30 minutos. Transferiu-se entdo o contetido do bequer para
um erlemmeyer de polietiieno de 250 mL de capacidade, com tampa rosqueada,
fechando-se 0 mesmo hermeticamente. A solugdo foi mantida sob agitagdo durante
um periodo de 24 horas. Em seguida, a suspensao obtida foi acidificada com HCI
concentrado até pH 2,0 e deixada em repouso por um periodo de uma hora. Apds
esse periodo, centrifugou-se a suspensao, tomando-se o sélido e desprezando-se
a parte aquosa. O precipitado obtido foi lavado 8 vezes com HCI 0,01 mol/L e 10
vezes com agua desionizada, sendo sempre recuperado através da centrifugagao.
Secou-se a melanina obtida a 60° C, sob pressao reduzida, por um periodo de 30

horas. A massa de melanina obtida por este método foi de 1,32 g.

3.1.4 SINTESE DA MS04

O oxidante empregado na obtenc¢do dessa melanina foi 0 hexacianoferrato
() de potassio. Adicionou-se 1,00 g de L-DOPA em 400 mL de tampao fosfato 0,1
mol/L, pH 7,0 , num erlemmeyer de polietileno de 500 mL de capacidade, com

tampa rosqueada. Acrescentou-se 100 mL de solugdo 1,01 mol/L de Ki[Fe(CN)g)]
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(Synth). O erlemmeyer foi entdo fechado hermeticamente e mantido sob agitagao
durante 24 horas. Apds esse periodo, o conteudo do erlemmeyer foi centrifugado,
desprezando-se a parte aquosa. O precipitado formado foi recolhido e lavado 15
vezes com agua desionizada, sendo em seguida lavado 10 vezes com HCI 0,01
mol/L e entdo, lavado novamente 10 vezes com agua desionizada. A melanina
obtida foi seca a 60° C sob pressao reduzida por 30 horas. A massa resultante

desta sintese foi de 0,72 g.

3.2 PREPARACAO DOS COMPLEXOS DE MELANINAS COM _[ONS

PARAMAGNETICOS

Os complexos foram preparados reagindo-se cada uma das melaninas
sintetizadas, com solugdes aquosas de cada um dos seguintes ions: Mn?*, Cu®,
VO?* e Fe**. Para cada uma das quatro melaninas, procedeu-se da seguinte
forma: Tomou-se quatro frascos plasticos de 30 mL de capacidade, cada um deles
contendo 25 mL de solugdo 0,1 mol/L, de um dos seguintes sais: MnCly4H,0
(Merck), CuSO45H,0 (Merck), VOSO43H,O (Aldrich) e FeCl36HO (Merck).
Adicionou-se a cada frasco 100 mg de Melanina. Os frascos foram entao fechados,
deixando-se o contetido reagir por 24 horas. Ap6s esse periodo, o conteudo de
cada frasco foi centrifugado e os complexos melanina-ion-metalico foram
recuperados. Lavou-se cada complexo trés vezes com HCI 0,01 mol/lL (para
eliminar-se ions metalicos ndo complexados que poderiam estar adsorvidos a
melanina)®, e diversas vezes com agua desionizada. O material foi seco a 60° C
sob pressao reduzida.

Alguns dos compostos de coordenacdo (CuMSO03, MnMS04, CuMSO04,

VOMS04 e FeMS04) necessitaram lavagens adicionais com HCI 0,05 mol/L, para
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hidrolisar parte dos ions metalicos complexados. A concentracédo relativamente alta
destes ions fez com que houvesse perda da resolugdo nos experimentos de RPE

(alargamento das linhas).

3.3 ESPECTROSCOPIA DE IVTF

Os espectros de infravermelho com transformadas de Furrie (IVTF) foram
adquiridos a temperatura ambiente, num equipamento Bomen FT-IR, série MB,
somando-se 10 varreduras, com resolugdo de 4 cm™, entre 4000 e 400 cm™,

utilizando-se pastithas de KBr (1:100).

3.4 ESPECTROSCOPIA ELETRONICA

Os espectros na regido do ultravioleta-visivel foram adquiridos a
temperatura ambiente, de amostras em solu¢do (1 mg de amostra / 20 mL de
solucdo 0,05 mol/llL. de NaHCO; ou solugdo 0,1 mol/L de NaOH), num

espectrofotdmetro HP, Diode Array 8452, operando-se na faixa de 190 a 800 nm.

3.5 ESPECTROSCOPIA DE RPE

Os espectros de ressonancia paramagnética eletrénica foram obtidos em
tubos de quartzo, para amostras no estado sélido (em pd) e em célula plana (flat),
também de quartzo, para solugées(10 mg melanina sintética dissolvidos em 1 mL
de solugdo 0,1 mol/L de KOH [Vetec] degasada), num espectrometro BRUKER,
modelo ESP 300 E, banda X (9,5 GHz) com modulagio de freqiiéncia de 100 kHz
para 12 derivada e 50 kHz para 22 derivada, a temperatura ambiente. Para as

medidas efetuadas em solugdo, trabalhou-se com amplitudes de modulacdo de
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0.142 a 1.01 Gauss e poténcia de microondas na faixa de 0,505 a 20 mW. Utilizou-
se também os programas WINEPR® para tratamento de dados e Simfonia® para

simulagéo de espectros.

3.6 ANALISE ELEMENTAR

A analise quimica elementar de carbono hidrogénio e nitrogénio (CHN) foi
efetuada utilizando-se um equipamento Perkin-Elmer analyser , model 240. Os
experimentos foram realizados pelo LAC (Laboratério Central de Pesquisa e

Desenvoivimento, COPEL/UFPR).

3.7 DETERMINACAO DO TEOR DE GRUPQS ACIDOS (CARBOXILICOS E

FENOLICOS)

A determinacdo do teor de grupos fendlicos e carboxilicos das melaninas
sintéticas foi realizada através do método proposto por Schinitzer € Gupta®,

modificado conforme descrito na se¢éo 3.7.2.
3.7.1 METODO DA FUNGCAO DE FORMACAOQ ACIDA

O experimento foi realizado com base na literatura®': Transferiu-se 50 mg de
amostra para uma célula eletroquimica de 125 mL de capacidade (Fig. 9-3).
Adicionou-se 100 mL de agua desionizada e uma barra magnética para agitagao.
Fechou-se a célula com uma tampa de borracha, contendo; um eletrodo de vidro
para medir-se 0 pH, 2 tubos de teflon de 2 mm de diametro, para manter o

sistema sob fluxo de argonio e uma abertura de 3 mm de didmetro para introduzir-



Materiais e métodos 1 O O

se uma canula de teflon de 2 mm, para a adigdo de base ou de acido. Manteve-se
o sistema sob agitagdo magnética (Fig. 9-2) e fluxo de argdnio (Fig. 9-6) até total
dissolugdo da amostra. Com o auxilio de uma bureta semi-automatica (Fig. 9-4),
adicionou-se, através da canula, solugdo de KOH 0,1102 mol/L, até atingir pH
11,000 (o volume gasto de base, em média, era de 5 mL). Esperou-se cerca de 20
minutos até que o pHmetro estabilizou-se. Em seguida, inseriu-se na célula uma
canula conectada a bureta semi-automatica, para adicdo do acido. Titulou-se a
solugcdo com HCI 0,1076 mol/L. O volume de HCI utilizado, por adi¢do, foi de 0,020
mbL (20 ul). O tempo entre uma adicdo, medida do pH e outra adigcdo, foi de
aproximadamente 1 minuto (os valores de pH foram medidos com a agitagao
magnética desligada e com o tubo de entrada do argdnio suspenso acima do nivel
da solugdo, para se evitar perturbacdes da mesma). O namero de adi¢des variou
entre 90 e 120, dependendo da amostra.

As solucdes de KOH e HCI utilizadas, foram preparadas e acondicionadas
em frascos de polietileno flexiveis, fechados por septos de borracha, atravessados
por um tubo de teflon de 5 mm de diametro, que ia até o fundo da solugéo
(Fig. 9-5). Esse tubo possuia duas funcdes: degasar a solugao, através da conexao
com uma linha de argdnio (introduzia-se também uma agulha hipodérmica no septo
para circulagdo do gas) e transferir a solugdo para a bureta (como o frasco era
flexivel, ele murchava durante a transferéncia, sem que houvesse a necessidade
de injetar-se gas em seu interior) (Fig. 9-5). Na extremidade superior do tubo de
teflon, havia 3 cm de tubo de tygon, para facilitar a conexdo com a bureta e
também para fechar o frasco, quando fora de uso, através de uma pinga de Mohr.

Como a parte superior da bureta podia ser destacada e trocada, utilizava-se
um kit (conexdes, reservatério e canula de adigdo) para a base e outro para o

acido. Antes da bureta ser utilizada nas titulagdes, ela era preenchida e esvaziada
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cerca de 6 vezes, com todas as conexdes montadas, apenas faltando inserir-se a
canula na célula de titulagdo. Esse procedimento era realizado para se evitar a
contaminagcédo das solugdes com oxigénio, ja que ao preencher-se a bureta pela
primeira vez, uma pequena quantidade de ar que se encontrava nos tubos e na

parte superior da mesma, entrava em contato com as referidas solugdes.

© & —
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FIGURA 09 - Representagdo esquematica do sistema utilizado na
quantificacdo dos grupos acidos pelo método da fungdo de formagdo acida:
pHmetro (1), agitador magnético(2), célula eletroquimica (3), bureta semi-
automatica (4), frasco flexivel de polietileno para acondicionar base ou acido (5) e
cilindro contendo argdnio (6).

3.7.2 MODIFICACAO DO PROCEDIMENTO UTILIZADO NA DETERMINAGAO DA

ACIDEZ TOTAL E PARCIAL PELO METODO SCHINITZER E GUPTA

Antes de discorrer sobre as modificacbes no procedimento, pareceu
conveniente descrever-se a metodologia que era empregada anteriormente, para

fins comparativos.
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3.7.2.1 Procedimento utilizado na determinagao da acidez (sem modificagoes)

3.7.2.1.1 Acidez total

Transferia-se, entre 50 e 100 mg de amostra para um frasco de polietileno.
Com o auxilio de uma pipeta volumétrica, adicionava-se 20 mL de Ba(OH); 0,125
mol/L. O frasco era entdo fechado com uma tampa perfurada, na qual se inseria
um tubo de teflon de 3 mm de didametro, que se encontrava conectado ao -
reservatério de argdnio, para degasar o sistema. Também introduzia-se na tampa,
uma agulha hipodérmica para permitir-se a circulagdo do gas. Apds 20 minutos, a
tampa perfurada era retirada e substituida por outra sem orificio algum. O frasco
era entdo colocado numa mesa agitadora e mantido sob agitagdo por 24 horas.
Depois desse periodo, vertia-se 0 conteudo desse frasco num funil de separagéo,
contendo na sua saida 1a de vidro compactada, que servia de filtro, separando-se o
solido da solugdo contendo excesso de Ba(OH),, a qual era coletada num
recipiente colocado abaixo do funil. O frasco de polietileno era lavado cerca de 3
vezes com 10 mL de égué desionizada, sendo essa agua vertida também sobre o
funil de separagdo e acrescentada a solugdo de Ba(OH),. O funil também recebia
jatos de agua desionizada, os quais eram coletados e somados & solugédo de
Ba(OH),. Essa solugdo, mantida em recipiente semi-aberto e submetida a um fluxo
de argonio, era entdo titulada com HCI 0,1 mol/L, com o auxilio de uma bureta
manual até pH 8,00 *°, sendo que o pH era monitorado potenciometricamente.

Subtraindo-se o numero de mols de base ndo consumidos do total
adicionado, determinava-se o quanto fora consumido pela amostra.

Nesse tipo de experimento, ndo se costuma padronizar o Ba(OH), antes da

titulagdo. O que se faz, é usar uma “amostra em branco™®, onde num frasco,
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coloca-se apenas a base (sem amostra). O contetdo desse frasco é submetido as
mesmas condicdes que as demais amostras, sendo também titulado com HCI,
onde se da a padronizacdo da base. O nimero de milimols de H" total por grama

de amostra pode ser obtido pela equagéo:

{(Vs — V) Crci - 1000} / M(mg) (7)

onde Vg € o0 volume de HCI gasto para titular-se a amostra em branco, V é o
volume de HCI gasto para titular-se uma amostra qualquer (volumes expressos em
mL), Cxci € a concentragdo do acido utilizado (em mol/L) na titulagdo e m é a

massa (expressa em mg) da amostra em analise.

3.7.2.1.2 Acidez parcial (carboxilica)

Transferia-se, entre 50 e 100 mg de amostra para um frasco de polietileno.
Com o auxilio de uma pipeta volumétrica, adicionava-se 20 mL de Ca(CH3;COO),
0,3 mol/L e 40 mL de agua desionizada. O frasco era entao fechado, degasado e
mantido sob agita¢do, como descrito acima, para a acidez total. Apds um periodo
de 24 horas, o conteudo do frasco era filtrado em funil de separagdo contendo 1a
de vidro, coletando-se a parte soluvel num recipiente, semelhante ao descrito para
a acidez total. Essa solugao era entao titulada, com NaOH 0,1 mol/L, com o auxilio
de uma bureta manual, até pH 8,00 .

Novamente, fazia-se uso de uma “amostra em branco™®, onde num frasco,

colocava-se apenas a solugdo de acetato de calcio (sem amostra). O contetdo
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desse frasco era submetido as mesmas condi¢des que as demais amostras, sendo
também titulado com NaOH.

Cada milimol de H" titulado da solugdo de acido acético formado era
proveniente de grupos carboxilicos da amostra. O nimero de milimols de H*

carboxilico por grama de amostra pode ser obtido pela equagéo:

{(V = Vs) CnaoH " 1000} / M(mg) (8)

onde V é o volume de solu¢do de NaOH gasto para titular-se uma amostra
qualquer, Vg € 0 volume de NaOH gasto para titular-se a amostra em branco
(volumes expressos em ml), Cnaon € a concentracdo da base utilizada na

titulagdo (em mol/L) e m é a massa de amostra em analise (expressa em mg).

3.7.2.2 Metodologia modificada

3.7.2.2.1 Acidez total

As principais preocupacgdes nesta parte do trabalho foram: diminuir a
quantidade de amostra necessaria para a analise e evitar-se a0 maximo o contato
do ar com o sistema, uma vez que o hidréxido de bario reage rapidamente com o
gas carbdnico, sem contar as rea¢des da amostra com 0O oxigénio, geralmente
favorecidas em pHs alcalinos. Como esse contato se dava principalmente durante
os processos de transferéncia, procurou-se isolar do ar, as transferéncias que
fossem realmente necessarias.

O primeiro passo dado foi: em lugar de adicionar-se o Ba(OH), & amostra e

depois degasar-se o sistema, adicionou-se 0 Ba(OH). previamente degasado a
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amostra, também fechada e sob atmosfera inerte, procedendo-se da seguinte
forma:

Preparagdo da solugdo de Ba(OH), 0,25 mol/L: Transferiu-se 32 g de
Ba(OH),8H,0 (Merck) para um frasco de polietileno de 1L. Adicionou-se agua
desionizada até completar-se o volume. Colocou-se dentro do frasco uma barra
magnética para agitacdo. O frasco foi fechado com um septo de borracha
perfurado, atravessado por um tubo de teflon de 4 mm de diametro interno, cuja
extremidade inferior localizava-se a 1/3 da altura do frasco, contendo em sua
extremidade superior 3 cm de tubo flexivel de tygon (para facilitar conexdes e
também a obstrugdo do tubo de teflon), o qual estava obstruido por uma ping¢a de

Mohr (Fig. 10).

FIGURA 10 - Frasco utilizado para preparar € armazenar Ba(OH),.

Manteve-se a solugdo sob agitagdo por 1 hora, para dissolugdo do Ba(OH),.
Conectou-se o tubo de tygon a uma linha de argdnio para degasar-se a solugao,
introduzindo-se também uma agulha hipodérmica no septo para circulagdo do gas.
Manteve-se o sistema sob fluxo de argénio por 1 hora. Obstruiu-se a extremidade

do tubo com a pinga e retirou-se entdo a agulha hipodérmica, ficando o frasco
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hermeticamente fechado, podendo ser entdo desconectado da linha de argénio. O
frasco foi mantido em repouso por 3 dias para que o BaCOj; presente como
contaminante, que € insollvel, decantasse. Para se utilizar a solugdo de Ba(OH)q,
conectou-se o tubo de tygon a outro tubo de teflon de 5 cm de comprimento por 5
mm de diametro interno, contendo em seu interior 1a de vidro (para reter particulas
de BaCO; que porventura fossem arrastadas), que por sua vez estava conectado a
bureta semi-automatica. Acionava-se o sistema para encher a bureta,
concomitantemente com a retirada da pinga que obstruia o tubo de tygon. Como o
frasco era flexivel, ele murchava, com a saida da base, ndo havendo necessidade
de injetar-se gas para compensar o volume. A bureta era preenchida e esvaziada
cerca de 6 vezes, com todas as conexdes montadas, antes da utilizagdo da base
para a reagao com as amostras.

Acondicionamento da amostra num recipiente para processar-se a reagdo
com a base: Transferiu 25 mg de amostra para um frasco de vidro de 30 mL
(dimensoes, vide Fig. 11) de capacidade. Fechou-se o frasco com um septo de
borracha (Fig. 11-a), 0 qual se ajustava por fora da borda da abertura do mesmo.
Este septo continha um pequeno furo, que era atravessado por um tubo de tygon
de 2 mm de diametro interno, cuja extremidade inferior distava 1 cm do fundo do
frasco (Fig. 11-b). Este tubo estava prensado pelo septo, de tal forma que se
encontrava obstruido. Somente introduzindo-se uma agulha hipodérmica com a
ponta esmerilhada através dele, era possivel desobstrui-lo. O sistema
assemelhava-se a uma valvula de uma bola de futebol.

Com o auxilio da agulha hipodérmica de ponta esmerilhada, conectou-se o
frasco, através do tubo de tygon a uma linha de argénio (Fig. 11-d). Também
introduziu-se outra agulha no septo para saida do gas (Fig. 11-e). Manteve-se o

sistema sob fluxo de argénio por 15 minutos, para purgar-se o ar contido no frasco.
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FIGURA 11 — Frasco utilizado para reagir a amostra com o Ba(OH);: aberto (1),
fechado (2); septo (a), tubo de tygon (b), amostra (c), agulha hipodérmica para
saida de gas (d) e agulha hipodérmica com ponta esmerilhada conectada a linha

de argdnio (e).

Em seguida, mantendo-se ainda o fluxo de argdnio, e com o auxilio de uma bureta
semi-automatica (Fig 12-2), com uma agulha hipodérmica adaptada na canula de
adigdo, adicionou-se a amostra 20,00 mL de Ba(OH), 0,25 mol/L (Fig. 12). Apos a
adicao, retirou-se primeiramente a agulha conectada & cénula da bureta e em
seguida, retirou-se, simultaneamente, a agulha de saida de gas e a agulha
esmerilhada pela qual o argénio penetrava no frasco. Colocou-se o frasco em uma
mesa agitadora e manteve-se 0 mesmo sob agitacdo por 24 horas. Apos esse
periodo, em lugar de filtrar-se o conteldo do frasco em funil de separagéo
contendo |& de vidro, o frasco foi submetido a centrifugagdo, a 4000 rpm, por 15
minutos. Em seguida, mantendo-se o frasco sob fluxo de argénio, com o auxilio de
2 agulhas hipodérmicas (uma para entrada e outra para saida do gas), através do
uso de uma pipeta volumétrica, com uma agulha de ponta esmerilhada adaptada

em sua extremidade, a qual foi introduzida pelo orificio do tubo de tygon, retirou-
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FIGURA 12 - Processo de adicéo de Ba(OH), a amostra: frasco contendo amostra
(1), bureta (2), frasco de Ba(OH): (3), cilindro de argdnio (4); filtro de 1a de vidro (5).

se uma aliquota de 10,00 mL da solugao contendo o excesso de Ba(OH), (que néao
reagira com a amostra) (Fig. 13), transferindo-se a mesma diretamente para uma
célula eletroquimica, previamente degasada, contendo um eletrodo de vidro para
medir-se pHs (Fig. 14).

Antes de utilizar-se a pipeta para retirar aliquotas, conectou-se a agulha de
sua extremidade inferior a linha de argdnio, mantendo-se a péra acoplada a sua
extremidade superior aberta, com o auxilio de duas pingas, para que o fluxo de
argdnio purgasse o ar de seu interior. Apés 10 minutos, a pinga da parte superior
da péra foi retirada, interrompendo-se o fluxo. Para conectar a pipeta ao tubo de
tygon do frasco contendo a amostra e a solugao de Ba(OH),, desconectou-se a
linha de argdnio da agulha acoplada a sua extremidade inferior, pressionou-se a

péra, fazendo com que o argénio de seu interior fosse expelido e ela pudesse
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entdo ser usada para fins de sucg¢ao, inserindo-se logo em seguida a agulha no

frasco através do tubo de tygon.

L

FIGURA 13 — Sistema utilizado para retirada de uma aliquota da solugédo contendo
excesso de Ba(OH),, utlizando-se uma pipeta conectada a uma agulha
hipodérmica de ponta esmerilhada, mantendo-se o sistema sob fluxo de argénio.

A canula para adigao de acido foi introduzida na célula pelo mesmo orificio
pelo qual se realizou a transferéncia da solugado a ser titulada. Titulou-se a solugao
com HCI (Ecibra) 0,1076 mol/L (Fig. 15). Como foi titulado apenas metade do
volume inicial de 20,00 mL de base adicionados & amostra, o resultado obtido foi
multiplicado por dois, encontrando-se dessa forma quanto da base nao fora
consumida pelos grupos acidos da amostra.

O uso da amostra em branco foi mantido apesar das demais modificagdes,

submetendo-se esta as mesmas condi¢des que as demais amostras.
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FIGURA 14 - Sistema utilizado na transferéncia da aliquota da solu¢éo contendo
excesso de Ba(OH); para a célula eletroquimica.
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FIGURA 15 - Sistema utilizado na titulagcdo da aliquota retirada da solucdo
contendo excesso de Ba(OH),, com HCI 0,1076 mol/L.

De posse do numero de milimols de base ndo consumidos e com o auxilio

da equacéo (7), determinou-se o valor da acidez total para as amostras.
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3.7.2.2.2 Acidez parcial (carboxilica)

Transferiu-se 20 mg de amostra para um frasco de 30 mL de capacidade.
Fechou-se o frasco com o septo conforme descrito na se¢do anterior. Submeteu-se
o contetido do mesmo a um fluxo de argdnio, conforme citado para a acidez total.
Adicionou-se, com o auxilio de uma bureta semi-automatica, 20,00 mL de
Ca(CH3COO0); (Carlo Erba) 0,25 mol/L, previamente degasado, procedendo-se de
acordo com o efetuado na adigdo de hidroxido de bério, na determinag¢do da acidez
total. Manteve-se a mistura sob agitacdo por 24 horas. Centrifugou-se o frasco a
4000 rpm. Retirou-se uma aliquota de 10,00 mL da solugdo existente em seu
interior, que agora continha acido acético, transferindo-se a mesma para uma
célula eletroquimica. O processo de retirada e transferéncia foi exatamente o
mesmo utilizado na acidez total. Titulou-se essa aliquota com NaOH (Merck)
0,1103 mol/L, previamente degasado. Como o volume titulado era a metade do
volume de acetato de calcio adicionado, multiplicou-se o resultado da titulagdo por
2, obtendo-se assim o total de acido acético formado. Aqui também manteve-se 0
sistema da amostra em branco, submetendo-a as mesmas condigbes das demais
amostras.

Com o valor obtido pela titulagdo e com o auxilio da equagéo (8),
determinou-se o nimero de milimols de H* carboxilicos presentes na amostra.

A acidez fendlica continuou sendo determinada subtraindo-se o numero de

milimols de H* carboxilicos do nimero de milimols de H" total.
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3.8 DETERMINACAQ POTENCIOMETRICA DO PODER REDUTOR

O experimento foi realizado com base na literatura®2. Utilizou-se uma célula
eletroquimica de 20 mL de capacidade, com tampa de teflon. Os eletrodos
utilizados foram: Ag/AgCl como referéncia e epoxigrafite como eletrodo indicador
(eletrodo construido por A. R. S. Oliveira e A. L. Juliato do grupo de pesquisa do
laboratério de Humus)®. As medidas de potencial foram feitas com o auxilio do
pHmetro, trabalhando-se na escala de mV.

Adicionou-se 2,0 mg de amostra em 10,00 mL de tamp&o borato 0,1 mol/L,
pH 9,0 , previamente degasado. Manteve-se o0 sistema sob agitacdo e fluxo de
argbnio por 30 minutos, para dissolugao total da amostra. Titulou-se a amostra com
Ks[Fe(CN)s] 0,101 mol/L, fazendo-se adi¢oes de 0,010 mL (10 puL). O tempo entre
uma e outra adicdo foi estabelecido como o intervalo necessario para que o
potencial retornasse a “linha base”, caso ndo houvesse um “salto” abrupto do

mesmo, indicando que o ponto de equivaléncia fora alcangado.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 DETERMINACAO DE GRUPOS ACIDOS

4.1.1 METODO DA FUNCAO DE FORMAGAQ ACIDA

Esta metodologia é aplicada na determinagdo da acidez de acidos fulvicos®”,
os quais constituem a fragdo sollvel (em qualquer faixa de pH) das substancias
humicas do solo. Consiste em elevar-se o pH (em geral, até 11) da solugdo da
amostra em estudo, com KOH e entao, realizar uma retrotitulagdo, com HCI, até pH
2. Sabendo-se 0 nimero de mols de base adicionados para elevar-se o pH e, para
cada ponto da titulagdo, o nimero de mols de &cido adicionados, o volume da total
da solucéo, a concentracio de H" e OH (determinadas pela medida direta do pH e
pelas expressées: [H]" = 10" e [OH]= Kw/[H']), e a massa da amostra em

solucdo, é possivel tracar-se uma curva que relaciona o numero de mols de H

ligados (ny) a uma determinada massa de amostra, em fungdo do pH®'. Esta curva

é regida pela expressao:

S = {(na—[H'1V) = (ne — [OH]V)} /m (©)

onde 8,1 € uma funcdo de formacgdo relativa, na € o nimero de mols de acido
adicionados em cada ponto da titulagdo, ng € 0 nimero de mols de base
adicionados iniciaimente para elevar-se o pH até 11, [H'] € a concentracdo de
hidrogénios acidos presentes na solucdo apés cada adigdo de HCI, [OH] é a
concentragdo de ions hidroxila presentes na solugdo apds cada adicdo de HCI, V é
o volume total da solugdo apds cada adi¢do de HCl e m € a massa de amostra

(expressa em gramas ou quilogramas) contida na solu¢do. A fungéo ny, que
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representa 0 nimero de mols de H* ligados por grama (ou Kg) de amostra em um
determinado pH pode ser obtida subtraindo-se da fun¢éo relativa de cada ponto, o
valor da fungao relativa a pH 11 (ny = 8,4 - SnH (pHm)s’. Para construir uma curva de
boa resolugédo, sdo necessarios de 90 a 120 adigbes de acido, obtendo-se desta
forma, o nimero correspondente de pontos. O volume de acido por adi¢éo é de 20
a30pulL.

Tracando-se a curva com 0s pontos obtidos, € possivel determinar-se o
valor da acidez fendlica (altura da inclinagdo mais pronunciada da curva,
geralmente entre pH 11 e 8) e o da acidez carboxilica (altura da inclinagdo mais
pronunciada da curva, geralmente entre pH 5,5 e 3).

Como a primeira melanina sintetizada (MS01) solubilizava-se em solugdes
com pHs > 8, vindo a precipitar novamente somente a pHs < 3, tentou-se adequar
a meiodologia da funcdo de formacgdo acida para esta melanina sintética. Como
almejava-se obter resultado precisos na determinagdo da acidez, primeiramente,
apliccu-se a metodologia a alguns compostos modelos simples (acido para-
hidroxibenzdico, &acido orto-hidroxibenzdico [salicilico], ortodi-hidroxibenzeno
[catecol] e L-3,4-di-hidroxifenilalanina [L-DOPAY}), cujos valores teéricos da acidez

sdo canhecidos, para avaliar-se a metodologia.

Q H 0 H 0
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FIGLRA 16 — Compostos modelos utilizados na determinagdo da acidez pelo
método da funcdo de formacgado éacida: acido para-hidroxibenzdico (a) , acido
saliciico (b), catecol (c) e L-DOPA (d).
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Como o objetivo era verificar a aplicabilidade do método a tais compostos, nao foi
realizado um controle rigoroso da forga idnica® durante as titulagdes e nem as
consequentes corregdes necessarias nos calculos, uma vez que as diferengas néo
eram tdo significativas. As Figs. 17, 18, 19 e 20 mostram as curvas das fun¢des de
formagdo acida para os compostos modelos e a Tab. 01 apresenta os valores
tedricos e experimentais para a acidez.

Para o composto acido para-hidroxibenzoéico, o resultado foi satisfatorio. A
funcdo apresentou duas regides ascendentes, entre pHs 10 ~ 7 e entre pHs 6 — 3,
correspondentes a acidez fendlica e carboxilica respectivamente. Os valores
experimentais diferem um pouco, em relacdo aos tedricos, principalmente para a
acidez carboxilica, provavelmente devido a falta de controle na forg¢a iénica. Para o
compostos: acido salicilico, catecol e L-DOPA, os resultados dos experimentos

sugerem que a técnica ndo é adequada para tais sistemas.
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FIGURA 17 - Fungéo de formagéo acida para o acido para-hidroxibenzoico.
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FIGURA 19 — Func¢ao de formagéao acida para o catecol.
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FIGURA 20 — Fung¢ao de formagéo acida para a L-DOPA.

TABELA 01 — Valores tedricos e experimentais, obtidos pelo método da fungio de
formacao acida, para os compostos modelos.

Valor teérico (mmol/g) Valor experimentai (mmol/g)
Composto @-0OH COOH @®-OH COOH
Acido p-hidroxibenzéico 7,24 7,24 7,0 6,8
Acido salicilico 7,24 7,24 indeterminado 3,7
Catecol 18,16 - 8,5 -
L-DOPA 10,19 5,04 10,1 0,0

Para o acido salicilico, a fungdo apresentou apenas uma regido ascendente
correspondente a acidez carboxilica, porém com um erro (& menor) de quase 50
por cento em relagdo ao valor experimental. Nao aparece a regido correspondente
a acidez fendlica, a qual deve estar muito além da faixa de pH na qual se trabalha
neste sistema. Como nesse composto a hidroxila se encontra em posi¢céo orto a
carboxila, quando o experimento se processa, durante a adicdo de base, ha a
retirada do préton da carboxila e a concomitante formagao de ligagdo de hidrogénio

entre o carboxilato e o hidrogénio do grupo fendlico, dificultando sua saida, a qual
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n&o ocorre dentro da faixa de pH em que se trabatha. Como esse hidrogénio néo é
retirado, conseqlientemente durante a retrotitulagdo, ndo aparece na curva a
regido correspondente a protonagdo do grupo fenolato. Outro fato importante, é
que esta ligacdo de hidrogénio também dificulta a protonacdo do carboxilato,
fazendo com que, mesmo a pHs baixos, somente uma parte das moléculas tenham
esse grupo protonado. Para o catecol, ndo ha a regido da curva correspondente a
carboxilas (por ndo haver carboxilas) e a regido correspondente aos fendis é
equivalente a apenas um hidrogénio fendlico por molécula. A situagdo é
semelhante ao caso do acido salicilico. Um dos hidrogénios fendlicos é retirado
durante a adi¢cdo de base, com formacgao de ligacéo de hidrogénio entre o fenolato
formado e o outro hidrogénio fendlico. Como este segundo hidrogénio néo é
retirado, durante a retrotitulagdo somente um fenolato é protonado, fazendo com
que a fungdo de formacdo acida apresente uma regido correspondente a um
hidrogénio fendlico. Para a L-DOPA, nao aparece a regiao da curva que
corresponde as carboxilas e, a regido fendlica é equivalente a dois prétons por
molécula. Porém, ao consultar-se na literatura® os valores dos pK.s para a L-
DOPA (carboxila = 2,22 ; grupo amino [NH;'] = 8,8 ; fenol; = 9,83 ; e fenol, = 13,4),
conclui-se que a regido atribuida aos fendis, estd na verdade englobando um dos
prétons fendlicos e o préton do grupo amino, visto que os pK,s sdo préximos, ndo
havendo resolugdo na curva para diferencia-los. O segundo hidrogénio fenélico
ndo aparece na curva semelhantemente ao catecol (pK, extremamente alto). Como
o pKa da carboxila é bastante baixo, sua protonagdo se da fora da regido
operacional de pHs “varrida” nesta metodologia, n&o sendo portanto visualizada na
curva da fungéo de formagao acida.

Apenas para observar-se o aspecto da curva, uma amostra da MS01 foi

submetida a analise por esse método. A curva da fungdo de formagdo resultante
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apresentou baixa resolugcdo, quase ndo se podendo perceber onde inicia ou
termina as regides que correspondem a diferentes grupos acidos (Fig. 21).

Com base nos experimentos realizados, conclui-se que esta metodologia
nao é adequada para a quantificagcdo de grupos acidos de sistemas que
apresentem grupos funcionais semelhantes ao acido salicilico, ao catecol ou a L-
DOPA, sendo portanto invidvel sua aplicagdo a melaninas também. Questiona-se
ainda sua aplicagdo em &cidos fulvicos, ja que os mesmos podem ter grupos
funcionais semelhantes aos citados. Para fins comparativos, quando se trabalha
com duas amostras semelhantes de acidos fulvicos, 0 método pode ter validade,

porém ndo € um método indicado para quantificagao.
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FIGURA 21 - Fun¢ao de formagao acida para a MS01.
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4.1.2 METODO DA ACIDEZ TOTAL E PARCIAL

Ao observar-se 0 procedimento empregado nessas determinagdes,
trabalhando-se com acidos humicos, constatou-se que na auséncia de um sistema
fechado com atmosfera inerte, algumas das etapas do método, falando-se em
termos de procedimento cientifico, deixavam a desejar. Trabalhando-se com o
composto modelo - acido salicilico, o erro encontrado entre o valor tedrico e o valor
experimental para a acidez total (acidez carboxilica + acidez fendlica), foi de 10 por
cento. Portanto, procurou-se alternativas para minimizar o erro nas determinagdes.
Uma delas, foi tentar adaptar o método da fungéo de formagao acida. A outra, uma
vez que a primeira mostrou-se inadequada para os compostos em estudo, foi
modificar 0 procedimento empregado nas determinagdes da acidez de acidos
himicos pelo método Schnitzer and Gupta®.

Resumidamente, este método compreende duas etapas: 1° - determina-se a
acidez total da amostra (carboxilica + fendlica): Reage-se esta com Ba(OH),. Parte
da base é consumida pelos grupos acidos da amostra e outra parte n&o. Titulando-
se 0 excesso de base, com HCI, descobre-se o quanto foi gasto para neutralizar os
grupos acidos (carboxilicos e fendlicos) da amostra. 2° - determina-se a acidez
carboxilica: Reage-se a amostra com uma solugdo de acetato de célcio. Por ser
uma base de Bronsted mais forte que as carboxilas da amostra, o acetato retira da
mesma os hidrogénios préticos carboxilicos formando acido acético. Esse acido
formado é titulado com NaOH, descobrindo-se entdo a acidez carboxilica da
amostra.

Para achar-se a acidez fendlica, subtrai-se do valor da acidez total o valor

encontrado para a acidez carboxilica.
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4.1.2.1 Metodologia modificada

Os objetivos desta parte do trabalho foram: diminuir as etapas de
transferéncia de reagentes, manter os sistemas sob atmosfera inerte, reduzir a
quantidade de amostra a ser analisada bem como aumentar a precisdo do
resultado, conforme citado na se¢do 3.7.2.2.1. Como a técnica desenvolvida por
Schnitzer e Gupta®® ja é consagrada, para testar a metodologia modificada,
realizaram-se experimentos somente com o composto modelo acido salicilico. As
analises foram feitas utilizando-se 20 e 25 mg de amostra. Os resuitados foram
satisfatorios. O erro entre o valor teérico e o experimental, que era da ordem de 10
por cento para a acidez total, pela metodologia sem modificagdes (trabalhando-se
entre 50 e 100 mg de amostra), ficou ao redor de 1 a 1,5 por cento, sendo que o
valor médio encontrado para a écidez total (®-OH + COOH) foi 2,02 mols H'/mol
(valor tedrico = 2,00 mols H'/mol) e para a acidez parcial (COOH), 1,01 mols
H*/mol (valor teérico = 1,00 mol H'/mol), pela metodologia modificada.

O fato de se usar o hidroxido de bario na determinagdo da acidez total, e
ndo um hidréxido alcalino, que a principio € mais forte, é justificado a seguir: Como
foi discutido na se¢do anterior, mesmo em pHs ao redor de 12, determinados
prétons fendlicos ndo sao ionizados na presenga de hidroxido de potassio, devido
a formacado de ligagdes de hidrogénio. Os ions de metais alcalinos sao acidos de
Lewis extremamente “moles”, que nao se ligam as estruturas aniénicas. Ja o ion
Ba?*, como é um acido de Lewis mais “duro” que os protons, liga-se as estruturas
aniénicas, deslocando os prétons seguros pelas ligagdes de hidrogénio, tomando
entdo o lugar destes, formando quelatos. No caso da melaninas, este fato € notado
pois, a MS01 que era sollvel em solu¢gdes de hidroxidos alcalinos e a MS03 e

MSO04 que eram parcialmente soluveis, sao insollveis em solugdo de hidréxido de
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bario, devido a diminuicdo das cargas das estruturas, pela ligagdo com os ions
bario(ll) e a formag&o de agregados, onde o Ba?* funciona como mordente.

Os resultados encontrados para a determinag¢do de grupos Aacidos das
melaninas sintéticas sdo apresentados na se¢ao seguinte, juntamente com os

resultados da analise elementar.

4.2 ANALISE ELEMENTAR

A Tab. 02 apresenta os resultados da andlise quimica elementar de
carbono, hidrogénio e nitrogénio das melaninas sintéticas bem como os valores
encontrados nas determinag¢des de grupos acidos, além dos valores tedricos para

a L-DOPA e alguns modelos de melaninas.

TABELA 02 - Dados da analise elementar e da determinagao do teor de grupos
acidos (valores experimentais para as melaninas sintéticas; valores teéricos para a
L-DOPA e para os modelos propostos por: Swan G. A%, Blois M. S.*® e Zajac G. W.
et al.“’_gara estruturas de melaninas).

% Razdes atémicas Acidez (mmol/g)
C H N 0 HIC HpyC NIC O/IC  Total COOH ®-OH

L-DOPA 5438 56 7.1 32,5 1,22 0,89 0,11 0,44 15,21 5,07 10.14
#

Swan 70,1 2,7 10,3 27,2 - 0,32 0,13 0,29 -— - -
#

Blois 62,2 24 8,4 271 — 0,46 0,11 0,33 —— - —
#

Zajac 66,8 1.1 8,7 22,3 —_— 0,20 0,13 0,25 — - —
#

Ms01 49,5 3,0 82 39,3 0,73 0,40 0,14 0,60 12,34 3,29 9,05
Ms02 50,9 26 7.5 38,0 0,61 0,35 0,13 0,58 11,08 3,06 8,02
MS03 46,0 31 6,8 44 1 0,80 0,43 0,13 0,72 13,26 3,84 9,42
MS04 40,4 2,2 11,2 46,2 0,64 0,31 0,24 0,86 11,32 4,14 7,18

Hna) Hidrogénios néo-acidos.

# Valores calculados com base na estrutura molecular.

—- Valores ndo determinados pelo fato dos autores ndo terem especificado a quantidade de
hidrogénios acidos.

Comparando-se os percentuais de C, H, N e O, entre as melaninas

sintéticas e a L-DOPA, observa-se que ha um decréscimo dos percentuais de
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carbono e hidrogénio e um aumento do percentual de o oxigénio, durante o
processo de formagao das melaninas. O decréscimo no percentual de carbono se
da, em parte, devido a descarboxilagdo parcial sofrida pelos derivados da L-DOPA

12629 e em maior escala, pela fissdo de anéis

durante a melanizagdo (ver Fig. 01)
benzénicos das unidades inddlicas, principalmente aquelas que nao estdo ligadas
através da posicdo 4, a outras unidades do polimero (Fig. 22)%®. O decréscimo no
percentual de hidrogénio se deve principalmente & perda de parte dos hidrogénios

que se encontram nas posi¢des 2 (se nao houver carboxila nessa posi¢ao), 3, 4

elou 7 das unidades inddlicas, durante o acoplamento das mesmas.

H
H -
&
H H O0—C

N.
l H
FIGURA 22 — Quebra oxidativa do anél benzénico de uma unidade inddlica
presente na estrutura de uma melanina sintética.

Comparando-se os valores da acidez carboxilica entre as melaninas sintéticas e a
L-DOPA, observa-se que as melaninas apresentam menores teores de carboxila. E

® menos de 1/6 das carboxilas

importante salientar, que segundo a literatura'?
presentes nas estruturas de melaninas sao oriundas daquelas existentes nas
unidades de L-DOPA. O restante das carboxilas sdo formadas pela “quebra’
oxidativa dos anéis benzénicos, durante o processo de sintese?®. Dessa forma, as
melaninas sintéticas com maior teor de acidez carboxilica sdo, em hipotese,
aquelas que sofreram maior degradagéo das unidades inddlicas na melanizagao.

Durante o processo degradativo, além da perda de carbonos e formag¢do de

carboxilas, ha um aumento do percentual de oxigénio, que € em parte aparente



Resultados e Discusséo I 52

(porque 0 numero de carbonos esta diminuindo) e em parte real (ha a entrada de
novos oxigénios na estrutura). Comparando-se as melaninas sintéticas com a L-
DOPA, nota-se que todas as quatro melaninas possuem um percentual de
oxigénio mais elevado. Levando em consideracédo o percentual de carbono, o
percentual de oxigénio e a acidez carboxilica, parece que a MS04 foi a que sofreu
maior degradacdo das unidades indélicas, vindo em segundo lugar a MS03, em
terceiro a MS01 e por ultimo a MS02. Isto sugere que os processos de sintese da
MS01 e principalmente da MS02, s3o menos agressivos que aqueles
empregados para as demais melaninas.

Os valores determinados para a acidez fendlica das melaninas sintéticas,
s30 mais baixos que o da L-DOPA. Se houvesse somente descarboxilagdo ou
outro processo de perda de massa onde todos os grupos fendlicos provenientes da
L-DOPA fossem conservados apds a formagédo das melaninas, o valor da acidez
fendlica deveria aumentar, por unidade de massa. Mas, provavelmente alguns dos
oxigénios fendlicos devem estar envolvidos em ligagdes entre as unidades
inddlicas’? ou entdo, estarem na forma de ortoquinonas®, o que é suportado pela
espectroscopia de RPE (se¢do 4.5). Todas as melaninas apresentaram uma linha
caracteristica de radicais semiquinonas indicando que deve haver um equilibrio
catecol €-> semiquinona €-> quinona®. Além disso, a “quebra” oxidativa dos
anéis benzénicos também contribuem para diminuir o teor de grupos fendlicos. A
MS04, que é aparentemente a mais degradada, apresenta o menor valor para a
acidez fendlica. Com os dados da analise elementar e o0s resultados da acidez
total, calculou-se o percentual de hidrogénios nao acidos existentes nas melaninas
sintéticas bem como as razées H,,)/C. Comparando-se os valores de H,,/C das
melaninas sintéticas com os valores de H(,a/C dos modelos propostos, observa-se

que os valores sdo mais coerentes com 0s modelos que apresentam menor
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nimero de ligagdes entre as unidades fundamentais, ndo devendo possuir cadeias
muito condensadas como é o caso do modelo de Zajac et al. (Fig. 05)*°. A razdo
N/C é praticamente a mesma para as melaninas sintéticas e para os modelos, com
excec¢do de MS04 que € praticamente o dobro. Isto provavelmente se deve a dois
fatos: primeiramente, nos processos de degradagao, a quantidade de nitrogénio se
mantém enquanto que a do carbono diminui e, como essa melanina foi
aparentemente a que sofreu maior degradagdo das unidade inddlicas,
consequientemente teria a maior razdo N/C. Mas somado a isso, existe um outro
ponto. A espectroscopia de infravermelho indicou a presenga de cianetos na
estrutura dessa melanina (conforme discutido na secdo 4.4). Estes cianetos
também estdo colaborando para 0 aumento da razdo N/C. Comparando-se ainda
as razbes O/C das melaninas sintéticas com as dos modelos propostos para
estruturas de melaninas, nota-se que para as melahinas sintéticas essas razoes
s30 cerca de duas vezes maiores, sugerindo estruturas mais oxigenadas, contendo
provavelmente, um nimero relativamente elevado de unidades inddlicas degradas

pela “quebra” oxidativa dos anéis benzénicos.

4.3 DETERMINACAQO DA PODER REDUTOR

Antes de se obter as melaninas MS02, MS03 e MS04, tentou-se aplicar a
técnica da determinagao do poder redutor 2 MS01. Esta técnica consiste em titular-
se potenciometricamente a amostra, dissolvida em tampao borato pH 9,0 , com
solucdo de Ki[Fe(CN)s] 0,1 mol/L®. Como o Ks[Fe(CN)e] reage com sistemas orto
ou paradifendis, forméndo quinonas (Fig. 23), e as melaninas possuem muito
grupos ortodifenois (catecdis), derivados de seu precursor (L-DOPA), o objetivo foi

quantificar esses grupo para que através da comparagido com os valores da acidez
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fendlica, se pudesse ter uma idéia do teor de grupos fendlicos isolados (que ndo
formam quinonas)®’. Se ha um grupo fendlico isolado, é bem provavel que
houvesse outro, em posi¢ao orto a este, e que deixou de existir, por estar envolvido
em ligagOes entre as unidades basicas da melanina. Dessa forma, sabendo-se o
nGmero de fendis que nao sdo oxidados, sabe-se quantos fendis estdo envolvidos
nas ligagOes entre as unidades basicas das melaninas. Apesar dos esfor¢os, ndo
foi possivel atingir o objetivo. Ao realizar-se o experimento com a melanina MS01,
surgiram problemas.

FIGURA 23 - Oxidagao do catecol(1) e da hidroquinona(2) a orto e paraquinona
respectivamente.
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Logo apés a adigdo do titulante, o potencial “saltava” para um determinado
valor, e ia caindo rapidamente em dire¢do a linha base, indicando o consumo do
titulante, que era a principio, 0 comportamento esperado. Porém, apds alguns
minutos, a velocidade de queda do potencial diminuia, cohtinuando a variar por
horas, vindo a cair bem abaixo do potencial ao qual o sistema estava submetido
antes da adicao do titulante, sem se estabilizar. Procurou-se entdo, fazer as
adicdes sucessivas do titulante sempre apds o potencial ter caido a valores
proximos da linha base inicial, admitindo-se que o ponto de equivaléncia nao fora

alcangado. Esperava-se que num momento, houvesse entao um “salto” e enfim, o
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potencial ndo caisse mais, indicandp que o ponto de equivaléncia fora atingido.
Porém, apés diversas adi¢des do titulante, quantidade mais que suficiente para
oxidar todos os grupos catecdis que poderiam estar presentes na amostra,
conforme dados da acidez fenélica determinada, ndo se chegou a equivaléncia.
Pensou-se que talvez alguns dos grupos catecéis reagissem mais rapidamente,
enquanto que outros, devido a localizagdo demorassem mais para serem oxidados.
Colocou-se entdo uma quantidade alta do titulante e deixou-se a amostra sob fluxo
de argbnio e agitagdo por 24 horas. Apds esse periodo, observou-se que o
potencial voltou a cair. Este fato levou a descarta-se esta primeira hipétese.
Pensou-se também em possiveis falhas no equipamento (o qual foi checado), ou
entdo, problemas de adsorgdo nos eletrodos (néo havia indicios de adsor¢do que
viesse a comprometer o experimento). Dessa forma, sugeriu-se que deveria estar
havendo alguma reagao paralela, a qual estaria consumindo também Ks[Fe(CN)g].
Como estava no projeto realizar a sintese de uma melanina utilizando sais
de ferro(lll) como oxidante, optou-se pelo Ki[Fe(CN)s] devido a sua estabilidade,
tentando-se dessa forma evitar a contaminagdo com o ferro(lll). Depois de
sintetizar-se a MS04 e submeté-la a analise de IVTF e RPE (se¢les 4.4 e 4.5 ),
constatou-se que parte do Ki[Fe(CN)s] sofrera decomposicdo, sendo que o
ferro(lll) ligou-se a melanina. Na determinagdo do poder redutor de substancias
hamicas, a literatura® cita que o Ka[Fe(CN)s] ndo sofre decomposicdo pois, se
assim fosse, seria impossivel realizar o experimento, devido a variagdo de
potencial causada pelos diferentes ions formados. Se durante a sintese da MS04
houve decomposi¢do do Ki[Fe(CN)s], provavelmente, na determinagido do poder
redutor para a MS01, também deve ter havido 0 mesmo, causando dessa forma

variagées no potencial.
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Outro fato importante, € que a maior fragdo da melanina MS04 é insolavel,
ou seja, 0 Ki[Fe(CN)g] &€ capaz de produzir melaninas com massas moleculares
relativamente altas. Portanto, como a reagdo de formagédo das melaninas € um
ciclo que envolve a oxidagdo dos grupos catecdis a quinonas, e acoplamento entre
as unidades indélicas com regeneragao dos catecdis, é provavel que as moléculas
da MS01, que sdo solliveis, a0 serem oxidadas, sofram acoplamento, gerando
estruturas de maior massa molecular, regenerando os grupos catecdis que podem

ser novamente oxidados (Fig. 24).

FIGURA 24 - Esquema representativo da regeneragdo de um grupo catecol, a
partir do acoplamento de 2 estruturas de melaninas de baixas massas moleculares.
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Esse ciclo poderia repetir-se até que houvesse formagao de estruturas com
massas moleculares elevadas, as quais se tornariam insollveis, interrompendo
entdo a reacao.

Levando em consideragao todos os fatos discutidos, conclui-se que a
quantificacédo de grupos ortodifendis pela titulagdo com o hexacianoferrato(lll) de

potassio ndo & uma técnica adequada para ser aplicada as melaninas.

4.4 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO (IVTF)

A Fig. 25 apresenta os espectros de IVTF das quatro melaninas
sintetizadas. Embora existam algumas diferencas, de uma forma geral, os

espectros sdo semelhantes.
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FIGURA 25 — Espectros de infravermelho das melaninas sintéticas: MS01, MS02,
MSO03 E MS04.
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Ao preparar-se amostras para espectroscopia de IVTF, é muito dificil
conseguir-se melaninas isentas de agua, visto que esta se adsorve na superficie
das estruturas, localizando-se nos espagos entre as camadas de macromoléculas
(as melaninas compactam-se semelhantemente ao grafite)®®. Além disso,
melaninas - dispersas em KBr, apresentam um comportamento higroscdpico
consideravel®®. O problema de hidratagdo causa perda de resolugio nos espectros,
devido as interagOes entre moléculas de agua e os grupos funcionais da melanina
(como ligagbes de hidrogénio, por exemplo), podendo haver deslocamento ou.
alargamento das bandas e modificagdo na intensidade das mesmas, dependendo
do maior ou menor grau de hidratag:éoss. Apesar desses problemas, foi possivel
obter-se informagdes relevantes dos espectros obtidos.

Na regido entre 3400 e 3100 cm”, podem ser observadas bandas
provenientes, respectivamente, de estiramentos N-H e O-H (de fendis e éacidos
carboxilicos) para as quatro melaninas sintéticas. Em 2920 e 2850 cm™, aparecem
bandas discretas, quase superpostas pelas bandas na regido entre 3400 e 3100
em”, indicando a presenca de grupamentos C-H alifaticos na estruturas das
melaninas. A absorgdo em 1712 cm™ é proveniente do estiramento C=0 de
carboxilas®, cuja intensidade decresce na seguinte ordem: MS04 > MS03 > MS01
> MS02. Essa ordem esta coerente com os resultados obtidos para a determinagao
da acidez carboxilica, conforme apresentado na segéo 4.1. Entre 1640 e 1515 cm™
encontram-se superpostas as bandas provenientes de estiramento C=C de anéis
aromaticos, estiramento assimétrico COO™ e deformagdo NH; ®. Para a MS01 e
MS03, pode-se observar uma outra banda de fraca intensidade em 1515 cm”,
também proveniente de anéis aromaticos’®. Para a MS02, essa banda encontra-se
um pouco deslocada para 1475 cm™. Entre 1400 e 1390 cm™” , encontram-se

superpostas as bandas provenientes da deformagio C-O-H de fenéis™ (mais
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estreita) e estiramento simétrico de carboxilatos®® (mais larga). Ao comparar-se
essa regido entre MS01 e MS04, cujas intensidades destacam-se em relagédo a
MS02 e MSO03, observa-se que para MS04 predomina a banda mais larga,
proveniente dos carboxilatos. Isto se deve ao fato de que esta melanina, ao ser
sintetizada, coordenou uma quantidade razoavel de ferro, proveniente do agente

oxidante utilizado (hexacianoferratolll). Outras bandas que aparecem no espectro

da MS04, em 2080, 585 e 490 cm”™, provenientes do estiramento C=N, estiramento

FeCN e deformacio NC—FeCN respectivamente’’, bem como os dados obtidos
pela espectroscopia de RPE, conforme discutido na segcdo 4.5, confirmam a
formagdo de complexos de campo fraco do ion Fe*. Optou-se pelo
hexacianoferrato(lll) de potassio como oxidante no lugar de ions [Fe(H20)6]*",
devido a sua estabilidade, para tentar evitar-se a complexagdo com ions ferro(lil)
durante o processo de sintese. Porém, devido a alta afinidade que as melaninas

273 parte dos cianetos, dos ions complexos deve ter

apresentam por esses ions
sido substituida pelos sitios ligantes das melaninas. Na regido entre 1230 e 1220
cm’', também sdo observadas bandas provenientes do estiramento C-O e da
deformagdo C—O—H de carboxilas’®’®. Para a MS02, destaca-se ainda uma
pequena banda em 840 cm™, proveniente de anéis aromaticos’®. Essa absorgéo
também é observada para as outras melaninas porém, com intensidade reduzida.
Todas as absorgbes relativas a anéis aromaticos apresentam maior intensidade
para a MS02, sugerindo que essa melanina sofreu menos degradagéo dos anéis
aromaticos durante o processo de sintese, fato esse que estd em acordo com os
resuitados da analise elementar (se¢ao 4.1).

As Figs. 26, 27, 28 e 29 apresentam os espectros de infravermelho de cada

uma das melaninas sintéticas, e de seus complexos com Mn?*, Cu?*, VO** e Fe*".
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FIGURA 26 — Espectros de IVTF da MS01 e seus compostos de coordenagéo:
MnMS01, CuMS01, VOMS01 e FeMSO01.
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FIGURA 27 — Espectros de IVTF da MS02 e seus compostos de coordenagao:
MnMS02, CuMS02, VOMS02 e FeMSO02.
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FIGURA 28 — Espectros de IVTF da MS03 e seus compostos de coordenagéo:
MnMS03, CuMS03, VOMS03 e FeMSO03.

——MnMS04|}
\ ——-CuMS04| |
\ / ——vomsod!|

et ——FeMS04 ||

T v T v T T T T T T T T T ¥
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

numero de onda (cm’)

FIGURA 29 — Espectros de IVTF da MS04 e seus compostos de coordenagéo:
MnMS04, CuMS04, VOMS04 e FeMS04.
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Para a MSO01 (Fig.26), nota-se que apds a formagdo dos compostos de
coordenagdo, a banda em 1395 cm™ (deformagdo C-O-H de fendis), também
reduz-se significativamente. Isto sugere que parte dos ions metélicos esta
coordenada por grupos fenolatos, 0 que era de se esperar, uma vez que grande
parte do grupos catecdis (ortodifendis) provenientes da L-DOPA continuam a existir
apés a melanizagdo. Talvez, esses sejam 0s principais grupos ligantes das
melaninas, uma vez que se encontram em posicao favoravel para quelar os ions
metalicos enquanto que as carboxilas e os grupos nitrogenados (aminas ou indéis)
apresentam menor chance de estarem em posicdo adequada para fazé-lo (vide
modelos nas Figs. 02, 03, 04 e 05). ModificagGes das bandas provenientes de
anéis aromaticos, principalmente para os compostos com Fe** e VO**, tais como:
diminuic&o da intensidade para a banda em 1615 cm™, deslocamento da banda em
1515 cm™ (1475 cm™ para MS02) para maiores nimeros de onda, e o
deslocamento da banda em 840 cm™ (mais evidente para a MS02) para nimeros
de onda menores, indicam que a presen¢a dos ions metélicos esta causando
modificagdo na densidade eletronica dos anéis, sugerindo proximidade aos
mesmos, evidenciando também a coordenagdo com os ortodifensis®. Observa-se
também que as bandas provenientes de carboxilas em 1712 e 1220 cm™ sofrem
perda de intensidade para todos os compostos de coordenagdo das quatro
melaninas (a diminuicao da banda em 1712 cm™ & menos evidente para o
MnMS04, o CuMS04 e 0 VOMSO04), enquanto que as bandas de carboxilatos em
1610 e 1400-1390 cm™' sofrem deslocamento para maiores nimeros de onda e
aumento da intensidade respectivamente®®, principalmente para os complexos
entre melaninas e os fons: Fe® e VO*. Mesmo a MS04, a qual j& possuia um teor
consideravel de ions férricos provenientes da sintese, ao ser submetida a um novo

contato com esses ions, sofreu um aumento do teor de Fe** coordenado, o que é
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evidenciado pelo espectro de IVTF do FEMS04, o qual apresenta um padrao
semelhante aos dos demais compostos, sofrendo redugéo das bandas em 1712 e
1220 cm™, e um aumento da banda entre 1400-1390 cm™. Para os compostos:
VOMSO01, VOMS02, VOMS03 e VOMS04 observam-se bandas centradas em 970,
974, 970 e 975 cm™' respectivamente, as quais sdo provenientes do estiramento
V=0 apical’®. Em complexos envolvendo o ion vanadilo, esta banda é observada
na faixa entre 950-1050 cm™, dependendo do campo ligante equatorial e do efeito
trans se houver um sexto ligante também em posigdo axial oposta ao oxigénio™.
Para compostos mais octaédricos, esta banda encontra-se deslocada para
nimeros de onda mais baixos, proximos a 950 cm™, indicéndo o enfraquecimento
da ligagdo V=0 devido ao efeito trans. Para complexos piramidais de base
quadrada, esta banda encontra-se deslocada para nimeros de onda mais altos™.
As absorcdes entre 970 e 975 cm™ sdo0 mais coerentes com complexos piramidais.
Porém, ndo ha como fazer avaliagbes precisas sobre a geometria desses
complexos rbaseado unicamente nessas bandas de absor¢do. Somente com o
auxilio de outras técnicas € possivel sugerir se existe ou ndo um sexto ligante

nesses complexos, conforme é discutido na segdo 4.5.1.4.1.

4.5 ESPECTROSCOPIA DE RPE

Comparando-se os espectros de RPE (obtidos de amostras em pd) das
melaninas sintéticas: MS01, MS02, MS03 e MS04 (Fig. 30), observa-se
similaridade entre os mesmos. Excetuando-se a linha que aparece em g = 4,3
caracteristica de ions ferro (Ill) em ambiente rémbico’®, para a MS02 e MS04 e a
linha larga centrada em g =~ 2, proveniente de interag@o ferro(lll)-ferro(lll), para a

MS04, todos os espectros apresentam uma linha estreita em g = 2,003 ,
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caracteristica de radical livre de matéria orgéanica, no caso, provavelmente
semiquinonas®. A presenca de ferro(lll) (g=4,3) na MS02 e MS04 se deve &
contaminagao durante o processo de sintese. Embora as solugdes de fosfato e
pirofosfato de sddio, utilizadas na sintese da MS02, tenham sido tratadas para
eliminar-se os ions ferro existentes como impureza, o MnClz e o MnO., utilizados na
preparacéo do pirofosfato de manganés(lll), ndc eram reagentes de alto grau de
pureza. Os mesmos continham um teor de ferro ao redor de 0,0003%, o qual
incorporou-se & solugcao de pirofosfato de manganés(lll), vindo a ser complexado
pela melanina durante a sintese. O teor de ferro(lll) presente na MS04 foi discutido

na secéo 4.4.

0 1000 2000 3000 4000 5000
Campo magnético (G)

FIGURA 30 - Espectros de RPE das melaninas MS01, MS02, MS03, e MS04
(amostras em pd) em 12 derivada.

Para a MS01, também foram realizados experimentos de RPE em modo de

22 derivada, de amostras em pd e em solugéo (10 mg / mL KOH 0,1 mol/L),
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varrendo-se uma faixa estreita de campo magnético (3450 — 3510 G). O objetivo
desse experimento foi averiguar a possivel existéncia de interagbes (super-
hiperfinas) do elétron desemparelhado do radical livre com nucleos de hidrogénios
préximos, bem como a existéncia de diferentes tipos de radicais livres, cujas linhas
poderiam estar superpostas. O espectro em 22 derivada, obtido da amostra em pé,
apresentou somente uma unica linha (g = 2,0037), sem sinais de resolugao (Fig.
31). De acordo com a literatura’’, alguns espectros obtidos de amostras no estado
sélido que apresentam uma sé linha, podem ser resolvidos quando se obtém o
espectro dessa mesma amostra em solugdo, sob condigdes adequadas. A
resolugdo das estruturas hiperfinas e super-hiperfinas dependem dos parametros
de operagdo (settings) aos quais 0 equipamento esta submetido’’. Portanto,
durante a obtengdo de espectros da amostra em solugdo, procurou-se ajustar tais
parametros, trabalhando-se a baixas poténcias de microondas e baixas amplitudes
de modulagao, de tal forma a aumentar a resolugdo e evitar possiveis saturagbes
de sinais’’. Para encontrar o melhor conjunto de parametros, que fosse o mais
brando possivel, variava-se a amplitude de modulacdo, enquanto que a poténcia
de microondas era mantida constante, até se chegar & melhor resolucdo possivel;
em seguida, mantinha-se a amplitude de modulagdo constante e variava-se a
poténcia de microondas. Apesar das diversas combinagdes de parametros
realizadas, mesmo acumulando-se diversas varreduras, nao foi possivel observar
o desdobramento da linha do radical livre (g = 2,0045), mesmo para a amostra em
solugdo ( Fig. 31). Estes resultados indicam que deve haver apenas uma unica
espécie de radical livre nas estruturas das melaninas (semiquinonas)’®. Também
sugerem a auséncia de atomos de hidrogénio préximos aos grupos responsaveis
pela formagdo do radical (grupos catecdis que podem formar ortosemiquinonas),

que no caso, seriam os hidrogénios das posi¢des 4 e 7 das unidades inddlicas (ver
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Fig. 01), sugerindo que grande parte dessas posicbes estdo envolvidas nas

ligacdes entre as unidades basicas das melaninas”®°.
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FIGURA 31 — Espectros de RPE da MS01 em 2?2 derivada: amostra em pé —
amplitude de modulagéo 10,1 G e poténcia de microondas 1,0 mW (10 varreduras
somadas); amostra em solugdo — amplitude de modulagdo 1,0 G e poténcia de
microondas 0,91 mW (100 varreduras somadas).

4.5.1 COMPLEXOS MELANINA-ION PARAMAGNETICO

Além dos parametros de RPE mostrados na Tabela 03, as Figs. 32 — 43 e
45 — 48 apresentam os espectros dos complexos melanina-ion paramagnético,
para as quatro melaninas sintéticas. Em todos os espectros, além das linhas
provenientes dos ions metalicos e suas interagcbes com as melaninas, pode ser
visto ainda a linha fina correspondente ao radical livre, a qual em alguns desses
espectros sofreu reducdo da intensidade, devido as interagbes dipolares com os

referidos ions® ™,
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TABELA 03 — Pardmetros de RPE para os compostos de coordenagdo entre
melaninas sintéticas e ions metalicos paramagnéticos:

Complexo  Ay(G) A,(G) An(G) Aq(G) an gr Oiso
MnMS1 - - - 96 (a) - - 2,0(a)
MnMS2 - - - 96 (a) - - 2,0(a)
MnMS3 - - - 96 (a) - - 2,0(a)
MnMS4 - - - 86 (a) - - 2,0(a)
FeMS1 - - - - - - 4,27 (e)
FeMS2 - - - - - - 4,27 (e)
FeMS3 - - - - - - 4,27 (e)
FeMS4 - - - - - - 4,27 (e)
CuMsS1 175 (s) - 16 (s) - 2,264 (s) 2,071(s) -
CuMsS2 170 (s) - 16 (s) - 2,270 (s) 2,070(s) -
CuMS3 165 (s) - 16 (s) - 2,275(s) 2,067 (s) -

CuMS4 160 (s) - 16 (s)
VOMS1  190(s) 69,5 (s)
VOMS2  191(s)  70(s)
VOMS3 1885(s)  70(s)
VOMS4  193(s)  72(s)

- 2,285(s) 2,076 (s) -
1096 (c) 1,941(s) 1,981(s) 1,968 (c)
1103 (c) 1,939(s) 1.979(s) 1,966 (c)
109,5(c) 1.941(s) 1.979(s) 1,967 (c)
112,3(c) 1,937(s) 1,979(s) 1,965 (c)

(a) valor aproximado.

(c) valor calculado ( Xiso = [2X, + X |13 ).

(e) valor experimental.

{s) valor obtido através da simulagédo do espectro.

4.5.1.1 Complexos melanina-Mn?*

Comparando-se os espectros dos complexos melanina-Mn** (MnMS01,
MnMS02, MnMS03 e MnMSO04) observa-se que praticamente ndo ha diferencas
entre eles (Figs. 32 — 35). Os parametros de RPE para esses complexos indicam
que 0 manganés nado esta coordenado diretamente aos sitios ligantes das
melaninas. Trabalhos realizados por Muturama O. J. ® e Title R. S.®' com diversos
compostos de manganés(ll), demonstraram que ha uma correlagéo linear entre a
constante de acoplamento hiperfina (A) e o carater ibnico desses compostos.
Quanto maior o valor de A, maior o carater ibnico do composto. Comparando-se os
valores de A dos complexos melanina-Mn?* com os valores da literatura®®',
encontrou-se que esses complexos apresentam um carater idnico de 92 por cento.
Esse valor sugere a formagdo de complexos de esfera externa, onde o ion

[Mn(H20)s]** esta ligado eletrostaticamente aos sitios ligantes das melaninas®*®.
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Uma evidéncia disso, é a facilidade com a qual esses complexos sdo hidrolisados
pelo uso de solugdes diluidas de HCI (0,01 e 0,05 mol/L). Os demais complexos

sa0 muito mais estaveis frente a hidrélise acida.
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FIGURA 32 — Espectro de RPE em 12 derivada do complexo MnMS01, amplitude
de modulagdo 10,1 G e poténcia de microondas 20 mW.
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FIGURA 33 - Espectro de RPE em 12 derivada do complexo MnMSQ2, amplitude
de modulagdo 10,1 G e poténcia de microondas 20 mW.
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FIGURA 34 — espectro de RPE em 12 derivada do complexo MnMS03, amplitude
de modulagdo 28,5 G e poténcia de microondas 20 mW.

— L 1 L 1 L 1 1 ol ) ]
3000 3200 3400 3600 3800 4000

Campo magnético (G)

FIGURA 35 — Espectro de RPE em 12 derivada do complexo MnMS04, amplitude
de modulagcdo 14,3 G e poténcia de microondas 20 mW.
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4.5.1.2 Complexos melanina-Fe®*

Para os complexos melanina-Fe*', além da linha do radical livre, observa-se
uma linha em g = 4,27 , e outra, mais discreta com g ~ 9 (Figs. 36—-39). A linha em
g = 4,27 é consistente com a existéncia de complexos de esfera interna onde o
Fe** se encontra em sitios tetraédricos ou octaédricos com alta distorgdo
rémbica® #8887 Essa forma de complexo de ferro(lll) é muito estavel e exibe uma
resisténcia consideravel a trocas idnicas (frente a prétons ou outros ions metalicos)
e a processos de redugdo’®. A linha em g ~ 9 é atribuida a ions Fe*" em sitios
com simetria rombica, tendendo para ortorrdmbica®’. A linha larga, centrada em
g = 2, cuja intensidade decresce na seguinte ordem: FeMS04 > FeMS03 >
FeMS01 > FeMS02, se deve ao acoplamento de spins de ions Fe** spin alto
préximos, que se encontram em sitios octaédricos, com baixa distorggo axial®”®°,
provavelmente provenientes de ions Fe* hidratados, que se adsorveram 2a
superficie das melaninas durante a preparagao dos complexos (e também durante
a sintese, no caso das MS02 e MS04), n&o sendo eliminados satisfatoriamente nas
lavagens com HCI 0,01 e 0,05 mol/L. Um fato que se observa & que a intensidade
dessa linha esta, de certa forma, relacionada com o teor de grupos carboxilicos e
com o percentual de carbono da melanina (ver andlise elementar na se¢ao 4.2). As
melaninas com maior teor de carboxilas e menor percentual de carbono
apresentam linhas mais intensas. Isto sugere que as melaninas que apresentam
maior indice de degradagdo oxidativa dos anéis aromaticos (menor percentual de

carbono e maior teor de carboxilas), estdo mais pré-dispostas a assimilar ferro(lll)

na forma que resulta a linha larga centrada em g = 2.
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FIGURA 36 — Espectro de RPE em 12 derivada do complexo FeMS01, amplitude
de modulagdo 10,1 G e poténcia de microondas 20 mW.
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FIGURA 37 — Espectro de RPE em 12 derivada do complexo FeMS02, amplitude
de modulagdo 14,3 G e poténcia de microondas 20 mW.
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FIGURA 38 — Espectro de RPE em 12 derivada do complexo FeMS03, amplitude
de modulacdo 10,1 G e poténcia de microondas 20 mW.
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FIGURA 39 — Espectro de RPE em 12 derivada do complexo FeMS04, amplitude
de modulagdo 10,1 G e poténcia de microondas 20 mW.
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A MSO04, que ja possuia um teor consideravel de ferro(lll), adquirido durante a
sintese, sofreu uma redugao significativa do sinal do radical livre, € um aumento
de intensidade para a linha em g = 4,27 e para a linha centrada em g = 2. Isto
sugere que parte dos ions Fe** devem estar se ligando aos grupos catecdis (os
quais sdo responsaveis pela formagdo de semiquinonas), gerando interacdo
dipolar, reduzindo dessa forma a intensidade da linha do radical livre.

Ndo ha em nenhum dos espectros indicios de ions Fe*" spin alto com
simetria axial (auséncia de sinal na regido de g =6), caracteristica de complexos
com 4 atomos de nitrogénio numa configuragdo planar, indicando a auséncia de
sitios semelhantes a porfirinas ou porficenos na estrutura das melaninas

estudas®®9%9!,

4.5.1.3 Complexos melanina-Cu®*

Os parametros de RPE para os complexos melanina-Cu?* (Tab. 03, Figs. 40 — 43)
indicam que o cobre(ll) se encontra em ambiente com simetria axial com oxigénios
e/ou nitrogénios como atomos ligantes. Para o complexo CuMSO01, os parametros
de RPE obtidos através da simulagdo do espectro'experimental sugerem que o
cobre esta coordenado por 2 nitrogénios e 2 oxigénios®. O espectro em 12
derivada (Fig. 40) ndo apresenta resolu¢do da regido do g,, o que indica que a
maior parte dos complexos existentes deve possuir somente oxigénios como
atomos doadores de pares eletronicos, o que é coerente, considerando-se que ha
uma grande quantidade de grupos oxigenados na estrutura da melanina

(carboxilas e fendis)®.
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FIGURA 40 — Espectro de RPE do complexo CuMS01 em 12 derivada e detalhe da
regiao de g, em 22 derivada: a — sem tratamento com Na;S,04; b — tratado com
Na,S204, (amplitude de modulacéo 10,1 G e poténcia de microondas 20 mW).
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FIGURA 41 - Espectro de RPE do complexo CuMS02 em 12 derivada e detalhe da

regido de g, em 22 derivada (amplitude de modulagdo 10,1 G e poténcia de
microondas 20 mW).
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FIGURA 42 — Espectro de RPE do complexo CuMS03 em 12 derivada e detalhe da

regido de g, em 2% derivada (amplitude de modulagdo 10,1 G e poténcia de
microondas 20 mW).
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FIGURA 43 - Espectro de RPE do complexo CuMS04 12 derivada e detalhe da

regidqo de g, em 22 derivada (amplitude de modulagdo 10,1 G e poténcia de
microondas 20 mW).
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O espectro de RPE em 22 derivada da regidao de g, para o CuMSO01, (Fig. 40,
detalhe a) apresentou uma resolugdo um tanto pobre, mas cujos parametros
encontrados através da simulagdo do espectro, sugeriram novamente a
coordenagdo com 2 oxigénios e 2 nitrogénios. Seguindo-se a literatura®, fez-se um
tratamento do complexo CuMS01 com solugdo 0,1 mol/L de ditionito de sédio
(NazS;0q4) para se tentar reduzir parte dos ions Cu®** coordenados somente por
oxigénios, de tal forma, que o sinal no espectro de RPE correspondente aos
mesmos sofresse diminuigdo da intensidade, melhorando dessa forma a resolug@o
do espectro da regido de g, (os complexos de cobre(ll) envolvendo nitrogénios
como doadores de pares de elétrons, nas melaninas, sdo mais dificeis de serem
reduzidos®®). Embora o resultado ndo tenha sido excelente (ao secar-se o
complexo, apds o tratamento com ditionito, houve contato com o oxigénio do ar,
fazendo com que parte do cobre reduzido fosse novamente oxidado), houve uma
ligeira melhora na resolugao, evidenciando as cinco linhas que caracterizam a
interagéo do elétron desemparelhado do cobre(ll) com os nucleos de dois atomos
de nitrogénio equivalentes (Fig. 40, detalhe b). Este fato implica que algumas da
unidades inddlicas presentes na estrutura da melanina sintética estao ligadas entre
si de uma maneira tal que possibilite a quelagdo do cobre(ll) por dois nitrogénios.
Isto & possivel quando duas unidades inddlicas estado ligadas entre si pela posi¢do
2 de uma delas (sem carboxila) e pela posi¢cdo 7 da outra (com ou sem carboxila
em 2) (Fig. 44)®. Outra possibilidade seria a ligagdo entre duas unidades inddlicas
(ambas sem carboxilas} em 2) pelas posicdes 2 e 2 (Fig. 44)*. Nas outras
possibilidades de ligagao entre as unidades inddlicas, a quelagdo através de 2
nitrogénios torna-se dificil ou mesmo impossivel devido ao posicionamento de um

em relagéo ao outro.
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FIGURA 44 - LigacGes entre as unidades inddlicas pelas posi¢bes 2,7 (a) e 2,2°
(b).
Poderia haver formagao de complexos de cobre(ll) onde os nitrogénios pertencem
a diferentes estruturas ou entao, de diferentes partes de uma estrutura longa, que
poderia “dobrar-se” e coordenar o cobre(li). Essas possibilidades porém, sdo mais
remotas pois, a chance de se encontrar 2 estruturas (no estado sélido) em posi¢éao
adequada para que 2 nitrogénios estejam proximos o suficiente para coordenar o
ion metalico é baixa. Outro ponto a considerar, seria a possivel existéncia de
impedimento estérico que também dificuitaria o processo.

Os espectros de RPE (12 derivada) dos demais complexos melanina-Cu?*
(Figs. 41, 42 e 43) também ndo d&o indicios de interagdo do cobre(ll) com
nitrogénios. Mesmo o espectro da CuMS02, que apresenta um desdobramento na
regido de g,, ndo permite concluir se 0 mesmo se deve a interacdes hiperfinas do
elétron desemparelhado do cobre(ll) com seu nucleo, ou entéo interagbes super-
hiperfinas com nucleos de atomos de hidrogénio. Os parametros obtidos através
da simulagdo dos espectros experimentais sugerem para os 3 complexos
coordenagdo através de 3 oxigénios e 1 nitrogénio®®. Porém, as simula§6es dos
espectros de RPE em 22 derivada da regido de g, para complexos CuMSO02,
CqMSO3 e CuMSO04 (ver detalhes das Figs. 41, 42 e 43), indicam, como no caso do
CuMSO01, interagdo com 2 nitrogénios, mesmos para 0s espectros que

apresentaram baixissima resolugdo. Para o CuMS02 (cujo espectro apresenta
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linhas mais estreitas em relagdo aos outros), a simulagdo indicou que ha
superposicdo de linhas provenientes da interagdo hiperfina do elétron
desemparelhado do cobre(ll) com seu nlcleo, com as linhas provenientes da
interagdo super-hiperfina com dois nitrogénios.

Relacionando todos os fatos citados, parece haver diversos tipos de
complexos envolvendo os ions cobre(ll): cobre(ll) — 4 O; cobre(ll) - 3 O, 1 N; e
cobre(il) - 2 O, 2 N. Como todos os espectros apresentaram linhas razoavelmente
largas, eles devem constituir uma resultante dos espectros de cada uma das
espécies citadas, com suas relativas proporgdes. A juigar pelos paréametros obtidos
pela simulagdo dos espectros em 12 derivada (Tab. 03), o composto CuMS01 deve
ser 0 que apresenta 0 maior percentual relativo de complexos envolvendo 2
nitrogénios. Ja o CuMS04, deve ser o que apresenta maior quantidade de
complexos envolvendo oxigénios como atomos doadores. Esta suposigdo esta de
acordo com o fato que o CuMS04 foi o complexo que sofreu 0 maior numero de
lavagens com HCI 0,1 mol/L, para diminuir a concentragdo de ions metalicos, visto
que os primeiros espectros deste complexo (espectros nao mostrados)
apresentavam apenas uma unica linha larga ndo resolvida, devido a interagdo
entre fons metalicos préximos (no caso, Cu?').

Outro ponto comum para os 4 complexos melanina-Cu®, foi que nem as
formas dos espectros nem os parametros dos mesmos indicaram a presencga de
complexos contendo 3 ou 4 nitrogénios. Novamente, evidencia-se que nessas
melaninas sintéticas ndo deve haver estruturas semelhantes a porfirinas ou
porficenos, com um sitio com 4 nitrogénios proximos e magneticamente
equivalentes®. Se o cobre(ll) estivesse coordenado por quatro nitrogénios, numa
simetria axial, deveria haver nove linhas na regido de g, do espectro (0 nimero de

linhas é dado através da regra de multiplicidade 2nl+1, onde n é o nimero de
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nucleos num mesmo ambiente quimico e | o spin nuclear, que para o N = 1). E
claro que deve ser levado em consideragdo, que no caso de estruturas
semelhantes a porficenos, pode ser que a cavidade onde se encontram os 4
nitrogénios nao tenha um tamanho adequado para coordenar o cobre(ll),
impedindo a coordenagdo ou entdo, resultando numa pobre sobreposi¢cdo dos
orbitais p dos nitrogénios com o orbital dy2.y> do cobre(ll). Nesse caso, poderia ndo

ser possivel a caracterizak;éo por RPE.
4.5.1.4 Complexos melanina-VO?

Os espectros (Figs. 45—48), bem como os parametros de RPE (ver Tab. 03)
para os complexos VOMS01, VOMS02, VOMS03 e VOMS04 sugerem que o VO

955 sd0 encontradas correlagGes entre

se encontra em simetria axial. Na literatura
os valores de Ase © Giso, COM O sitio ligante no qual se encontra o VO*. A
comparagdo dos valores de A € gio dos complexos melanina-VO?* com os da
literatura®, indica que 0 VO? se encontra coordenado a 4 oxigénios no plano
equatorial (ver Fig. 49). A proporcao de oxigénios provenientes de sitios ligantes da
melanina (carboxilas e fendis) pode variar de 1 a 4, sendo que uma boa parte dos
jons VO** deve estar coordenada por 2 oxigénios provenientes de grupos
ortodifendis da estrutura das melaninas e por dois oxigénios de moléculas de agua.
Complexos onde todos os 4 oxigénios sdo provenientes das estruturas das
melaninas, devem ter uma incidéncia bem menor pois, com base nas estruturas
propostas (Figs. 02, 03, 04 e 05), somente ions ligados a grupos funcionais de

duas macromoléculas (que estejam em posicdo adequada) teriam essa

possibilidade.
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FIGURA 45 — Espectro de RPE do complexo VOMS01 em 12 derivada com
amplitude de modulagdo 10,1 G e poténcia de microondas 20 mW).
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FIGURA 46 — Espectro de RPE do complexo VOMS02 em 12 derivada com
amplitude de modulagéo 10,1 G e poténcia de microondas 20 mW).
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FIGURA 47 - Espectro de RPE do complexo VOMS03 em 12 derivada com
amplitude de modulagédo 10,1 G e poténcia de microondas 20 mW).
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FIGURA 48 — Espectro de RPE do complexo VOMS04 em 12 derivada com
amplitude de modulagéo 10,1 G e poténcia de microondas 20 mW).
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FIGURA 49 - Correlagdo entre os valores de A, € giso © 0 ambiente ligante do
vanadio(IV)*. VOMS01 (a), VOMSO02 (b), VOMSO03 (c) E VOMS04 (d).

4.5.1.4.1 Determinacio dos parametros ligantes para os complexos melanina-vVO?

De acordo com a literatura®’, as parametros ligantes e o niveis eletranicos
de energia podem ser relacionados com os valores de g. Admitindo um estado
fundamental B, onde o elétron desemparelhado se encontra no orbital dyy do
atomo de vanadio, o tensor g pode ser relacionado com os coeficientes de orbitais
moleculares (para uma simetria C4y) através das relag;c')es”:

O = Ge— [BAB)(Fr)] / AE *B2>"By) e

91 = Ge— [2A(B:*) ()’ AE (B2>%E)
onde ge = 2,0023 (valor para o elétron livre ), A é a constante de acoplamento spin-
orbita, e B+, ¥ e .+ sdo, respectivamente, os coeficientes dos orbitais

dxz-y2 , Oxy € dxz / dyz doO vanadio.
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As componentes do tensor hiperfino (A) podem ser escritas como:

A = P[K + (AT)(E2*)° + AG| + (3/7) AG4]

A, = PIK- (207)(B*) + (11/14) Ag.]

A - A = PIBIT)(B*) + Ag) - (5114) AGL]
onde Agl| = Qe-0i , AL = Qe- Q1 ., K é a constante de interagcdo de contato de
Fermi e P = geBegnP< r>> & 0 parametro de acoplamento dipolar. O valor de P
normalmente aceito para o ion VO* é 0.0128 cm™ %, Q valor da constante de
acoplamento spin-Arbita adotado foi & A = 248 cm™ %

Como néo foi possivel se estabelecer o valores das energias de transigdo
eletronica através da espectroscapia eletrénica para os complexos melanina-VO**
(ver secdo 4.6), utilizou-se as energias de transicdo estabelecidas para um
complexo que apresentava sitios ligantes semelhantes aos das melaninas
sintéticas. Os valores eram provenientes de medidas realizadas através da
espectroscopia foto-acustica, para um complexo vanadila-acido humico'®. Os
valores para as transigoes d-d sdo: 15900 cm™' para ?B ;>°E e 17400 cm™ para
B ,2%B; ' A validade deste procedimento estd baseada em dais fatos:
primeiramente, a literatura® apresenta um. grafico onde 1/AE(*B ,>°By) esta
expresso em fung¢do de K (constantes de interagdo de contato de Fermi) para o ion
vanadila em diferentes ambientes ligantes. Utilizando esse grafico, foi possivel
estimar a energia de transicio AE(?B ,2?B,), para os complexos melanina-VO?*.
Os valores estimados ficaram_ ao.redor de 17300 cm™', 0 que estd bem préximo. do
~valor.adotado. Em_segundo.lugar, a literatura'®' também cita.que uma incerteza de
20 por cento nas energias de transi¢céo leva a um erro de somente 5 por cento nos
valores dos parametros ligantes. Baseado na comparagéo entre o valor estimado e

a.valor. utilizado para.a energia.de transicio AE(B 2->°B1), -acredita-se que o erro.
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seja bem menor que 20 por cento, resultando portanto num erro menor que $ por
cento na determinagdo dos valores dos parametros ligantes.

Como os valores das constantes e das energias de transigdo foram dados
em cm’, os valores de A expressos em Gauss, foram convertidos para cm™,.

utilizando-se a expressao:

Aem-1)= AGauss) X(9/2,1420). x 10*

TABELA 04 - Valores calculados para os parametros ligantes dos complexos
melanina-VO?**.

Complexo K (Bi*) (B)’ (e*)
VOMSO01 0,75 0,58 0,92 0,78
VOMS02 0,75 0,60 0,92 0,81
VOMSO03 0,75 0,59 0,91 0,82
VOMS04 0,76 0,62 0,92 0,81

Os valores de . (3,*)* (menoares . .que. 1).indicam .a existéncia de ligagdes n entre o
vanadio e os sitios ligantes das melaninas. A literatura'® sugere que as ligagdes. .
sdo muito mais efetivas para grupos fendlicos do que para carboxilas, devido a
possibilidade de ocorrer ressonancia, 0 que nao é possivel no caso das carboxilas.
Novamente, esta sugestao esta de acordo com o fato de haver um grande numero
de grupos fendlicos (mais especificamente catecois) nas estruturas das melaninas,
0s .quais estdo em pasicdo favoravel para .quelar o ion VO**. Os valores de
(B1*)* sdo consistentes com um grau relativamente alto de covaléncia nas ligacbes
o entre 0 VO** e os sitios ligantes equatoriais. Embora a diferenca seja pequena,
observa-se que para o VOMS01 E VOMSO03, cujos (8;*)’ sd0 um pouco mais
baixos (indicando maior covaléncia), a banda de infravermelho correspondente ao
estiramento V=0 esta deslocada para numeros de onda mais baixos, indicando
ligages mais fracas com o oxigénio apical, quando com_p_aradas com 0 VOMSO02 e

VOMSO04. Os valores de (g.*)* sd0 consistentes com as absorcdes relativas._ao
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estiramento V=0.(970 ~ 975 cm™"). Embora.o VOMS01. apresente.o menor.valor.
para (g.*)’ (indicando ligagSes =, do vanadio com o oxigénio apical, mais fortes que
os demais complexos) € um dos que apresentam valores mais baixos para a banda
de absorgdo V=0. Embora os coeficientes ndo fornegam informagdes a respeito da
ligagdo o entre o vanadio e o oxigénio apical, é provavel que ela seja a
responsavel por tal fato, sendo um pouco mais fraca, quando comparada com as
dos outros complexos.
A julgar pelas bandas de absor¢&o no infravermelho e pelos valores de
-(ex*)’,.nB0 deve haver.um sexto. ligante nos. complexos..Se houvesse, os valores..
de (e*)* deveriam estar. bem mais préximos a 1, devido ao enfraquecimento das

ligagdes V=0, causado pelo efeito trans’>.

4.6 ESPECTROSCOPIA ELETRONICA

O principal problema enfrentado na obteng@o dos espectros de UV-Vis de
melaninas foi a dificuldade de solubilizagdo. Em geral, os espectros de substancias
hdmicas séo obtidos de amostras em solugéo 0,05 mol/L de NaHCO;. Porém, das
quatro melaninas sintéticas, somente a MS01 era totalmente sollivel nessas
condigdes (ou outras solugdes alcalinas com pHs acima de 8,0). A MS03 e MS04
mostraram-se_parcialmente sollveis, mesmo em solugbes alcalinas com pHs ao
redor de 13 (KOH 0,1 mol/L), sendo que das duas, a MS04 € a que apresentava a
menor fragcdo solivel. A MS02 era insoluvel em qualquer pH. Esta dificuidade na
solubilizaggo acarretou alguns problemas na obtenc&o de espectros de UV-Vis: Os
espectros obtidos para algumas das melaninas sintéticas ‘néo sdo representativos
da amostra toda e sim, apenas da fragéo soluvel. Como ha uma relagdo entre o

tamanho da molécula e a solubilidade (moléculas menores sdo mais soltveis e
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tamanho da molécula e a solubilidade (moléculas menores sdo mais soluveis e
maiores menos), acredita-se que apenas as fracdes de menor massa molecular
foram solubilizadas para a MS03 e MS04. Outro ponto, &€ o espalhamento de luz
causado pelas particulas em suspenséo, tornando os espectros ruidosos, o0 que
ndo pdde ser evitado para a MS02 que era insoluvel, cujo espectro foi obtido a
partir de uma suspensdo extremamente fina de melanina sintética em KOH 0,1
mol/L, formada durante a tentativa de solubilizacédo da mesma.

Tentou-se também obter espectros de melaninas em filme de nujol, para contornar-
se o problema da solubilidade porém, os resultados foram desapontadores, com

espectros extremamente ruidosos.

\\\. - | ——MS01
\\‘ ——MS02
L ™ =
/ \\\7 ——MSO4
‘r ¢ " ~
S—— pa ~—
L . 1 A I . 1 A 1 * "N
200 300 400 500 = ” h

A (nm)

FIGURA 50 — Espectros de UV-Vis das melaninas sintéticas: MS01, MS02, MS03 e
MS04, obtidos em solugéo 0,1 mol/L de KOH.

Comparando-se os espectros de UV-Vis das melaninas sintéticas (Fig. 50),
observa-se como comportamento comum uma curva continua, que decresce de

215 a 800 nm. Essas absorgdes, bastante intensas, principalmente na regido do
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ultravioleta, sdo atribuidas a transigbes = -> n° nas unidades poliméricas das

‘melaninas'®,
4.6.1 A RAZAQ E/Es.

No estudo de substancias himicas por UV-Vis, ha um importante parametro
denominado razdo E4/Es, que é a relagdo entre as absorbancias em 465 e 665
nm'%1%_ Este parametro & usado para obter informacdes a respeito do tamanho
‘molecular'®, conjugagdo..e condensagio aromatica. dessas.substancias'®. De.
~acordo com a literatura'®, ha uma relacdo inversa entre a razdo E4/Es e 0 tamanho

194 citam, que ndo é s6 o tamanho molecular

‘molecular. Entretanto, outros autores
que controla a razdo E4Es. Segundo a literatura'® a razdo E4Es também
decresce com o aumento da conjugagdo elou condensagdo aromatica. Dessa
forma, o uso desse parametro para obter informagbes a respeito do tamanho
molecular deve ser féito com cautela e estar apoiado em outras técnicas de
analise.

Como existe similaridade entre as melaninas e as substancias humicas
- (além do fato de que actinomicetos e fungos do solo também produzem melaninas,
_as quais s30.consideradas. precursares de_acidos hamicos)™*'”?, foram realizadas
neste trabalho, consideragbes baseadas na razéo E4/Es, para as melaninas
sintéticas. Os valores desta razdo para MSO01, MS02, MS03 e MS04 sao,
respectivamente: 2,2; ~1; 2,1; e 2,0. Os valores para MS01, MS03 E MS04 estao
bem proximos. Porém como comentado acima devido a baixa solubilidade de
MSO3 e MS04, o valor determinado € representativo somente da fragéo que se
solubilizou, valor esse que € quase igual ac da MS01, a qual é totalmente solavel.

Isto sugere que as fragdes soluveis da MSO03 e MS04 devem ter estruturas
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semelhantes a MS01, com tamanhos moleculares menores, quando comparadas
com a fragdo insolivel. Provavelmente, os valores da razdo E4/Es para essas duas
melaninas sintéticas seriam menores se as fragdes insoluveis estivessem sendo
representadas. Para a MS02, embora o espectro esteja bastante ruim, ele é
representativo da amostra toda, com uma razdo E4/Egs préxima de 1, indicando
maior tamanho molecular (quando comparada com as demais meianinas
sintéticas), o que é coerente com o fato dessa melanina ser insoltvel.

A julgar pela razdo E4E¢ e pela solubilidade, o processo de sintese
utilizando o oxigénio do ar € o menos efetivo, uma vez que as melaninas geradas
possuem massas moleculares menores apresentando maior solubilidade. J& o
processo utilizando pirofosfato de manganés(lll), parece ser o mais efetivo, tendo
capacidade para gerar estruturas com massas moleculares maiores. Os processos
utilizando H,0, e K;3[Fe(CN)g] sdo intermediarios.

Comparando-se as razoes E4/Eg das melaninas sintéticas com as de alguns
acidos humicos do solo, cujos valores, em média, situam-se entre 4,5 e 6,0 ',
nota-se que os valores para as melaninas sé&o bem menores, mesmo para a mais
solavel _(MSOV1)V,.sqge,rindo que em suas estruturas moleculares deve haver um

grau de conqua_g_éo e/ou aromaticidade muito mais elevado do que nos acidos

himicos.

4.6.2 UV-Vis DE COMPLEXOS. MELANINA-ION METALICO,

Neste trabalho, também foram feitos espectros de UV-Vis dos
complexos com ions metalicos da MS01. Comparando-se o espectro da melanina
“pura” com os de seus complexos, ndo se observou diferengas significantes. As

absorgbes relativas as transicbes n > n* sdo tdo intensas, que sobrepde
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(mesmo a MS04 que possuia um teor razodvel de Fe®*, também ndo apresentou
nenhuma modificagdo em relacéo as outras melaninas [Fig. 50]). Notou-se apenas
um decréscimo na intensidade geral das absorcbes para alguns dos complexos,
devido a baixa solubilidade dos mesmos. Embora a MS01 fosse soluvel, seus
complexos com o cobre(ll), vanadilo e principalmente com o ferro(lll), sdo menos
soluveis, provavelmente devido ao fato de que esses ions metalicos funcionam
como mordentes, juntando estruturas de melaninas, fazendo com que ocorra um
aumento da massa molecular, bem como uma diminuicdo da possibilidade de
formacéo de cargas pela retirada de prétons, visto que muitos destes ja deram

lugar aos ions metalicos.

-——-MS01

———MnMSO1
——-CuMSO01
—-VOMSO01
————— FeMS01

————— R m

B e LW ST B P Y. PUSP PO P P I -

T T T B T T T E T e T T 1
200 300 400 500 600 700 800

2 (nm)

FIGURA 51 — Espectros de UV-Vis da MS01 e seus complexos com Mn?*, Cu®,
VO? e Fe*, obtidos em solugdo 0,05 mol/L de NaHCOa.

Como néo se observou modificagdo nenhuma nos espectros dos complexos

MnMS01, CuMS01, VOMS01 e FeMS01, quando comparados com o da MSO01,
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concluiu-se que fazer tal andlise para os complexos das demais melaninas

sintéticas nédo traria também informagdes relevantes.
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5 - CONCLUSOES

As analises quimicas (CHN e determinagdo de acidez) e a espectroscdpica
de IVTF indicaram que, dos oxidantes utilizados nas sinteses das melaninas, o
mais efetivo, foi o pirofosfato de manganés(,lll.) e o oxidante menos efetivo, foi o
oxigénio do ar. Também ficou evidenciado que o método ﬁtilizando o pirofosfato de
manganés(lll), degrada menos as unidades inddlicas e que o hexacianoferrato(lll)
de potassio é o que provoca o maior indice de degradagao, além do fato deste
composto (que é em geral bastante estavel) sofrer decomposicdo frente as
melaninas, devido a alta afinidade destas pelo ion Fe*, conforme dados de RPE e

IVTF.

A espectroscopia de RPE, juntamente com IVTF, indicaram que os
principais sitios ligantes das melaninas contém atomos de oxigénio, provenientes
de grupos catecdis e carboxilas, sendd que as melaninas com maiores teores de
grupos carboxilicos, conforme determinagdo da acidez, foram as que apresentaram
maior intensidade para a linha larga correspondente a interagées entre ions
metalicos proximos. Os parametros de RPE para os complexos entre melaninas
sintéticas e Mn?* sugeriram que esses complexos sdo de esfera externa, onde o
[Mn(H20)6]** deve se encantrar ligada eletrostaticamente aos sitios das melaninas.
Os espectros de IVTF bem como os de RPE, juntamente com os parédmetros
ligantes calculados para os complexos entre melaninas sintéticas e o ion VO,
sugerem estrutura piramidal com 4 oxigénios como &tomos ligantes no plano
equatorial. Através dos espectros de RPE dos complexos entre melaninas
sintéticas e o ion Cu?®*, ficou também evidente a existéncia de ion cobre(ll) (em

simetria axial) com diferentes ambientes ligantes, apresentando 4 oxigénios, 3
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oxigénios e 1 nitrogénio, e também sitios com dois atomos de nitrogénio proximos
e magneticamente equivalentes, sugerindo ligagdes entre as unidades inddlicas
pelas posicées 2,77 e 2,2’. A auséncia de sinais em g préximo a 6 para os
complexos com o ion Fe*" e o fato dos complexos com Cu?* (simetria axial) ndo
apresentarem nem parametros e nem o numero de linhas correspondentes,
evidenciam que nessas melaninas sintéticas ndo deve haver sitios semelhantes a

porfirinas ou porficenos, contendo quatro atomos de nitrogénio.

Os dados da espectroscopia eletronica indicaram, através da razées E4/Es,
que as melaninas sintéticas devem apresentar alto grau de conjugagédo e/ou
aromaticidade, bem superior aos acidos himicos do solo, sendo que a MS02 foi a
que apresentou a menor razao, o que € coerente com fato de possuir estruturas
menos degradadas conforme CHN e determinacdo da acidez, bem como maior
tamanho molecular, conforme sugerido pela sua baixissima solubilidade.

A andlise elementar juntamente com a determinagcdo de grupos &cidos,
evidenciaram que as melaninas sintéticas possuem maior percentual de oxigénio,
praticamente o dobro que os modelos propostos, sugerindo estruturas com um
bom numero de unidades inddlicas degradadas. Levando em consideragdo os
resultados de RPE, IVTF, determinagdo de acidez e CHN, o modelo mais se
aproxima, ainda que com deficiéncias no percentual de oxigénios, indice de
degradacéo da estrutura e tipo de ligagdes entre as unidades fundamentais, € o
modelo proposto por Swan?,

A modificacdo efetuada na metodologia aplicada na determinagdo de grupos
acidos (segundo Schnitzer e Gupta) apresentou resultados satisfatorios,

melhorando significativamente o grau de precisdo dos mesmos.
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As técnicas de determinagado de acidez pelo método da fungdo de formagéo
acida, bem como a determinagdo do poder redutor mostraram-se inviaveis para

serem aplicadas as melaninas sintéticas.
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