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RESUMO

Melanina compde uma classe de pigmentos na natureza que pode ser
encontrada na pele, nos pélos, olhos e atuam também nos mecanismos de
fotoprotecao celular dos seres vivos. Nos solos, este pigmento é considerado um
importante precursor para a formacdo das substancias humicas por serem
macromoléculas altamente recalcitrantes. As melaninas podem ser obtidas a partir da
oxidagao quimica ou eletroquimica de compostos que tenham as funcdes catecol e
amina, tais como a dopamina ou a L-dopa. Estudos recentes tém buscado esclarecer
0 mecanismo envolvido no processo de polimerizagao oxidativa dos intermediarios
inddlicos gerados durante a sintese, pois esta é a chave da melanogénese. O objetivo
do trabalho foi determinar qual processo mais eficiente na oxidacado da 3-(3,4-
dihidroxifenil-/-alanina) - L-dopa - a melanina durante a sintese e avaliar como a
variacao do teor deste composto no sistema influencia a formagao do produto final. Na
primeira etapa, foram obtidas melaninas a partir da oxidacao da L-dopa por via
guimica e via eletroquimica. Os resultados das analises evidenciaram que oxidagao
por via eletroquimica foi mais eficiente. Em sequéncia, sintetizou-se novas melaninas
por oxidagao eletroquimica variando-se as concentracbes de L-dopa no sistema.
Foram caracterizadas por voltametria ciclica, espectroscopias de UV-VIS, IVTF e EPR,
por MET, DRX e de impedancia eletroquimica (EIE). O mecanismo de formagéo dos
intermediarios inddlicos foi estudado por espectroeletroquimica de EPR (eletroquimica
simultanea a espectroscopia de EPR). A sintese mostrou-se eficiente resultando num
produto que exibe propriedades de um sistema heterogéneo contendo uma mistura de
espécies quinbnicas e espécies intermediarias, com alta massa molecular, boa
absorcao de radiagdo ultravioleta e de microondas e morfologias distintas entre si, que

variam de formatos de redes condensadas a bastonetes.
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ABSTRACT

Melanins constitute a common class of pigment in nature. They are found in
skin, hair, eyes and act in cell-photoprotection mechanisms on living beings. In soils,
these pigments are thought to be an important forerunner for humic substances
formation due its less degradation by microorganisms. Melanins can be obtained from
cathecolamine derived substances, such as dopamine and L-dopa. Recent studies
have tried to explain the mechanism involved in oxidative polimerization process of the
indolic intermediates formed during that synthesis, because it can be the
melanogenesis key. The subjects of this work were to determine which these two
oxidative process would be more efficient on 3-(3,4-di-hydroxyphenyl)-/-alanine
oxidation to melanin and to evaluate how the variation’s grade of L-dopa into the
systems could affect the final product formation. On the first step, melanins were
obtained by chemical and electrochemical oxidation pathways. The analytical results
have shown the electrochemical pathway was the more efficient oxidation process.
Secondly, we synthetized fresh melanins by electrochemical pathway increasing the
grade of L-dopa in the systems. These samples were characterized by cyclic
voltammetry, UV-visible spectroscopy, FT-IR and EPR, as well as TEM, XRD and EIS.
The intermediate-indolic formation  process was studied by EPR
spectroelectrochemistry. Electrochemical synthesis showed to be an efficient oxidative
process to obtain melanins that exhibited properties of a heterogeneous system
containing a mixture of quinones and other intermediates species, with high molecular
mass, high absoption of ultraviolete radiation and microwaves, as well as morphology

distinguished, whose variate from condensed-nets to sticks.



CAPITULO 1

1.INTRODUGAO

Melanina é uma importante classe de pigmentos presente em animaise
vegetais que desempenha uma gama de atividades bioldgicas. Este composto,
considerado um polimero heterogéneo, designa a tonalidade da cor da pele, pélos e
membrana conjuntiva do olho [CANTAROW, 1968, p. 644], protege os tecidos vivos
contralesdes fotoquimicas, permite ligacdo a medicamentos e ions de metais
pesados, incluindo radionuclideos [GOLOUNIN; SELYUTIN, 1996]. Age como
radioprotetor de organismos vivos contra longas exposi¢cdes a radiacao [CLANCY;
SIMON, 2001], sdo de interesse as industrias de cosméticos como antioxidantes
[KALKA, et al, 2000; SICHEL, et al, 1991] e atua nos mecanismos de fotoprotecao
celular e em areas de intensa atividade nervosa, como por exemplo, no cérebro
[STAINSACK, 1998]. In vivo as melaninas estdo geralmente associadas a proteinas e
lipidios [HEGEDUS, 2000]. A melanina se forma em célula especializada, o
melandcito, encontrado nas camadas mais profundas da epiderme. E substancia de
elevado peso molecular, relativamente insoluvel, produzida em forma de bastdes
(escuro) e esferas (claras). A intensidade da cor depende do grau de oxidagao, da
quantidade de melanina, de sua dispersao e forma de agregagado, como granulos ou
bastonetes.

Naturalmente, pela enzima tirosinase, pertencente a familia da o-difenol-
oxidase, que contém cobre, pode-se oxidar a tirosina a dopaquinona, e esta a

melanina. As melaninas também podem ser obtidas por oxidacdo quimica da



dopamina ou da L-dopa, resultando num produto de cor escura com propriedades

similares as das melaninas naturais [CANTAROW,1968 p. 833].

(b)

HO COOH
NH,

HO

Figura 1. (a) Estrutura tridimensional da 3-(3,4-dihidroxifenil)-/-alanina (/-dopa) e (b) formula estrutural
da Dopa, composto modelo utilizado na sintese oxidativa de melaninas.

Devido a presenga dos grupos quindnicos as melaninas podem apresentar-se
nas formas oxidadas ou reduzidas, passando pelas estruturas de semiquinonas
responsaveis pelo espectro de EPR caracteristico [WILCZOK, et al., 1984]. Este
pigmento, que varia de pardo (reduzido) a preto escuro (oxidado), é resultante da
polimerizacdo de produtos de oxidacdo de moléculas que tenham funcao
catecolamina, como a dopamina e a L-dopa [STAINSACK, et al., 2003].

A melanogénese nos organismos vivos da-se da seguinte forma: hidroxilagéo
da tirosina, na presenca da enzima tirosinase, com formagao da L-dopa [3-(3,4-
dihidroxifenil)-I-alanina], que é por sua vez oxidada pelo oxigénio do ar a um radical
livre organico, em seguida ha um rearranjo formando a dopaquinona, que € ciclizada e
posteriormente, novamente oxidada, transformando-se em um pigmento vermelho, o
dopacromo [ROBINSON; IWUOHA, SMYTH, 1998]. Este €& espontaneamente
descarboxilado formando dois intermediarios inddlicos: o 5,6- di-hidroxi-indol ou o

acido-5,6-di-hidroxi-indol-2-carboxilico, que se oxidam a quinona correspondente e,



por fim, a polimerizagdo desta ultima produz a melanina [PEZELLA; NAPOLITANO;

d’ISCHIA; PROTA, 1996; ROSEI, 1996; NICOLAUS, 1968].

Tirosina Dopa Radical Livre Organico o o—DopaquinonaC o0
COOH 0, HO@A(COOH o) coon N H
. —> -
NH Tirosinase NH “om = _ NH,
HO 2 HO 2 > NH, o
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HO
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0 | i
H /
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Melanina <—— _~ N
|
H
Indol-5,6-quinona-2carboxilico

Figura 2. — Mecanismo de oxidag&o da tirosina a melanina — Melanogénese.

Nos solos, apresentam-se como estruturas supramoleculares resistentes a
degradacido por microorganismos, podendo ser consideradas precursoras das
substancias humicas [PICCOLO, 1996; PAIM, et al., 1990; GOMES, et al., 1996;
MANGRICH, et al, 1998; STAINSACK, et al., 2003].

As propriedades quimicas das melaninas sao: alto peso molecular,
descoloragao por agentes oxidantes, insolubilidade em solventes organicos, que as
tornam dificeis de analisar fisico-quimicamente. Contudo, o paramagnetismo estavel
dos biopolimeros de melaninas associados aos radicais livres do tipo semiquinonas
permite a investigacdo destes polimeros por EPR [WILCZOCK, et al. 1984;

CORRADINI, etal., 1986; VUGMAN, et al, 1988; MANGRICH, et al, 1998].



Anteriormente, as melaninas eram consideradas compostos quimicamente
estaveis por ndo serem alteradas durante hidrélise acida ou basica. Sua baixa
reatividade deve-se a baixa solubilidade e, conseqlientemente, baixa velocidade de
reacao heterogénea. Atualmente, as melaninas sado consideradas como estruturas
supramoleculares contendo uma mistura de unidades de 5,6-dihidroxi-indol e acido-
5,6-di-hidroxi-indol-2-carboxilico em diferentes niveis de oxidagdo e para um menor
grau de unidades pirrol unidas aleatoriamente por ligacbes C-C. Em outras palavras,
melaninas contém polimero a base de polihidroxi-indol em varios graus de oxidagéao,

formando uma estrutura supramolecular complexa [CARBANES, et al., 1987].

1.1 ESTRUTURAS SUPRAMOLECULARES

As interagbes intermoleculares entre varias unidades monoméricas
heterogéneas presentes num sistema permitem a formagao de uma estrutura maior e
mais complexa. Este tipo de arranjo molecular, nos solos, favorece a formagéao de
macromoléculas altamente recalcitrantes. Melaninas s&o constituidas por varias
destas unidades monomeéricas em diferentes estados de oxidagéo, por isso, sao
consideradas precursoras das substancias humicas (SH). O produto final deste
rearranjo molecular € denominado estrutura supramolecular. Dentre as muitas novas
teorias que surgiram na literatura nos ultimos anos, sobre substancias humicas esta a
teoria das estruturas supramoleculares [MAIA, 2003].

A “quimica supramolecular” é definida como a “quimica dos arranjos
moleculares e das ligagdes intermoleculares” e envolve entidades de grande
complexidade que resultam da associacdo de espécies quimicas unidas por forcas
intermoleculares. Forgas essas que levam a formacao de estruturas supramoleculares

que podem ser ligagdes secundarias, ligagdes por pontes de hidrogénio, interagoes



doador-aceptor fracas [SUPRA.html, 2003]. Tal estruturagdo pode ser estudada pela
criacdo de modelos matematicos, que sao capazes de representar o agrupamento
entre estes monémeros. A partir dos varios monémeros que sao gerados durante a
melanosintese, o estudo por modelagem conformacional mostra que estas espécies
unidas por ligacdes fracas tém maior liberdade de aglutinagao, permitindo formarem
estruturas maiores e estaveis, que podem ser classificadas como supramoleculares
[SEIN Jr, et al., 1999]. Desta forma, sao classificadas como supramoléculas aquelas
espécies em que as propriedades eletrénicas das subunidades sao perturbadas
apenas devido a formagao das ligagcdes entre elas. As interacdes intermoleculares
podem ser muito pronunciadas, como no caso das espécies formadas pelo
empilhamento de moléculas de porfirinas e ftalocianinas, que apresentam
condutividade elétrica similar a dos polimeros dopados com metais, sugerindo a
presenca de um sistema deslocalizado por toda a extensdo da pilha. A quimica
supramolecular usa uma abordagem centrada na associagdo de moléculas, visando a
obtencéo de uma determinada propriedade ou funcionalidade [ARAKI; TOMA, 2002]. A
formacao de estruturas supramoleculares € um processo espontaneo, nao ocorre em
etapas e envolve o processo conhecido como “reconhecimento molecular”.
Automontagem ou “self-assembly” é o principal processo espontaneo que confere
ordem aos materiais moleculares. O processo de automontagem molecular envolve
interagdbes nao covalentes e a construgcdo de supramoléculas € controlada
terrnodinamicamente, levando a estruturas finitas (tais como dimeros unidos por
ligacdes de hidrogénio) ou a supermoléculas extendidas (cadeias lineares, planos
bidimensionais ou redes tridimensionais) [MOORE, 1996].

Em compostos supramoleculares podemos distinguir trés niveis de organizagao
estrutural: a estrutura primaria (no nivel molecular); a estrutura secundaria, que

consiste da associagdao de moléculas (ou seja, entidades supramoleculares que



resultam das interacbes intermoleculares); e a estrutura terciaria, isto €&, o
empacotamento cristalino tridimensional das entidades supramoleculares [LEHN,
2001]. A quimica supramolecular vem se desenvolvendo a partir dos avancos de
conhecimento sobre a quimica da funcionalidade de espécies bioquimicas e os novos
materiais produzidos por meio deste conhecimento sao a base do desenvolvimento da
engenharia molecular e da nanotecnologia.

As melaninas, assim como as substancias humicas (SH) s&o constituidas de
moléculas pequenas e heterogéneas (~600 Da), de varias origens e auto-organizadas
em conformagdes supramoleculares (~100.000 Da). Estas superestruturas nao
estariam associadas por ligagdes covalentes, mas seriam estabilizadas somente por
forgas fracas tais como interacdes hidrofébicas (van der Waals, n-n e ligagbes CH-n) e
ligacdes por pontes de hidrogénio, estas ultimas sendo progressivamente mais
importantes em valores crescentes de pH. Nas organizagdes humicas
supramoleculares, as forcas intermoleculares determinariam aestrutura
conformacional das SH e a complexidade das interagées multiplas ndo covalentes
controlariam sua reatividades ambientais [PICCOLO, 2001].

A definicdo dada por Lehn pode entdo ser bem aplicada as melaninas:
‘conjunto supramolecular formado por entidades que resultam da associagao
espontdnea de um grande numero indefinido de componentes em uma fase
especifica, tendo organizagdo microscopica mais ou menos bem-definida e
caracteristicas macroscoépicas dependendo de sua natureza (tais como filmes,
membranas, vesiculas, micelas, fases mesomorficas e estruturas em estado sélido)”
[LEHN, 2001].

A associagdo das melaninas com a fragdo inorganica mineral do solo,

especialmente com as argilas, poderia desempenhar um papel fundamental no
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desenvolvimento desta funcionalidade e as argilas poderiam funcionar como

verdadeiras matrizes de organizagao molecular do solo.

1.2 CLASSIFICAGAO DAS MELANINAS

Numerosos estudos tém confirmado que estes pigmentos desempenham uma
importante fungdo na incorporagdo de drogas ao cabelo [POTSCH, et al, 1997;
JOSEPH, et al, 1996; SLAWSON, et al, 1996; GYGI, et al, 1997; UEMATSU, et al,
1992], determinam a coloragao da pele e atuam em regides de alta atividade nervosa
como, na retina ocular e no cérebro [ZEISE, et al, 1995; HILL, 1992; SARNA, 1992)].
Existem trés tipos de melaninas: (i) as eumelaninas, (ii) as feomelaninas e (iii) as
alomelaninas.

As melaninas, in vivo geralmente ndo sdo homopolimeros, ou seja, sdo
unidades heteropoliméricas estruturadas em varios blocos de eumelaninas e
feomelaninas. As eumelaninas (i) s&o as mais comuns encontradas nos animais e
solos. Sdo compostos formados a partir da oxidacao da tirosina, dopa, dopamina ou
outras catecolaminas, via reag¢ao entre os derivados inddlicos de unidades 5,6-di-
hidroxi-indol (DHI) e acido 5,6-di-hidréxi-indol-2-carboxilico (DHICA) [CLANCY,
SIMON, 2001; NICOLAUS, 1968]. Apresentam-se geralmente como pigmentos de
tonalidade negra a marrom, insoluveis, responsaveis pela coloragdo escura dos
cabelos e pele [BORGES, et al, 2001; ITO, WAKAMATSU, 1998; STAINSACK, 1998;
HUNT, et al, 1995; THODY, et al, 1991].

Feomelaninas (ii) constituem os pigmentos mais claros, de tonalidades que
variam de amarelo a vermelho e apresentam maior solubilidade. Sdo obtidas a partir
de reacdes envolvendo cisteina e glutationa, geralmente estruturadas em monémeros

benzotiazonas [BORGES et al, 2001; ITO, 1993; SEALY, etal, 1980].
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Mais comuns no reino vegetal estdo as alomelaninas (iii), que sdo formadas
durante a “polimeriza¢ao” oxidativa de substratos fendlicos, como catecol e outros poli-
hidroxiaromaticos na presenca da enzima poli-feniloxidades [MAYER, HAREL, 1979;

STAINSACK, 1998].

1.3 PROPRIEDADES DA 3-(3,4-dihidroxifenil)-/-alanina — L-DOPA

A 3-(3,4-dihidroxifenil)-/~alanina, mais conhecida como L-DOPA é um composto
branco, sem odor, pé microcristalino que é rapidamente oxidado pelo oxigénio
atmosférico[MARCOLINO-JUNIOR, et al, 2001; GILMAN, et al, 1991]. E o precursor
do neurotransmissor dopamina na melanogése [KOROLKOVAS, BURCKHALTER,
1988] de importancia bioquimica e de grande valor farmacoldgico, visto que é
extensivamente aplicado no tratamento do Mal de Parkinson [LINERT, W.; JAMESON,
G.N.L., 2000; LINERT, W. et al, 1996; LYYTINEN, et al, 2001; WERNER, et al, 2001;
OBESO, et al, 2000]. Ligantes catecolaminicos, como a L-dopa e dopamina sao de
interesse particular, pois contém dois sitios bidentados quelantes que ndo podem
complexar simultaneamente com um mesmo ion metalico [EMANUEL;
BHATTACHARYA, 1987].

Alguns estudos tém fornecido os potenciais de oxidacao e reducéo da L-dopa,
composto modelo oxidado durante a sintese de melaninas por oxidagao eletroquimica
[ZHANG; WANG; ZHOU, 1992; KUMARASWAMY, et al, 2000; RUBIANES, RIVAS,
2001; HEFTI; MELAMED, 1981; GARCIA, et al., 2001]. Cantarow e colaboradores
citam também que a maior parte dos intermediarios quinondides pode reagir de
maneira ndo enzimatica com os intermediarios polifendlicos, reduzindo os primeiros e
oxidando os segundos, permitindo autocatalise complexa em toda a cadeia de reagdes

[CANTAROW, 1968].



Métodos quimicos, eletroquimicos e espectrocopicos sao utilizados para
caracterizar estruturas supramoleculares como as melaninas. O estudo das
propriedades dos materiais por meio de espectroscopia é fundamental, pois a
interacdo da radiagéo eletromagnética com a matéria fornece informagdes quanto a
natureza microscépica da matéria e da qual especula-se e formula-se modelos [SEIN
Jr, etal, 1999; JEZIERSKI, et al, 2000).

Durante o processo de sintese, a L-dopa sofre varias transformacgdes e os
metabdlitos intermediarios formados possuem varios e distintos estados de oxidacéao.
De acordo com Pezella e colaboradores a melanina é resultado da juncido de
mondmeros dos intermediarios 5,6-dihidréxi-indol, consistindo principalmente do
processo de acoplamento sequencial através de ligagdes 2,4’- e 2,7’-. Contudo, sabe-
se da formacdo do intermediario acido-5,6-dihidroxi-indol-2-carboxilico. Este tem a
tendéncia de “polimerizar” pelas posi¢cdes 4- e 7-. Estudos cromatograficos (CLAE),
confirmaram tais argumentos a partir do isolamento de varios dimeros ligados nas
posicdes 4,4-, 4,7- e 7,7-. As substituicbes nos anéis aromaticos foram
correlacionadas a analises espectrais de RMN do H', que revelaram singletos
sobrepostos em 6 6,80 e 6,81 e RMN de C-13, que apresentaram picos em 6 95,53 e
96,84, indicando substituicdes no C-7, como apresentados na Figura 3 [PEZELLA,
1996]. Alguns outros dimeros possiveis seriam ligados pelas posigdes 3,4- e 3,7-, 3,3’
e 7,7, que ocupariam uma camada acima do anel aromatico. Estas variagbes de
ligacbes entre as espécies possibilitam a formagao de melaninas com diversificadas

conformacdes estruturais e morfoldgicas.
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Fi19ura 3. Dimeros encontrados por CLAE com substituicoes nas posigdes 4- e 7- confirmadas por RMN
H' e C-13, que permitem a formagao de melaninas com estruturas morfolégicas distintas.

As substancias humicas s&o de grande importancia na agricultura devido a sua
utilizacdo na fertilizacdo natural do solo. Sabe-se que a melanina € umdos
constituintes do solo, precursora das substancias humicas. Tendo-se modelos da
estruturas possiveis para tais compostos supramoleculares havera informacdes mais
contundentes com respeito a producido de novos materiais com habilidades de
absor¢ao de radiagdo eficientes [BATY, et al., 1997], bem como o estudo de
fertilizantes potencialmente nutritivos que favoregam o crescimento das plantas
[RESZKA, K.J., CHIGNELL, 1993; NEWMAN; KOLTER, 2000], e assim, esclarecer o
mecanismo de melanizacao, principalmente, o comportamento dos radicais livres
(RLO) formados durante a biossintese [TALBI, et al, 2001; ClI, et al, 1989; PORTELA;
STOPPANI, 1996].

Existem evidéncias de que ha um aumento do numero de radicais livres

formados em p-quinonas em compostos do tipo catecol (dopamina, L-dopa, etc)
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quando submetidas a redugao e/ou oxidagao destes, ocasionando a polimerizagao
oxidativa dos intermediarios formados. As substancias humicas (SH) estabilizam os
radicais organicos (principalmente semiquinonas) na sua matriz macromolecular.
Portanto, o fator-g e a concentragcdo dos radicais estabilizados podem ser utilizados
com fonte de informacao no que tange a processos fisico-quimicos no meio ambiente
[JEZIERSKI, et al, 1993; GOLAB, et al, 1995; VUGMAN, et al, 1988]. Estudados por
espectroeletroquimica de EPR mostram que melaninas possuem intermediarios
quinénicos e hidroquinbénicos de L-dopa e 5,6-dihidroxi-indol em equilibio com seus

respectivos RLO’s gerados durante a formacao desta estrutura (Figura 4).

Q+QHz2 <> 2Q" + 2H"

Figura 4. Equilibrio quimico entre os intermediarios quindnicos e seus respectivos radicais livres
formados durante o processo de melanogénese.

Outras técnicas analiticas como: eletroquimica para estudos farmacocinéticos
[LUNTE; OSHEA, 1994; NAKAZATO; AKIYAMA, 1999], cromatografia [PEZELLA, et al
1996; RIZZ0, et al, 1996], eletroquimicos [MERCE, et al, 1998; FERRAZ, et al, 2001]
e espectroeletroquimicos [TANG; WU; WANG, 2001], eletroforese capilar [O"'SHEA, et
al, 1992], injegédo em fluxo [FATIBELLO-FILHO, et al,2001], RMN de C-13 [ADHYARU,
et al, 2003] e ESCA [STERN, et al, 1988] tém sido empregadas com o fim de
determinar a estrutura e 0 mecanismo envolvido na formacgao de melaninas, e estudos
morfoldgicos tém sido empregados a fim de avaliar o modo de agregacao destas

estruturas complexas [CLANCY, et al, 2000; CLANCY; SIMON, 2001].
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1.4 OBJETIVOS

Neste trabalho foram obtidas melaninas por meio de sinteses quimica e
eletroquimica a partir da oxidagéo da 3-(3,4-dihidroxifenil)-/~alanina, com o objetivo de
se estudar a formacao e estruturagdo organica dos solos a partir de modelos
sintéticos, bem como, avaliar qual destes processos oxidativos € mais eficiente na
formacao de estruturas supramoleculares e entender como a cinética das unidades
inddlicas in bulk alteram a morfologia do produto final. Buscou-se a compreensao do
mecanismo de formacdo dos radicais livre o-semiquinona durante a melanizagao
como importante também para possiveis aplicacdes destas melaninas nas industrias
de cosmeéticos, aeronautica e outros. A sintese foi feita em pH fisiolégico devido ser a
condi¢cdo em que estes compostos sdo formados na natureza.

Com o objetivo de avaliar as propriedades quimicas e fisico-quimicas das
amostras de melanina, planejou-se utilizar técnicas eletroquimicas de analises,

meétodos espectroscdpicos e microscopicos anteriormente descritos.
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1.5 TECNICAS ANALITICAS

1.5.1 ELETROQUIMICA

O termo ‘eletroquimica’ engloba fenbmenos de dois tipos: elétricos e quimicos.
O processo quimico esta relacionado a um reagrupamento de particulas carregadas,
nucleos atédmicos e elétrons. Assim, pode-se estudar o que acontece quando sao

imersos na solugao de eletrdlito, eletrodos carregados positiva e negativamente.

1.5.1.2. VOLTAMETRIA CICLICA

A voltametria ciclica ou voltametria de varredura linear de potenciais (VVLP)
constitui-se em um dos métodos mais adequados para a obteng¢ao de informacdes
sobre a reversibilidade de processos redox, seus potenciais formais, ocorréncia ou
nao de reagdes acopladas aos processos de transferéncia de elétrons, bem como
sobre a carga envolvida no processo e a reprodutibilidade da superficie. Estas
caracteristicas, e a facilidade nas medidas fazem da voltametria ciclica uma técnica
muito util em diferentes areas como a eletroquimica, quimica inorganica, bioquimica
dentre outras [BARD, FAULKNER, 1980]. Esta técnica é caracterizada pela variagao
linear de potenciais entre o eletrodo de trabalho e o de referéncia, obtendo-se como
resposta uma corrente que flui entre o eletrodo de trabalho e o auxiliar, em funcdo do
potencial.

Na voltametria ciclica, é usual partir-se de um potencial inicial (Ei), varrer-se até
um potencial final (Ef) mais anddico que Ei e, entdo, inverter-se o sentido da varredura
retornando-se ao potencial inicial. As correntes resultantes dos processos de eletrodo,

isto é, de variagdes na superficie e de reagdes presentes na interface, séo registradas
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nos voltamogramas e analisadas por modelos cinéticos e termodinamicos [BARD,
FAULKNER, 1980; EWING, 1969].

Estudos voltamétricos tém sido largamente empregados no estudo de
melaninas, pois esta técnica é sensivel o suficiente para visualizar as fases durante a
transformacéao, quer por oxidagao quer por reducao do composto inicial [REIN, et al,
2001; YAVICH, AIRAKSINEN, RIEKKINEN, 1992; RUBIANES, RIVAS, 2001; STERN,

et al, 1988].

1.5.1.2CRONOAMPEROMETRIA (CA)

A cronoamperometria consiste na aplicacdo de corrente elétrica a um sistema,
mantendo-se um potencial fixo controlado, e a resposta da corrente e sua variagao
durante um intervalo de tempo suficiente para que haja completa reducao ou oxidagao

do composto estudado, pode serregistrada [BRETT, 1993].

1.5.2 RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELETRONICA (EPR)

Também conhecida como ressonéancia do spin eletronico (ESR), a ressonéancia
paramagnética eletrébnica (RPE), em inglés EPR, é o nome dado ao processo de
absorcao ressonante de microondas por atomos, ions ou moléculas paramagnéticas,
com no minimo um elétron desemparelhado, em presenga de um campo magnético
estatico. A EPR tem uma ampla variedade de aplicagcdes em quimica, fisica, biologia,
e medicina. Foi descoberta por Zavoiski em 1945. Esta técnica tem por objetivo
mapear a distribuicdo de elétrons desemparelhados em uma molécula, fornecendo
varias informagdes sobre os niveis de energia de sistemas quimicos. Informa e

comprova a estrutura estatica de sistemas sélidos e liquidos, podendo também ser
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utilizada no estudo de processos dindmicos. Os espectrdbmetros mais comuns
trabalham na faixa de 9-10 GHz (banda X). No entanto, o desenvolvimento da
eletrénica tem facilitado o aparecimento de espectrémetros trabalhando em faixas de
frequéncias de centenas de MHz até centenas de GHz [LABRSEPR, 1998]. Esta técnica
também permite acompanhar o processo de humificagao através da determinagao da
concentragao de radicais livres organicos (numero de spins/ g MO) [SILVA, 2001,
GUIMARAES, 1997].

A EPR é extremamente sensivel e sob condi¢cbes favoraveis o limite de
deteccao para centros paramagnéticos em SH encontra-se no intervalo de 10" a 10™
spins g'1 [CHESHIRE, McPHAIL, 1996; GOODMAN; HALL, 1994]. Considerando-se a
massa molecular média de 600 g/ 6x1 0?° moléculas, a sensibilidade da espectroscopia
de EPR para as SH sera da ordem de 10 ppb.

A energia devido a interagio do momento magnético do elétron
desemparelhado com o campo magnético externo € quantizada e os niveis
energéticos sao descritos pela relagdo [MANGRICH, 1998; NOVOTNY, 2002]

E=gu,Bm, Equacéo 0.1

Onde: E € a energia; g € uma constante de proporcionalidade conhecida como
fator g, cujo o valor para o elétron livre ge € igual a 2,0023; ys € o magneton de Bohr
para o elétron (9,2740154 x 102 T'1); B € a densidade de fluxo magnético; ms € o
numero quantico de spin. Substituindo os niumeros quanticos de spin na equacgao
acima, sao obtidos os valores de energia para cada estado (+ 72 gusB). A separagao

de energia entre os dois estados sera:

E=gusB Equacéo 0.2
Para um campo magnético de 0,3 T (3000 Gauss) a energia AE = 2x102 J T

multiplicada por 0,3 T € igual a 6x107* J. Como 1,6x10™"° J & aproximadamente 8000

cm'1, entdo E =0,3 ocm.
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Transi¢des de dipolo magnético entre os dois estados de spins ocorrem quando
se incide, perpendicularmente ao campo magnético H (susB), radiacéao

eletromagnética de energia hv igual a E, onde h é a constante de Planck (6,6260755
x 10°* s) e v é a freqUuéncia da radiacdo incidente. A condicdo de ressonancia é

representada pela equacao:

Hv = AE = gu,B, Equacéo 0.3

Na qual Br é igual ao fluxo do campo magnético no qual ocorre a ressonancia.
Ao se variar a freqUéncia de radiagao incidente ou o campo magnético externo pode
ser atingida a condi¢cao de ressonancia para uma determinada amostra.

A frequéncia para transi¢cado de spin eletrénico de um radical livre organico
(RLO), com g = 2, seria: 6x10%* J dividido por 6,6x10'34 J s, que resultaria cerca de
9x10° s™", ou seja, 9 GHz.

Para a aquisicdo de um espectro de EPR a amostra € colocada dentro de uma
cavidade cujas dimensdes sao ajustadas a freqliéncia de microondas utilizada e, para
variar esta frequéncia a fim de atingir a condicdo de ressonancia, as dimensdes da
cavidade deveriam variar também. Em seguida, submete-se a amostra a radiagao de
microondas com frequéncia fixa e conhecida e varia-se o fluxo do campo magnético
aplicado Ho(=8 Bo), onde Ho, € o campo magnético aplicado [PARISH, 1990]. Isto
provoca a variagdo de E até ocorrer ressonancia e também a transigao de spin com a
absorcao de energia, que € detectada pelo equipamento. Geralmente os espectros de
EPR sdo adquiridos naforma de primeira derivada do espectro de absorcido

[MANGRICH, 1998; NOVOTNY, 2002].
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s=1/2,1
— — Primeira derivada dl/dH, s=1/2

| {(Intensidade absorvida)
ou dl/dH (primeira derivada do espectro)

T ]

T 1
3460 3480 B

Campo Magnético Aplicado H (Gauss)

Figura 5. Espectros tipicos de EPR na forma integrada(l) ou de derivada primeira (dI/dH) — obtidos por
simulagéo a partir do software SIMFONIA®

Em uma substancia com elétrons desemparelhados varias interagdes entre
campos magneéticos vizinhos podem ocorrer, tais como spin-spin, spin do nucleo-spin
do elétron, spin-6rbita, entre outras. Essas interagdes alterardo o valor do campo
magnético efetivo experimentado pelos elétrons desemparelhados. No entanto,
algumas interagdes podem ser desconsideradas dependendo do equipamento, pois a
energia ou frequéncia necessaria para que ocorra determinada transicdo e absorgao
de energia nao € atingida. No equipamento utilizado neste trabalho a freqiéncia é a da
banda X (9,5 GHz) e as transi¢cdes entre os campos magnéticos de spin-spin e spin do
elétron-spin do nucleo sao possiveis. Entdo, o operador hamiltoniano (H) do sistema

(através do qual se pode determinar os autovalores de energia quantizada) tornam-se

[MANGRICH, 1998];

H=gB HS+AS.I Equagéo 0.4

Onde: H = hamiltoniano de spin; Be = momento magnético do spin do elétron; H

€ 0 campo magnético externo; A = constante de interagao hiperfina; S = operando do
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momento magnético do spin eletronico; | = operando do momento magnético do spin
nuclear.

O fator g é o tensor que corresponde a interagao entre spin-spin. Ele relaciona-
-se tanto a populacdo de elétrons desemparelhados quanto a proximidade da
condicao de elétron livre. A constante de aclopamento hiperfino “A” depende da
interacao elétron-nucleo e no espectro € medida através da distancia entre as linhas
de ressonancia. Ela permite, juntamente com o valor de g, identificar se uma amostra
tem ligagbes mais covalentes que iGnicas.

O fator-g reflete a natureza dos orbitais inclusive sua simetria. Caso o radical
em questao possua uma simetria esférica ou cubica apenas um valor de g sera obtido
(isotropia). Para radicais de menor simetria o fator-g pode variar de acordo com a
orientacdo do orbital contendo o elétron desemparelhado em relacdo ao campo
magneético externo (anisotropia). O valor de g medido para um mono-cristal (com
anisotropia em g) sera dependente da orientacido dos eixos deste mono-cristal em
relacdo ao campo magnético externo, portanto, s&o obtidos trés valores caracteristicos
do tensor g: gx, gy € Q.. Estes valores fornecem informagdes a respeito dos eixos
principais de simetria do orbital contendo elétron desemparelhado.

Os processos de transformacgédo da matéria organica no ambiente envolve
reacdes com radicais livres e estes podem ser estabilizados em estruturas de
melaninas, melanoidinas e polifendis [JEZIERSKI et al., 1998].

Os radicais livres gerados durante estas transformacdes podem ser detectados
pela espectroscopia de EPR como um sinal fino e intenso com g entre 2,0030 e
2,0043. Esse sinal é atribuido a semiquinonas possivelmente conjugadas a anéis
aromaticos (g = 2,041 para o radical 9,1 orfo-antraquinona), embora possa haver

contribuigcdes de radicais metoxibenzénicos, cujo valor g varia de 2,0035 a 2,0040
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[BLOIS, et al., 1961; NOVOTNY, 2002] e radicais associados a nitrogénio, também

nao podem ser excluidos [SENESI; STEELINK, 1989].

0 o) OH
I —H ~H
+1e +1e
reducao redugao
‘ ‘ oxidagdo oxidagdo OH
0 (rapido) OH (lento)
quinona semiquinona bi-fenol

Figura 6. Equilibrio de oxi-redugao entre quinona e bi-fenol, tendo como intermediario estavel o radical

livre organico (RLO) semiquinona.

Espectro de EPR do radical
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g~2.0
I
2
o
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Campo Magnético (G)
Figura 7. Espectro de EPR simulado de radical livre organico (RLO)
Estruturas aromaticas conjugadas a semiquinonas (Figura 6) causam parcial

deslocalizagao do elétron livre do oxigénio da semiquinona para os atomos de carbono

reduzindo com isto o valor de g [SCHNITZER; SKINNER, 1969; RIFFALDI;
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SCHNITZER, 1972]. Provavelmente o sinal, dos radicais livres organicos, observado
em substancias humicas seja devido a mais de uma espécie paramagnética, sendo
uma delas mais transiente e envolvida em reacdes de oxi-reducao [STEELINK; TOLIN,
1962; ALBERTS etal.; 1974; SENESI; SCHNITZER, 1977].

A largura da linha dos espectros de EPR em primeira derivada (medida pico a
pico) — Figura 7 — para radicais livres organicos das SH geralmente é de 0,2 a 1 mT.
Esta largura de linha, avaliada em relagdo as de compostos organicos puros, pode ser
devida a estrutura hiperfina e super-hiperfina ndo resolvida e a sua grande
complexidade, onde um vasto conjunto de radicais livres organicos ligeiramente
diferentes coexistiria apresentando sinais de ressonancia proximos, dando como
resultado um envelope de linhas de EPR sobrepostas [NOVOTNY, 2002].

A area sob a curva de absor¢cdo de um sinal de EPR é diretamente proporcional
ao numero de centros paramagnéticos que contribuem para a ressonancia. Para que
seja obtida a concentragdo de spins de uma amostra, compara-se a area do seu
espectro com a de um padrao de estrutura quimica similar, cuja concentragao de spins
seja conhecida. Esse parametro pode ser usado na estimativa da reatividade das
substancias humicas no ambiente [SENESI, 1990; SPOSITO et al., 1996]; assim como
no monitoramento ambiental [JEZIERSKI et al., 1998].

A concentracdo de radicais livres em SH, depende de numerosos fatores,
alguns deles relacionados ao processo de extracdo das SH, tais como: pH, hidrdlise
acida, metilagao, temperatura, entre outros [SENESI, 1990].

O sucesso na interpretacdo dos dados requer conhecimento preciso da
magnitude das condi¢gbes experimentais aplicadas. Por exemplo, € essencial
conhecer-se exatamente o valor da grandeza do campo magnético das microondas
aplicadas e da amplitude de modulagdo do campo magnético de modo a se obter

simulagdes quantitativas da saturacao do espectro ou da medida do tempo de
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relaxacao spin-rede. Para se obter com precisdo esses dados procede-se a
calibracdo do espectrémetro de EPR langando-se mao de padrdes. As amostras
padroes sao uteis para se testar a “performance” do sistema, a calibracdo do
espectrometro e medidas quantitativas de concentragdes. ldealmente a amostra
padrao devera ser estavel, possuir a espécie paramagnética por longo periodo de
tempo, ser facilmente preparada sob métodos controlados e consistentes, e deveriam
ser plenamente caracterizadas com respeito a todos os parametros espectroscépicos
tais como tempos de relaxacéao, e estruturas finas e hiperfinas. Além disso, a linha de
ressonancia deveria ser fina e preferivelmente homogénea. Infelizmente, a amostra
padrao universal ainda ndo foi encontrada. Muitos padrdes tém sido sugeridos e cada
um tem o seu mérito particular. Dentre os mais comuns estdo os de amostras de
“pitch” (asfalto) de baixa e de alta concentragao, em solvente sélido de KCI. O “pitch”
em KCI emergiu como um padrédo por causa do seu sinal de radical livre de longa
vida e baixa perda dielétrica. Devido a sua longa vida ele € perfeito para se testar, de
tempos em tempos, a sensibilidade do espectrémetro e € ideal para avaliar RLO das
SH. E preparado pela companhia Bruker, por adicdo do pitch a KCl em po, e o
material € cuidadosamente misturado, mecanicamente até se obter uma amostra
homogénea. Depois de misturada, a amostra é aquecida e bombeada para dentro de
um tubo de quartzo, sob vacuo. O “pitch” & preparado em duas concentragdes: o
"strong pitch" € 0,11 % de “pitch” em KCI, e o "weak pitch" que é 0,0003% de “pitch”
em KCI. Para corrigir a concentragédo, cada amostra de weak pitch € comparada com
um padrao e recebe um fator de correcao.

A largura de linha de pico a pico, AHpp, € tipicamente de 1,7 G (0,17 mT), com
um fator g de 2,0028. Esta pequena largura de linha torna o “pitch” adequado para
calibracdo da amplitude de modulacdo. As amostras de “weak pitch” da Bruker tém

concentragao nominal de 10" spins cm” de tubo de quartzo de 3 mm de diametro
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interno. As amostras sao calibras e a corre¢cao do fator é escrita no tubo através de
um rétulo. No caso do espectrémetro do DQ/UFPR este fator para a amostra “weak
pitch” & de 1,22+5%. Assim, o valor real & de 1,22+5% x 10" spins cm™".

A quantificagdo do numero de spins por grama de AH (n° spins g'1) foi feita
com o auxilio da amostra padrao de "weak pitch", fornecida pela Companhia Bruker,
que possui a concentracao dada acima. Procura-se centrar na mesma posig¢ao dentro
da cavidade do espectrébmetro, um de cada vez, tanto o tubo da amostra, quanto do
padrao, que devem possuir o mesmo diametro interno. A amostra € pesada dentro do
tubo e sua altura € medida. A quantidade de spins por centimetro de tubo (S) foi
obtida com o auxilio da equacgao, que relaciona os sinais levando em consideracao a
intensidade do sinal (I), a amplitude de modulagao (A), a largura de linha (AHpp) e 0
ganho do equipamento (G), e que é representada abaixo:

_ Is4, (prs)zGR ~
Ss = S,[]RAS (prR )2 G Equagédo 0.5

onde o sub-indice S refere-se a amostra e R refere-se ao padrdo. Tendo sido
determinado Ss da amostra de AH por centimetro de tubo, e sabendo-se a massa de

AH em gramas por centimetro de tubo faz-se a transformacao:

n° spins g'1 = Srpadrao cm Ss gcm'1 Equagao 0.6

. , , . . -1
Desta maneira & possivel determinar exatamente o n° de spins g
desemparelhados que estao presentes nas amostras de melaninas ou outros materiais

estudados.
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1.5.3 ESPECTROELETROQUIMICA DE EPR

Atualmente, pode-se contar com diversos métodos de criar saldos de spin
eletrénico artificialmente. Um deles consiste em provocar reagao redox (eletroquimica)
dentro da cavidade do espectrometro e registrar o espectro de EPR simultaneamente.
Este estudo mais abrangente é a espectroeletroquimica de EPR, que une ambas as
técnicas acima citadas. Consiste basicamente na oxidagao, ou reducéo, eletroquimica
de um composto, concomitantemente com a sua analise por espectroscopia de EPR,
possibilitando identificar os radicais livres formados, ou espécies quimicas
paramagnéticas [NAPPI, VASS, 2001]. Segundo estudos, as melaninas obtidas a
partir de oxidagao eletroquimica, bem como seus intermediarios inddlicos podem ser
caracterizadas pelo seu perfil potenciodinamico e por espectroeletroquimica de EPR
[ROBINSON, et al, 1998].

Estudos espectroeletroquimicos em melaninas sdo importantes, pois provém
uma gama de informagdes com respeito ao efeito da aplicacdo de potencial elétrico
sobre as transformacgdes tanto da dopa quanto ao produto final, bem como transporte

de carga e reagdes redox do sistema.

1.5.4 ULTRAVIOLETA VISIVEL (UV-VIS)

A espectroscopia de UV-Vis constitui-se em uma técnica util para a
caracterizagcdo das mais variadas substancias e moléculas em misturas complexas. A
espectroscopia na regiao do UV-Vis permite a identificacdo de transi¢cdes de elétrons
entre grupos adjacentes (transi¢cdes eletronicas). Os elétrons de ligagdes quimicas
absorvem energia na faixa do ultravioleta — visivel (190 — 800 nm), e 0s grupos que 0s

contém sao chamados cromoforos, grupos insaturados covalentes, responsaveis pela
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absorcao eletronica, como por exemplo, C=C, C=0 ou NO:. Ligados aos croméforos
estdo os auxdécromos, grupos saturados, ou atomos, que alteram tanto o comprimento
de onda como a intensidade da absorcdo como, por exemplo, -OH, -NH> e CI
[SANTOS, CAMARGO, 1999; MARTIN-NETO, et al, 1998].

A razao Es4/Ee (razdo entre as absorbancias em 465 e 665 nm)
determinada, entdo, por absorcéo no visivel, tem sido também um bom método para
avaliar o grau de humificagdo da matéria organica (MO) do ambiente. A baixa razao
E4s/Es esta diretamente relacionada com o aumento da massa molecular e
condensacgao de grupos aromaticos e inversamente relacionados com a quantidade de
grupos alifaticos [FOKEN, et al, 2000; BAES, et al, 1990]. Estudos mostraram que este
dado independe da concentragcdo de material humico, mas varia para materiais obtidos
de diferentes tipos de solos e sedimentos [MANGRICH, 2000].

A absorcdo de luz em toda a faixa do espectro visivel pelas substancias
humicas, que incluem as melaninas, € o fenbmeno responsavel pela cor escura que
apresentam. Estas estruturas possuem grupamentos alifaticos (cadeias
hidrocarbonicas abertas, ramificadas, ciclicas nao-aromaticas, insaturadas ou
saturadas) e aromaticos (anel benzénico conjugado e seus derivados substituidos). A
estrutura eletrénica determina os orbitais moleculares em que os elétrons irdo ocupar.
Os niveis de energia em ordem crescente mais comuns para este tipo de amostra sao:
orbital sigma ligante (o) < orbital pi ligante (=) < orbital ndo ligante (n) < orbital pi anti-
ligante (n*) < orbital sigma antiligante (c*). Os elétrons recebem fotons de energia e
sdo transferidos dos orbitais ligantes para os anti-ligantes. Assim, uma transicédo n—
n* requer luz de menor energia — comprimento de onda maior — que uma transi¢cao «
— ¥, por exemplo.

A energia E de um orbital numa molécula é dada pela expressao:
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n’h?
- 8ml*

onde E é a energia do nivel considerado, n é o nivel de energia que pode ter

Equacao 0.7

valores, 1,2,3,..n, h é a constante de Planck, igual a 6,62607 x 10** J.s,, m =

-31 z . . . -
9,109389 x 10~ kg, € a massa do elétron, e /, é o comprimento da molécula com
ligagdes conjugadas, simples e duplas, sobre as quais o elétron pode se deslocar.
A energia necessaria para o elétron se deslocar de um nivel n para um

outro nivel n +1 sera:

242 212 2
AE = (n+1)2h _n hz = (2n+12)h :E Equacéo 0.8
8ml 8&ml 8ml A

(2n + 1))
8mc

[ = Equacéo 0.9

Assim, tendo-se o comprimento de onda de absorcido e sabendo-se os
niveis dentro dos quais houve a transicdo, pode-se calcular o tamanho da molécula
que apresenta conjugacdes de ligagdes quimicas, simples e duplas. Por outro lado,

pode-se concluir que estruturas organicas, com ligagcdes conjugadas, duplas e

simples, absorverao tanto mais luz visivel em diferentes energias - parecerdo mais

escuras - quanto maior for o tamanho da cadeia conjugada. Como as estruturas

alifaticas conjugadas nao sao estaveis no ambiente, conclui-se que a cor escura das
SH mais estaveis € dada por conjugacéo de estruturas aromaticas [MANGRICH,
2000].

1.5.5INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER (IVTF)
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A espectroscopia no infravermelho foi extensivamente usada no passado para
caracterizar substancias humicas, embora alguns duvidem que exista utilidade no
espectro no infravermelho dessas substancias. As analises de IVTF tém sido usadas
nos estudos de macromoléculas organicas complexas como as SH [GOMES, et al.,
1996; PAIM, et al., 1990; STEVENSON, et al., 1971] para identificar grupos funcionais,
como acidos carboxilicos, aminas, amidas, grupos alifaticos e grupos hidroxilas
[SILVERSTEIN, et al, 1979], bem como identificar grupos funcionais em melaninas,
precursoras dos acidos humicos do solo [STAINSACK, et al., 2003]. Desta forma,
permite-se obter valiosas informagdes sobre a natureza e posi¢cdo dos grupos
funcionais nos acidos humicos (AH) das mais diversas origens. Tem sido usada
também para avaliagbes dos efeitos dos extratores quimicos utilizados e o grau de

pureza alcancado através dos processos de purificagcao [BUDZIAK, et al, 2003].

1.5.6 DIFRAGAO DE RAIOS -X (DRX)

Os raios X foram descobertos por Roentgen em 1885. Dezessete anos depois,
Max Laue sugeriu que esses raios poderiam ser difratados por um cristal, pois
percebeu que os respectivos comprimentos de onda eram comparaveis as separagoes
entre planos da rede do cristal. Os raios-X, radiacdo eletromagnética com
comprimento de onda da ordem de 107" m sdo gerados pelo bombardeio de um metal
por elétrons de alta energia. Os elétrons s&o desacelerados ao penetrar no metal e
geram uma radiacdo num intervalo continuo de onda, a radiacdo de frenamento
(“bremsstrahlung”) [RIBEIRO, et al, 2000].

Os maximos de difracdo de raios X (devido a interferéncia construtiva em uma

familia de planos de uma rede cristalina) ocorrem quando a diregao de uma onda
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incidente, medida em relacéo a superficie de um plano de atomos, e o0 comprimento

de onda da radiagao obedecem a lei de Bragg:

nih = 2d.sen0 Equacgéo 0.10
onde d é a distancia entre os planos, 6 € o angulo de incidéncia, n as ordens das

reflexbese A € o comprimento de onda do raio X. A lei de Bragg € usada
primordialmente na determinagdo do espacamento entre os planos da rede do cristal,
pois a distancia d pode ser calculada quando 6 for determinado experimentalmente.

A técnica de difracdo de p6 foi usada para identificar presenca ou auséncia de
planos definidos na estruturas das melaninas sintéticas [ATKINS, 1999; PAIXAO,

2003].

1.5.7 METODOS MICROSCOPICOS

A poténcia amplificadora de um microscoépio 6ptico é limitada pelo comprimento
da onda de luz visivel. O microscépio eletrénico utiliza elétrons para iluminar um
objeto. Como os elétrons tém um comprimento de onda muito menor do que o da luz,
podem mostrar objetos muito menores. O comprimento de onda dos elétrons utilizado
nos microscopios eletrdnicos é de cerca de 0,5 A. Ha dois tipos basicos de
microscopios eletrénicos: o microscopio eletrénico de transmissado — MET (no inglés
“Transmission Electron Microscope”, TEM) e o microscépio eletrénico de varredura -
MEV (no inglés “Scanning Electron Microscope”, SEM). O MET dirige o feixe de
elétrons para o objeto que se deseja aumentar. Uma parte dos elétrons atravessa o
objeto, formando uma imagem aumentada. Para utilizar um MET, é preciso cortar a
amostra em camadas finas. Os microscoépios eletrénicos de transmissao podem
aumentar um objeto em até um milhdo de vezes. Um microscoépio eletrénico de

varredura cria uma imagem ampliada da superficie do objeto. Ndo € necessario cortar
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um objeto para observa-lo com um MEV. A amostra pode ser colocada no microscopio
sem grandes preparativos. O MEV explora a superficie da amostra ponto por ponto, ao
contrario do MET, que examina uma grande parte da amostra de cada vez. Seu
funcionamento se baseia em percorrer a amostra com um feixe muito concentrado de
elétrons, de forma parecida com a varredura de um feixe de elétrons na tela de um
aparelho de televisdo. Os microscoépios eletrbnicos de varredura podem ampliar os
objetos 100 mil vezes ou mais. Esse tipo de microscéopio € muito util porque, ao
contrario dos MET ou dos microscépios opticos, produz imagens tridimensionais
realistas da superficie do objeto [WOODRUFF, et al, 1986; WILLIANS, et al, 1996,
RIBEIRO, et al, 2000].

A microscopia eletrénica de transmissao (MET) permite ao usuario determinar a
estrutura interna de materiais, sejam eles de origem biolégica ou n&o-bioldgica.

Os materiais para a MET devem ser especificamente preparados a fim de
obterem espessuras que permitam que os elétrons transmitam através da amostra, tal
como a luz é transmitida em microscopia éptica convencional. Conforme ja dito, devido
ao comprimento de onda dos elétrons ser muito menor que o da luz, a resolucao
alcancada pelas imagens da MET s&o muitas ordens de magnitude maior que a
microscopia optica. Esta pode revelar detalhes peculiares da estrutura interna — em
alguns casos tao pequenos quanto atomos individuais. A MET tem capacidade de
ampliar a imagem até 350.000 vezes, mas em circunstancias especiais as imagens
podem ser ampliadas em até 15 milhdes de vezes [RIBEIRO, et al, 2001;
ROCKMOUNTAIN, 2002].

Técnicas microscopicas tém sido empregadas no estudo da morfologia de
melaninas devido apresentarem importantes informacdes ao efeito dos procedimentos

de preparacao, bem como na interacdo entre as unidades menores para a
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estruturacdo da supramolécula [LYU, SIMON, 2003; NOFSINGER, et al, 2000;

CLANCY, SIMON, 2001].

1.5.8 ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA ELETRONICA (EIE)

Quando se estudam sistemas eletroquimicos, a espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIE) (no inglés “Electrochemical Impedance Spectroscopy” — EIS) é
uma técnica analitica que da mais exatidao, fornece informacées mecanisticas e
cinéticas livre-de-erros usando uma variedade de técnicas e formatos de saida. Por
esta razao, a EIE tem se tornado uma ferramenta poderosa no estudo de corroséo de
semicondutores e sinteses eletro-organicas [TSCHOPE, et al, 2004; MARINO,
MASCARO, 2004]. Esta técnica € uma resposta, em termos da resultante de voltagem
ac (do inglés, “Alternating current”), de um circuito elementar pela aplicacédo de um
corrente ac. E analoga a resisténcia de um sistema DC (do inglés, “Direct Current”).
Apos a aplicagado de uma excitagao potencial senoidal, a resposta a este potencial é
um sinal de corrente ac, contendo a frequéncia de excitacdo e seus harmoénicos. Esta
resposta pode ser analisada como uma soma das fungdes senoidais. Como qualquer
freqUéncia pode ser aplicada, a impedancia seria fungao da frequéncia, e um espectro
de impedancia é uma representacdo de um circuito em funcao da frequéncia. Desta
forma, a espectroscopia de impedancia eletroquimica € uma técnica utilizada na
analise de processos eletroquimicos que ocorrem na interface eletrodo/solucao
eletrolitica. Trata-se de um método de identificacdo e determinacédo de parametros de
um modelo elaborado com base na resposta de freqiéncia do sistema eletroquimico

em estudo [PREIS, ef al, 2004; PRINCETON, 1999; GAMRY, 2004].
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Para se avaliar a viabilidade da aplicagdo desta técnica a um determinado
sistema eletroquimico, deve-se testar trés fatores: causalidade, linearidade e
estabilidade. E necessario que o sistema contemple estes trés parametros a fim de
gue a técnica apresente resultados confiaveis e validos. Estes critérios foram testados

nas amostras de melaninas e a técnica mostrou-se viavel para este tipo de amostra.

1.5.9 O ESPAGO DOS NUMEROS COMPLEXOS E SUAS UTILIZAGOES

O aparecimento dos numeros complexos se deu no século XVI ao longo das
descobertas de procedimentos gerais para resolugdo de equagdes algeébricas de
terceiro e quarto grau. Nos séculos XVII e XVIII os numeros complexos sdo usados
apenas para facilitar os calculos que permitem a conexdo de varios resultados
dispersos da Matematica no conjunto dos numeros reais. Apenas no século XIX,
aparece a representacdo geométrica dos numeros complexos, motivada pela
necessidade em Geometria, Topografia e Fisica, de se trabalhar com o conceito de
vetor no plano e, assim passam a ser aplicados em varias areas do conhecimento
humano, dentro e fora da Matematica.

As equacbes de segundo grau com discriminante (delta) negativo nao
motivaram o aparecimemto dos numeros complexos [GREEN, 1976].

Durante o periodo Renascentista (1400-1600), o estudo dos numeros
complexos foi estimulado pelo desenvolvimento comercial e pelo crescimento das
cidades européias. Paccioli (1494), Tartaglia e Cardano (1545) apresentaram
trabalhos envolvendo os numeros complexos. Porém, estes ndo foram aceitos
naturalmente como numeros, pois ndo havia significado geométrico em uma raiz

quadrada de um numero negativo [MILIES, 1994; WITMER, 1968].
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Equacgdes cubicas estudadas por Cardano (1545) e Bombelli (1572) motivaram
a utilizacdo dos numeros complexos. Era necessario trabalhar com os numeros
complexos, "como se fossem numeros", para achar a solugao real (positiva) x = 4 do
problema: "Seja x> 0 volume de um cubo de aresta x e 15x o volume de um
paralelepipedo retangulo cuja area da base é 15 e cuja altura € igual a aresta do cubo.
Determine x de modo que x> = 15x + 4". Ao se aplicar a formula de Cardano nesta
equacao de terceiro grau apareceu na solugdo uma raiz quadrada de numero negativo

[BOYER, 1974; MILIES, 1994; WITMER, 1968].

O simbolo ﬂ, para a raiz quadrada de -1, introduzido por Girard (1629),
passou a ser representado pela letra i a partir de Euler (1777). Em 1637, Descartes
introduziu os termos real e imaginario, mas a expressao numeros complexos s6 usada
em 1831 pela primeira vez por Gauss [RICIERI, 1993].

A partir da conjectura levantada por Cardano (1545), Bombelli (1572) e Leibniz
(1676) de que a soma de dois complexos conjugados daria um numeros real, Cauchy
(1829), Hermite (1865), entre outros, constataram estas propriedade seriam possiveis.
Entao, Girard (1629), Descartes (1673) e D'Alembert (1746) elaboraram o Teorema
Fundamental da Algebra (TFA), que foi provado por Gauss (1798) [EVES, 1996,
BOYER, 1974].

Motivados pela geometria e pela topografia, Girard (1628), Wallis (1685),
Argand (1790) e Wessel (1797), representaram geometricamente, de maneira intuitiva
e pratica, os complexos como vetores num plano cartesiano. Gauss (1831) e Hamilton
(1833) redescobriram a representacdo geométrica e definiram os complexos. Gauss
os definiu como niimeros da forma, a+bi, onde a e b s30 nimeros reais, e i* = -1.

Hamilton os definiu como o conjunto dos pares ordenados (vetores) (a,b), onde
a e b sdo numeros reais, identificando (0,1) com 0+i e (1,0) com 1+0i . Hamilton

associou a multiplicacao
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(a,b)x(x,y) = (ax-by , ay+bx) Equagédo 0.11

a uma operagao envolvendo a rotacéo de vetores em torno da origem. Multiplicar por i
~ T .2 ~
envolve uma rotacao de 90°, multiplicar por i = -1 envolve uma rotagcao de 180°,

multiplicar por i® = -i envolve uma rotagéo de 270° e assim por diante.

. ¥
1==-1
Imaginarios 4 \
-7 T -~ - - i
PRO S \I z=a+h |z] & ¢
s —]
1 ]
! T sen o
AN A L2 AN
' & Y Reais coS ¢ w
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[z=a+bi=|z|-(cos ¢+isen¢)=|z|ei.¢}

Figura 8. Representagdo dos niumeros complexos a partir da rotagdo dos vetores nos plano cartesiano
em torno da origem.

A representacdo geométrica permitiu que os complexos fossem visualizados,
por conseguinte, aceitos como numeros. A possibilidade de extrair a raiz enésima de
um complexo dada por Cotes (1714), Moivre (1730), D'Alembert (1746), Euler (1748) e
Picard (1871), sinalizando que o sistema dos numeros complexos € algebricamente
fechado, também contribuiu paraisso [CARACA, 1984].

O significado geométrico dos numeros negativos surgiu com a representagao
geométrica dos complexos. Em 1867, Hankel trabalhando com a algebra dos numeros
complexos e as leis fundamentais da aritmética, estabeleceu a regra ("regra dos
sinais") da multiplicacao (-1)x(-1) = 1 (o produto de dois niumeros inteiros negativos é
sempre positivo) para a permanéncia da propriedade distributiva a(b+c) = ab + ac. Por

exemplo:

A+ 1= (1)x1 + (-1)x(-1) =-1x(1 - 1) =-1x0 = 0 Equac&o 0.12
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Assim, terminava a polémica entre os que ainda n&do aceitavam e os que
aceitavam os numeros negativos como numeros [MEDEIROS, 1992].

A algebra dos numeros complexos permite representar e operar vetores no
plano. Possibilita que grandezas que variam senoidalmente (ou cossenoidalmente) em
fungao do tempo, ou seja, do tipo

Asen(o.t+¢) Equagao 0.13

sejam representados por vetores bidimensionais (fasores)

A(cosd) +i.send) Equagéao 0.14
que sofre rotacdo em sentido anti-horario com velocidade angular . E mais facil
operar ( somar, multiplicar, etc.) com numeros complexos de diferentes médulos e
argumentos do que operar com fungdes trigonométricas (senos e cossenos) de
diferentes amplitudes e fases [BOLTON, 1994, TIPLER, 1995].

Existe nos complexos um subconjunto (eixo x) em que 0s numeros reais e 0s
complexos da forma (a,0) sao identificados por meio de uma funcgao injetora (injetiva) e
sobrejetora (sobrejetiva), que preserva as operacgdes de adicao e multiplicagao de
complexos (isomorfismo). Entdo, pode-se dizer, "por abuso de linguagem", que os
complexos contém os reais [NETO, 1993].

Fasor (quantidade complexa) € uma grandeza que pode ser representada e
operada vetorialmente, pela algebra dos numeros complexos, no plano. Pode
significar uma variagdo de amplitude A (ou Mddulo) e fase ¢ (ou argumento) num
movimento peridédico (como acontece nos circuitos elétricos de corrente alternada).
Grandeza vetorial (ou vetor) € aquela que possui diregdo, sentido e maodulo
(velocidade, deslocamento, etc). E representada e operada vetorialmente no plano e
no espaco por uma algebra (calculo vetorial) diferente da algebra dos complexos

[VALLADARES, 1990].


http://www.math.ruu.nl/people/beukers/voorlichting/CompVis.htm
http://www.uesc.br/arbelos/arquivo/disciplinas/2003.2/cet370/JavaZul/sc-001.html
http://www.uesc.br/arbelos/arquivo/disciplinas/2003.2/cet370/JavaZul/mc-001.html
http://www.ucs.br/ccet/deme/emsoares/inipes/complexos/
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Foi através do uso e da compreensao dos numeros complexos que, certos
"defeitos" existentes no conjunto dos numeros reais foram "consertados". Euler (1748)

usou as series de Maclaurin (1742),

e LA W A
((—2’11))';)62” cosv=1- [ Jefrt - )

senx = Z;O:O (2(_:_)1)!)(?2”” senx = x — (X3 3')+ (XS 5‘)_ (X%)+

o
cos¥ =2,

Equacédo 0.15 — Equacgdes resolvidas por Euler a partir das séries de MacLaurin
com X = ix, para chegar a relagao

e* =cos x +isen x Equagdo 0.16
onde = -1,e=2,7182 ..., conhecida como identidade de Euler. Esta equacao fez a
tdo necessaria conexao entre logaritmos, fungdes trigonométricas e fatoriais (os
complexos conseguem ter forma exponencial, trigonométrica ou polar). Além dessas
conquistas, a identidade de Euler deu significado aos logaritmos de numeros
negativos. Fazendo x = &, Euler obteve:

e"+1=0 Equag&o 0.17

onde o numero «t = 3,14159..., implicando no logaritmo neperiano
Ln(-1) = =i Equacgéo 0.18
ou seja, os logaritmos de numeros negativos s&o numeros imaginarios puros.
Na eletrbnica e na eletricidade, a analise de circuitos de corrente alternada
(AC) é feita com a ajuda de numeros complexos. Grandezas como a impedancia (em
ohms) e a poténcia aparente (em volt-ampére) sdao exemplos de quantidades

complexas [AVILA, 1990].


http://www.virtual.unal.edu.co/cursos/ingenieria/2001601/enciclopedia/tema8.html
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Figura 9. Representagdo de um circuito AC como quantidades complexas.
A impedancia (Z) € o numero complexo Z = R + jX, ou na forma polar

Z = ‘Z‘(COS(I) + i.Sen(I)) Equagio 0.19
ondei’= -1, ¢ € o angulo (argumento) de defasagem entre a tensao aplicada e a
corrente no circuito, |Z| € o mddulo, R é a resisténcia elétrica (em ohm) e X é a
resultante (em ohm) das reatancias indutivas e capacitivas do circuito.

A poténcia aparente (em volt-ampére) é o numero complexo P = P + iPx, ou,

P =|P|(cos¢ +i.send) Equagdo 0.20

onde i’= -1, |P| € o médulo, ¢ € o angulo de defasagem entre a tenséao e a corrente, Pr
€ a poténcia real ou ativa (em watt), Px € a poténcia reativa (em volt-ampére reativo).
O valor do cos¢ (fator de poténcia) € importante na determinagao do aproveitamento
da energia que esta sendo gasta [BOLTON, 1994, TIPPLER, 1995].

Desta forma, desde o século XIX os niumeros complexos passaram a ser
grandemente utilizados no estudo da Mecénica de Fluidos, da Eletricidade e outros
fendbmenos em meios continuos de forma que, hoje sdo absolutamente necessarios

em inumeros campos da Ciéncia e Tecnologia.
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CAPITULO 2

2.1 MATERIAIS E METODOS

Das técnicas utilizadas durante a execucao do trabalho, a cronoamperometria
foi utilizada somente na oxidacdo do composto de partida (modo preparativo),
enquanto que a voltametria ciclica foi utilizada na avaliagdo do comportamento
eletroquimico da L-dopa, bem como na caracterizacdo do produto final pela

espectroeletroquimica de EPR.

e Eletroquimica — Voltametria Ciclica e Cronoamperometria foram realizadas no
Laboratério de Eletroquimica Aplicada e Polimeros (LEAP) do Departamento de
Quimica / UFPR. O estudo do comportamento eletroquimico da L-dopa, bem como a
sintese de melaninas por oxidagdo eletroquimica, foram feitas usando-se um
Potenciostato-Galvanostato Microquimica — modelo MQPG-01 em célula eletroquimica
com 15 mL de capacidade. A espectroeletroquimica de EPR foi feita no Laboratério
Regional Sul de EPR (LABEPR) do DQ/UFPR utilizando célula flat dotada de
eletrodos. Tanto o eletrodo de trabalho quanto o contra-eletrodo foram fios de Pt e o
eletrodo de referéncia Ag/AgCl de concentracido 0,1 mol L. O eletrolito de suporte
utilizado durante as sinteses e caracterizagdes foi o tampéao fosfato (KH2PO4/NaOH
0,1 mol L'1) em pH = 6,8, a temperatura ambiente.

e EPR - A Ressonancia Paramagnética Eletronica em banda X (~9,5 GHz) foi
realizada no LABEPR do Departamento de Quimica / UFPR. O equipamento utilizado
foi um Espectrémetro BRUKER — modelo ESP300E, com as amostras em tubos de
quartzo de 0,3 mm de diametro ou células flat de quartzo, registrados em temperatura

ambiente e a 77 K. A espectroeletroquimica de EPR foi realizada usando-se célula flat



37

de quartzo, sob atmosfera inerte de N2 e registrada em faixa de campo magnético de
50 e 5000 Gauss (G) centradas em 2550 G. Os eletrodos de trabalho e contra-eletrodo
foram fios de Pt e o eletrodo de referéncia de Ag/AgCI 1 mol L™

e UV-VIS - A espectroscopia eletrdnica foi realizada no Laboratério de Projetos e
Processos Ambientais (LABPAM) também do Departamento de Quimica/UFPR. O
espectrometro da Shimadzu modelo UV-2401 PC registrou os espectros das amostras
em estado sélido. Os espectros foram registrados no modo espectroscopia de
reflectancia difusa (ERD) (no inglés, “Diffuse Reflectance Spectroscopy”, DRS) como
(1/log R), onde R € a Reflectancia das amostras.

e IVTF — A espectroscopia na regido do infravermelho médio das amostras foi
efetuada no Laboratério de Infravermelho do DQ/UFPR. O equipamento utilizado foi
um espectrofotobmetro FTIR BIO-RAD modelo Excalibur Series (FTS-3500GX). As
pastiihas foram de KBr (99 mg da amostra), grau espectroscépico e o
empastilhamento em 9x1 0° psi de pressao.

e MET - a microscopia eletrénica de transmisséao foi realizada no Laborat6rio de
Microscopia Eletrénica do Departamento de Fisica da UFPR. O microscépio utilizado
foi um Jeol JEM - 1200EX Il Electronic Microscopy. Foram utilizadas telas de parlédio
como suporte para o material em suspensao. Uma pequena parcela do material sélido
seco resultante da sintese foi triturado, a uma fina camada de p6. Este material foi
dissolvido suspenso em agua desionizada e colocado em ultra-som por 2 minutos.
Uma fina pelicula em suspensao resultante foi coletada sobre a tela de parlédio.
Depois de seco o material foi analisado sob presséao interna do microscopio de 5x10™
Pa, angulo de incidéncia perpendicular, 60 kV de tenséo e 40 pA de corrente (2,4 W
de potencia).

e DRX - a difracdo de raios-X de po foi realizada no Laboratério de DRX e

Raman do Departamento de Quimica da UFPR. Os difratogramas de Raios-X foram
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obtidos utilizando-se difratdmetro Shimadzu XRD-6000 com radiagao de Cu-Ka (A =
1,5418 A), com tens&o e corrente de fonte de 40 KV e 40mA, varrendo 26 de 10° a
60°.

e EIE - a Espectroscopia de Impedéancia Eletroquimica foi realizada no
laboratério de Eletroquimica de superficies e corrosdo (LESC) do Departamento de
Engenharia Quimica - UFPR. As analises de impedancia eletroquimica foram
realizadas em um potenciostato-galvanostato Voltalab 40 (PG7300). Para a aquisi¢ao
dos dados de impedancia foi empregado um sinal senoidal de 25 mV e intervalo de
frequéncia de 100 kHz a 100 MHz. Os espectros de impedancia foram obtidos no

potencial de 617 mV em solugdo contendo melanina.

2.2 SINTESE DAS MELANINAS

As melaninas foram sintetizadas por dois métodos oxidativos distintos: oxidagao
quimica pelo oxigénio do ar (msar) e por oxidagao eletroquimica (ms1). Escolheu-se a
3-(3,4-dihidroxifenil)-/-alanina (L-dopa) — Aldrich — como composto modelo devido sua
estrutura ser semelhante a varias unidades estruturais encontrados nas estruturas das
melaninas naturais, além de ser um dos metabdlitos gerados durante o processo de
melanizagao.

Primeiro, necessitou-se conhecer o perfil do comportamento eletroquimico da L-
dopa. Segundo a literatura (ROBINSON, et al., 2001), um bom eletrdlito de suporte
para a sintese é o tampao KH2PO4/NaOH em pH = 6.8, sob agitacdo continua. A
sintese por oxidacgao eletroquimica foi feita sob atmosfera inerte de N2 e/ou Ar. Depois
de determinado o potencial elétrico de oxidacao, a L-dopa foi oxidada em potencial

controlado.
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Na segunda etapa do trabalho foi estudado o comportamento das melaninas
sob a variacao da concentracido de L-dopa no sistema eletroquimico e analisadas as

caracteristicas espectroscopicas dos produtos.

< PARTE | - SINTESE QUIMICA E ELETROQUIMICA DE MELANINAS

2.3 METODOLOGIA DE SINTESE

Foram preparados 300 mL de solucdo tampéo de KH2PO4/NaOH em pH 6,8.
Foram retiradas duas aliquotas de 10 mL: uma para oxidagado quimica (msar) e outra
para eletroquimica (ms1). A cada uma foram adicionadas 10 mg de L-dopa. A msar foi
obtida depois de 8 horas apods deixar a solugdo ao ar para oxidagdo. A ms1 foi
sintetizada eletroquimicamente tendo-se desaerado o solvente com N antes da
adicdo da L-dopa, fazendo-se primeiramente a voltametria pH = 6,8, intervalo de
potencial -0,6 a +1 V e velocidade de varredura igual a 100 mV s' e depois
cronoamperometria durante 5 minutos em potencial controlado de +617 mV. O produto
foi obtido 2 horas depois da eletrossintese.

O material resultante foi lavado e centrifugado em 3500 rpm por 5 vezes, e seco
em estufa a 45 °C.

Dos produtos finais foram feitos os respectivos espectros de IVTF, UV-VIS e
EPR. A espectroeletroquimica de EPR foi realizada usando-se célula flat de quartzo,
sob atmosfera inerte de N2 e registrada em faixa de campo magnético de 50 e 5000
Gauss (G), centradas em 2550 G, utilizando um potenciostato Microquimica — modelo
MQPG - 01 em célula "flat" de quartzo. Os eletrodos de trabalho e contra-eletrodo

foram fios de Pt e o eletrodo de referéncia de Ag/AgCl 1 mol L. Esta técnica foi



40

utilizada com vistas ao estudo do equilibrio: Q + QH2 > 2Q™» + 2H", cujo mecanismo
responde a estruturagdo da macromolécula das melaninas.

A voltametria ciclica (VC) e a cronoamperometria (CA) foram realizadas
utilizando o Potenciostato Microquimica — modelo MQPG - 01 em célula eletroquimica
de 15 mL de volume. Na sintese da ms1 foi observado que, logo no inicio da CA, a
solucéao ficou alaranjada na superficie do eletrodo de platina sugerindo a oxidacao
total da L-dopa.

Os espectros de EPR foram registrados em espectrémetro BRUKER modelo
ESP300E utilizando tubo de quartzo de 0,3 mm de didametro acoplada ao
potenciostato.

Os espectros de UV-VIS foram adquiridos em espectrémetro Shimadzu UV-
2401 PC (amostra solida) e registrados em modo log (1/Reflectancia) em comprimento
de onda na faixa de 190 a 900 nm.

Para a espectroscopia de IVTF foi usado espectrofotdmetro Bomen FTIR MB 100

e pastilhas de KBr grau espectrométrico (1 mg de amostra : 99 mg KBr) do DQ/UFPR.

2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO - Parte |

2.4.1 VOLTAMETRIA CIiCLICA (VC)

Um estudo preliminar por voltametria ciclica foi feito para determinar o potencial
de oxidacdo e o perfil potenciodindmico da L-dopa1 de acordo com GARCIA e
colaboradores (2001). Lembramos que a L-dopa é apenas parcialmente soluvel.
Assim, a fim de maximizar esta solubilidade utilizou-se o tampao fosfato em pH

fisiologico (pH = 6,8). No voltamograma foi observada a oxidagdo da L-dopa
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correspondente a quinona (Figura 3) que ocorria em potencial de +617 mV vs
Ag/AgCl. Este, com varredura de potencial na faixa entre 600 e +1000 mV,
apresentou sinais de par redox em +217 mV e +345 mV, um ombro em +617 mV e um
sinal de redugdo em —-78 mV. Este intervalo de potencial entre os picos redox (>30
mV) sugere que o processo de oxidagao € irreversivel e, segundo a equacao de
Nernst, trata-se de um sistema de transferéncia monoeletrénica. Porém, os pico
anoédico que ocorre em +217 mV pode ser atribuido a formacédo da semiquinona. O
pico em +617 mV nao pode ser totalmente atribuido a oxidacdo da L-dopa, pois
durante a oxidagado desta ocorre a formacdo de dopaquinonas que podem ser
parcialmente reduzidas a L-dopa novamente. Este produto é mais reativo em meio
acido e sugere um ataque nucleofilico ao grupo amino desprotonado, que resulta no
produto inddlico. Durante a cronoamperometria (5 minutos), em potencial controlado e
constante de +617 mV, a solugéo ficou alaranjada na superficie do eletrodo de platina
sugerindo a oxidagao da L-dopa; obteve-se assim uma melanina estavel e altamente

higroscopica de cor preta.
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\ Voltamograma da L-dopa vs. eletrodo Ag/AgCl \
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Figura 10. Perfil potenciodinamico da L-dopa (10 mg) em tampao KH21PO4/NaOH em pH = 6,8. Intervalo
de potencial -0,6 a +1 V e velocidade de varredura igual a 100 mV s’ .
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Figur1a 11. Perfil potenciodindmico da L-dopa em tampao fosfato, pH = 7,0. Velocidade de varredura 100
mv s . Registrado por Stern e colaboradores (1988).



43

2.4.2ESPECTROELETROQUIMICA DE EPR

A espectroeletroquimica de EPR, tanto em faixa de campo magnético de 5000
G quanto de 50 G, foi realizada em temperatura ambiente. Esta técnica foi utilizada
com vistas ao estudo do equilibrio: Q + QHz2 = 2Q™* + 2H", cujo mecanismo responde
a formacao do radical livre e a estruturacdo da macromolécula das melaninas (Figura

10) — Q corresponde as espécies quindnicas no sistema.
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Figura 12. Espectroeletroquimica de EPR em 12 Derivada da Absorbancia da L-dopa em faixa de
campo magnético de 5000 G, centradaem 2550 G. Potencial elétrico fixado em +617 mV pela
cronoamperometria.
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Figura 13. Espectroscopia de EPR em faixa de campo magnético de 50 G, campo central de 3405 G,
das ms’s. Sinal de RLO tipico de radical o-benzo-semiquinona em g~ 2,0035.

O espectro de EPR em campo magnético de 5000 G apresentou uma linha
intensa de radical livre organico (RLO), indicando a formacgao do radical esperado
durante a oxidacdo da L-dopa a melanina e a auséncia de outras espécies
paramagneéticas (Figura 10). O espectro em campo magnético de 50 G, obtido para a
mse apresentou linha intensa em g = 2,0036, enquanto que a melanina msar
apresentou linha com g = 2,0035 (Figura 11). Esses valores de g indicam presencga de
estruturas de o-semiquinona, Q-+, nas duas amostras. As concentracdes desses
grupos, em numero de spins g'1 de melanina, foram: msar = 7,47x1016 e mse =

9,39x1016 spin g'1.
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2.4.3ULTRAVIOLETA VISIVEL DAS AMOSTRAS EMESTADO SOLIDO

Os dados de espectroscopia eletrénica— UV -vis —forneceminformacgdes
importantes a partir da raz&o E4/Es, que € a raz&o entre as absorbancias dos
comprimentos de onda em 465 e 665 nm, neste caso, log (1/R) nestes comprimentos
de onda. Esta razdo é valida tanto para amostras no estado sélido quanto liquido. A
razao E4/Ee indica o grau de condensacéo aromatica da estrutura. A condensacgao de
anéis aromaticos desloca o A para comprimentos de onda cada vez maiores, até
chegar a regiao do visivel, onde sao feitas as leituras para o calculo da razdo E4/Es.
S&o necessarios pelo menos 4 anéis condensados para se obter A maximo na regiao
de 465 nm (Ea4) e, pelo menos 5 anéis condensados para se ter A maximo em 665 nm.
Assim, quanto menor for a razdo entre as absorbancias citadas, maior massa
molecular e mais conjugada é a estrutura, pois a condensacéo de grupos aromaticos
apresenta uma razao inversa a quantidade de grupos alifaticos. Isto pode ser
explicado comparando-se com estrutura quimica da grafite, cuja razdo E4/Es € igual a

1 devido as conjugagdes dos aneéis aromaticos ao longo de toda sua estrutura.
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Figura 14. Espectroscopia eletronica em estado sélido em reflectancia das melaninas sintetizadas ao ar
(msar) e por via eletroquimica (ms1).

Os espectros de UV-VIS das ms’s (Figura12) foram tirados das amostras no
estado solido e registrados em reflectancia (log 1/R). Os espectros mostraram razao
E4/Ees de 1,35 para a msar e 1,21 para a mse. Assim, os resultados sugerem que a
mse pode apresentar estrutura molecular maior, mais condensada e/ou com maior

numero de conjugacgdes em relacdo a msar.

2.4.3INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER (IVTF)

A espectroscopia de IVTF ou espectroscopia vibracional foi registrada em
transmitancia (Figura 13). O espectro da msar apresentou uma banda larga entre
3600-3100 cm’™”, tipica de deformacéao axial de grupos —OH em pontes de hidrogénio;

absorgdo de energia em 1715 cm” atribuida a carbonilas (vC=0) de grupos
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carboxilicos (-COOH) e em 1636 cm™ de absorcao assimétrica de C=0 de grupos
carboxilatos (COO). Pode-se atribuir a absor¢cdo em 1093 cm” ao estiramento

simétrico (ligagédo o) do grupo C-O de alcoois.

———msar
————ms1

Transmitancia (%)

r T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de Onda (cm™)

Figura 15. Espectroscopia de infravermelho em Transmitancia das melaninas sintetizadas ao ar (msar)
e eletroquimicamente (mse).

Comportamento semelhante foi observado para a mse, cujo espectro apresentou
também bandas tipicas em: 3600 cm™, atribuidas a deformacao axial de grupos —OH,
em1715cm™, absorcao referente ao estiramento assimétrico de -COOH, em 1636 cm’
" absorc¢ao tipica de grupos —COO" em estiramento assimétrico e absorgéo de energia
em 1086 cm'1, atribuida a grupos C-O de alcoois e ésteres. Entretanto, a absor¢édo em
1093 cm™ é mais intensa para a amostra ms1, atribuindo este fato a uma

“polimerizacao” diferenciada e mais especifica.
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A partir destes resultados pode-se sugerir que o0 processo de oxidagao
eletroquimica foi mais eficiente em relacdo a oxidagado quimica. Ambas amostras
apresentaram propriedades semelhantes as melaninas naturais [CLANCY, et al,
2000], sendo que a melanina sintetizada eletroquimicamente apresentou estrutura
supramolecular, capacidade de absorcéo de radiacao e geragcao de radicais livres
superior a msar.

A segunda parte do trabalho enfocou a sintese eletroquimica de melaninas pela
variacdo da concentracdo de L-dopa no sistema. Foram avaliados também os

comportamentos eletroquimicos e espectroscépicos destes produtos.
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CAPITULO 3

< PARTE Il - SINTESE ELETROQUIMICA COM VARIAGAO DE
CONCENTRAGAO DE L-DOPA

A segunda etapa de trabalho envolveu o estudo do comportamento das
melaninas sintetizadas eletroquimicamente em funcéo da variacdo da concentracao da

3-(3,4-dihidroxifenil)-/-alanina na célula eletroquimica.

3.1 METODOLOGIA DE SINTESE

Foram preparados 300 mL de solucdo tampao de KH2PO4/NaOH em pH 6,8.
Foram retiradas 12 aliquotas de 10 mL a fim de realizar sintese em triplicata. A
concentragao de L-dopa no sistema eletroquimico foi de 5, 10, 30 e 50 mg de L-dopa
por 10 mL da solucéo de eletrolito de suporte, respectivamente. As amostras foram
denominadas: ms05, ms10, ms30 e ms50 em aliquotas distintas e em triplicata para
obter também material suficiente para as demais analises. Para todas as sinteses, o
tempo de oxidagao pela cronoamperometria foi de 5 minutos, em potencial controlado
de +617 mV.

As melaninas obtidas foram lavadas, centrifugadas a 3500 rpm e secadas em

estufa a 45 °C.
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3.2 RESULTADOS E DISCUSSAO - Parte Il

3.2.1 A INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE L-DOPA NO SISTEMA
ELETROQUIMICO

A variacdo da concentragdo de L-dopa no processo de oxidagdo pode causar
variacdes nos perfis potenciodindmicos no processo de oxidacido da L-dopa. Este fato
pode ser estudado por meio da analise da magnitude dos picos anddicos e catodicos.
A Figura 14 mostra o perfil potenciodinamico, na faixa de -0.6 V a +1.0 V vs. Ag/AgCI
a100 mvVs™, que corresponde a oxidagdo da molécula de L-dopa a melanina sobre o
eletrodo Pt, usando concentragao de 5, 10, 30 e 50 mg de L-dopa por 10 mL do
eletrélito. Como pode ser observado, o voltamograma de | vs E apresenta perfil tipico
de processo de oxidagao e redugao desta molécula organica, isto é, pico de redugao
por volta de —0,18 V e pico de oxidacao proximo de +0.27 V (vs. Ag/AgCl). O fato de o
pico catodico ser menos intenso que o anddico evidencia a irreversibilidade do
processo. Quando se variou a concentracdo de L-dopa foi possivel observar que ha
um aumento do pico anédico com o aumento da concentragcdo do composto em

solugéo tampao KH2PO4/NaOH de +0.061 mA a 0.33 mA.
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Figura 16. Perfil potenciodindmico de obtengdo de melaninas em tampao KH>PO4/NaOH em pH = 6,8
num intervalo de potencial de —0,6 V a +1,0 V (vs Ag/AgCl) e velocidade de varreduraiguala 100 mV's’
. As concentragdes de L-dopa foram: a— 5 mg, b— 10 mg, c— 30 mg e d — 50 mg por 10 mL da
solucao do eletrdlito.

Este comportamento pode indicar que as cargas anddicas envolvidas neste
processo de oxidagdo aumentam e, consequentemente, o produto oxidado. As cargas
foram obtidas por integracao das curvas | vs E correspondentes, isto €, sdo calculadas
pelas areas sob as curvas potenciodindmicas. Os resultados apresentados na Tabela

1 foram feitos em triplicata.
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Tabela 1. Determinagdo das cargas anddicas geradas em cada sintese eletroquimica, a partirda
variagdo da concentragédo de L-dopa no sistema.

Amostras Cargas (Coulomb)
ms05 4,5
ms10 6,1
ms30 10,2
ms50 16,4

Os picos que aparecem proximos a +200 mV podem ser atribuidos a formacéao
da dopaquinona derivada da dopa. A auséncia de um pico de reducao correspondente
indica que a formacao da dopaquinona esta acoplada ao processo quimico que levara
a formacao do leucodopacromo, que é mais facilmente oxidado em relagao a L-dopa.
O rearranjo do dopacromo para os intermediarios indolicos de 5,6-di-hidroxi-indol, que
€ oxidado a uma mistura de indol-5,6-quinona e acido indol-5,6-quinona-2-carboxilico,
por sua vez, interagem formando uma melanina especifica. Os picos de redugao que
aparecem proximos a-200 mV podem ser atribuidos a reducao de quinonas e
semiquinonas, segundo pesquisas recentes [ROBINSON, et al., 2001; PEZELLA, et

al., 1996].

3.2.2ESPECTROELETROQUIMICA DE EPR

A espectroeletroquimica de EPR da L-dopa, em campo magnético de 5000 G, a
temperatura ambiente (300 K) — (Figura 15), permitiu acompanhar o processo de
oxidacao da L-dopa. O espectro mostra nitidamente o sinal intenso do radical livre
organico (RLO). No instante em que o potencial elétrico dentro do sistema alcanga
+617 mV (potencial de oxidagdo da L-dopa), o sinal é registrado pela espectroscopia

de EPR, referente a reacdo: Q + QHz > 2Q+ + 2H".
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Os espectros de EPR das melaninas, em campo magnético 50 G e temperatura

de 300 K (Figura 17), exibem apenas um sinal intenso em g = 2,0035, tipico do RLO

de o-benzosemiquinona. Esta espécie radicalar intermediaria é formada em funcao da

oxidagao de uma das hidroxilas do grupo catecol que, por agdo de agentes quimicos

ou energia eletroquimica, desencadeia o processo de melanizagao.

O n° de spins g'1 foi calculado a partir da massa bem compactada de amostra

dentro do tubo de quartzo e sua altura. Correlacionado-se estes dados aos do padrao

“‘weak pitch” da analise do mesmo dia, pode-se determinar a concentracido de spins

em cada amostra soélida.

A partir da integracdo dos espectros de EPR no programa WIinEPR ® foi

y . -1 .0
possivel calcular o teor de spins g ' presente em cada uma das amostras soélida de

melanina — Tabela 2.

. -1 . . . .
Tabela 2. Teor de spins g presentes nas melaninas sintetizadas eletroquimicamente.

Melanina sintética

ms05

ms10

ms30

ms50

n.° spins g

0,38.10"
3,89.10"
6,06.10"

9,14.10"

=

Pela correlagcéo dos valores da Tabela 2 com os valores de carga da Tabela 1 e

as concentragcdes de L-dopa no sistema pdde-se notar que o aumento da

concentracdo do composto na eletro-sintese é diretamente proporcional ao aumento

do n° de spins, bem como o aumento de cargas em solugéao (Figura 17).
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figura 17. Correlagdo da concentragdo de L-dopa e as quantidades de carga em solugdo e o n° spins g
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Figura 18. a) Espectroeletroquimica de EPR em banda X (9,5 GHz) das melaninas durante a oxidagéo
eletroguimica em célula flat, em campo magnético de 5000 G, a 300 K.
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Espectroscopia de EPR das amostras solidas de melaninas em campo magnético de 50 G, a
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Estes dados também corroboram com a voltametria, ou seja, sdo formadas
mais espécies intermediarias durante o processo de oxidagao eletroquimica com o

aumento da concentragao de L-dopa no sistema.

3.2.3ULTRAVIOLETA VISIVEL DAS AMOSTRAS EMESTADO SOLIDO

Os dados da espectroscopia UV-vis (Figura 20) em estado sélido mostraram
que a melanina sintetizada com 30 mg de L-dopa no sistema eletroquimico apresentou
menor razdo Es/Ee. Este dado sugere que esta melanina tem maior estrutura
molecular, mais aromatizada, com maior numero de ligagdes simples e duplas
alternadas entre si e com uma maior capacidade de absorcido da radiacido. Quanto
menor a razao entre as absorgdes em 465 e 665 nm (E4/Es), maior massa molecular,

mais homogénea e maior capacidade de absorc¢ao de radiagdo possui a estrutura.

6000
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ms30

5000 MMMy cnthrshsnssorsimcmas mss0
[Aad s oo e » )

4000
s ALk » tpediprmmstor
~— LA ihaahind sARS oy
3 3000

2000 -

1000

T T T T T T T T T 1
300 400 500 600 700 800
Comprimento de Onda (nm)

Figura 20. Espectro de UV das melaninas em estado sdlido. Modo de Reflectancia. Intervalo de 300 a
800 nm.
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Este requisito leva-nos a observar que, pelos dados da Tabela 3, a ms30

apresentou esta caracteristica mais fortemente emrelagao as demais.

Tabela 3. Raz&o E4/Es das melaninas sintetizadas eletroquimicamente.

Melanina sintética E4/Es
ms05 1,32
ms10 1,21
ms30 1,10
ms50 1,25

Estes dados sugerem que, possivelmente nesta concentragdo a L-dopa tenha

sofrido uma oxidacéao eletroquimica mais efetiva.
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3.2.4INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER

A espectroscopia no infravermelho mostra que, em virtude de sua oxidacao, a
L-dopa sofre uma mudanca muito brusca na estrutura e, como consequéncia, o
espectro do produto final resultante do processo de melanizacdo € muito diferente
quando comparado ao do composto inicial (Figura 21). Contudo, o produto final possui
caracteristicas espectroscopicas tipicas das melaninas, com a intensificacdo de sinais
de absor¢cdo em 1656 e 1093 cm’™, tipicos de grupos —-COO e C-0, respectivamente.
O aumento destes grupamentos funcionais na estrutura supramolecular da melanina
pode aumentar a possibilidade de quelagao desta estrutura a espécies metalicas na

forma ibnica no solo.

Transmitancia (%)

T I T I T I T I T I T I T I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de Onda (cm™)

Figura 21. Espectroscopia de infravermelho do composto de partida (L-Dopa) em comparagéo com as
melaninas quimica (msar) e eletroquimica (ms1) geradas a partir de sua oxidagao.
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A oxidacao por via eletroquimica gera um produto mais higroscépico que a
oxidacdo quimica. Pela espectroscopia no infravermelho esta caracteristica pode ser
observada (Figura 22). Mesmo que ambos 0s processos sejam de oxidagao, as
melaninas obtidas apresentam espectros distintos que possivelmente interfira na

conformacéao final dos mesmos.

Variagéo da concentragao de L-dopa

05 mg
~— 10 mg
30 mg
50 mg
1656
530
1093
[ ' I ' I ' I
2000 1500 1000 500

Numero de Onda (cm™)

Figura 22. das melaninas eletroquimicamente sintetizadas - Processo de melanizagdo. Aumento dos
sinais tipicos de grupamentos —COO e C-O nas amostras com maior teor de L-dopa no sistema
oxidativo.

Tanto o produto final sélido obtido quanto o material em suspensao resultante
desta oxidagao variavam de acordo com a concentracio de L-dopa no sistema. A
oxidagao quimica ao ar (msar) formou um produto em forma de p6 depositado no
fundo do recipiente. Nenhuma das melaninas sintetizadas eletroquimicamente
demonstrou comportamento semelhante. Ao contrario, as de concentracdo de 5 e 10
mg de L-dopa ficaram suspensas na forma de grumos, enquanto que as de 30 e 50

mg apresentavam suspensdo homogénea em todo o recipiente como mostra a Figura
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23 e 24. Este aspecto distinto entre as amostra pode ser proveniente de
reestruturacdo mais rapida e menos organizada, ocasionado possivelmente pelo
excesso de cargas em solugdo. As caracteristicas morfolégicas de todas elas a olho
nu apresentaram-se bem distintas. Analises microscopicas foram implementadas para

confirmar este fato.

|

Figura 23. Visualizagédo dos produtos obtidos a partir dos processos oxidativos da L-dopa a melanina; a)
msar e mse respectivamente;
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Figura 24. msar, ms05, ms10 (em cima), ms30 e ms50 mg (em baixo), da esquerda para a direita.
Formacao de produtos com conformagdes distintas entre si oriundas do processo oxidativo e da
variagao de concentracao.

3.2.5MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

A microscopia eletrbénica de transmissdo (MET) das melaninas sintéticas
forneceu informacdes importantes quanto a sua morfologia.

Com relagdo a morfologia, as melaninas eletroquimicamente sintetizadas se
apresentaram distintas a sintetizada quimicamente. A msar apresentou-se em forma
de um po fino que, em suspensao aquosa, se depositava mais facilmente. Pela
microscopia desta amostra (Figura 25) fica evidente sua caracteristica morfolégica:

material bem disperso, pouco agregado e com unidades menores. Também a msar
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apresentou a menor cristalinidade e a menor estabilidade termodinamica entre todas
as melaninas sintetizadas neste trabalho.

As melaninas sintetizadas eletroquimicamente se apresentaram mais
agrupadas. A melanina sintetizada com menor concentragédo de DOPA (ms05) no
sistema eletroquimico se apresentou em forma de redes (Figura 27), enquanto que as
com maiores concentragcdes (10, 30 e 50 mg) apresentaram-se em grupamentos
maiores. O maior teor de L-dopa no sistema fez com que a agregacgao entre as
“‘unidades” fosse maior, como se pode notar nas Figuras 29, 31 e 34. A melanina com
maior teor de L-dopa (ms50) gerou um produto em forma de “filamentos” ou
“bastonetes” (Figuras 34 e 35) que possuia grande estabilidade termodinamica diante
do feixe de energia. Assim, para as melaninas oxidadas eletroquimicamente, quanto
maior a concentragdo do L-DOPA no sistema maior a agregacgao das unidades e maior
a estabilidade térmica do produto.

A formacao de filamentos ou bastonetes na amostra com maior concentragcéo
de L-dopa (ms50) no sistema eletro-sintético pode ser explicada. A unidade molecular
fundamental é considerada um pequeno oligbmero planar consistindo de ~5 unidades
indolicas de DHI/DHCA. Estes oligbmeros planares podem se unir através de
interagdes por empilhamento-n e interagcdes laterais, que resultam no formato
filamentoso do produto final. Esta forma de agregacao € possibilitada principalmente
pelos varios estados de oxidac&o existentes nas unidades quinonas, semiquinonas e
hidroquinonas em solucdo. Esta estrutura formada € denominada de “agregado
fundamental” por muitos pesquisadores [CLANCY, SIMON, 2001].

Nas primeiras varreduras sobre a placa de parlédio, constatou-se que o feixe
eletrénico sofria difragdo quando incidia sobre o material. Com a precisdo do
equipamento pdde-se verificar que havia cristais de formato hexagonal na placa para a

melanina ms05 (Figura 28). Entretanto, apds alguns segundos de incidéncia do feixe
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eletrébnico sobre a amostra (cristal) o mesmo passava a se deteriorar. Notou-se que
com esta intensidade de energia (2,4 W de potencia — %2 da potencia maxima do
equipamento) o cristal que se desintegrava s poderia ser de origem organica, pois a
energia suficiente para desintegrar cristais inorganicos deveria ser bem maior.

Das amostras estudadas aquela em que o cristal apresentou maior estabilidade
termodinamica sob o feixe de elétrons foi a melanina oxidada eletroquimicamente com
5 mg de DOPA no sistema eletroquimico. Aparentemente, todas as melaninas
apresentaram “cristais”, todavia, nao foi possivel fotografa-los adequadamente devido
a rapida desintegracao que sofriam durante a exposi¢ao ao feixe eletrénico, como se
pode observar nas Figuras 29, 30, 32 e 33. O produto resultante da oxidacao ao
oxigénio do ar (msar) apresentou-se com unidades de tamanho inferior em relacéo
aos da oxidacao eletroquimica.

A existéncia de cristais no produto final gerou discussdo quanto a sua
constituicdo, visto que, segundo a literatura, até hoje nio foi possivel a sintese de um
cristal de melanina. Para validar a estrutura do produto obtido utilizou-se a analise por

difracdo de raios-X.
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Figura 25 a) MET da melanina sintetizada ao ar (msar) aumentada 6.000 vezes; b) msar aumentada

150.000 vezes.
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Figura 26. b) MET da melanina sintetizada ao ar (msar) aumentada 150.000 vezes.
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Figura 27. a) MET da melanina sintetizada eletroquimicamente ms05 aumentada 6.000 vezes

Figura 28. b) MET da melanina sintetizada eletroquimicamente ms05 aumentada 150.000 vezes.
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Figura 29. a) MET da melanina sintetizada eletroquimicamente ms10 aumentada 6.000 vezes.
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Figura 30. b) MET da melanina sintetizada eletroquimicamente ms10 aumentada 150.000 vezes.
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Figura 32. b) MET da melanina sintetizada eletroquimicamente ms30 aumentada 150.000 vezes.
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Figura 34. b) MET da melanina sintetizada eletroquimicamente ms50 aumentada 6.000 vezes.
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Figura 35. c) MET da melanina sintetizada eletroquimicamente ms50 aumentada 30.000 vezes.

3.2.6 DIFRAGAO DE RAIOS-X

A difracdo de raios-X de po6 fornece informacdes importantes sobre a
constituigao estrutural do material resultante dos processos oxidativos.

Os difratogramas (Figura 36) apresentam picos largos tipicos de material
amorfo, bem como picos intensos e finos tipicos de material cristalino para todas as
amostras de melaninas sintéticas estudadas. O pico largo, que se estende de 16 a
38°, é tipico de matéria organica de alta massa molecular, como as melaninas. Os
picos intensos e finos em 17,4, 23,8, 30,7, 34,4, 38,5, 46,55, 55,14 e 58,5°sao0 tipicos
de materiais de alta cristalinidade estrutural. Assim, pode-se concluir que o produto
final obtido trata-se de um material heterogéneo, contendo unidades amorfas e

cristalinas em sua composicao.
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Figura 36. Difratogramas de Raios-X das melaninas sintéticas obtidos utilizando-se com radiagao de
Cu-Ka (A = 1,5418 A), com tens&o e corrente de fonte de 40 KV e 40mA, varrendo 26 de 10° a 60°.

Foram feitas simulacdes e previsbes estruturais a partir de informacdes
registradas na biblioteca de difratogramas do equipamento comparando-se aos dados
empiricos. Caso houvesse alguma cristalinidade do material organico sintetizado e os
picos resultantes nos difratogramas fossem suficientemente intensos, haveria
possibilidade de os cristais serem organicos. Porém, as simulagdes mostraram que os
picos descritos acima sao idénticos ao de cristais inorganicos como, por exemplo,
residuos de fosfato de potassio, eletrdlito de suporte utilizado no sistema de sintese
eletroquimica destas melaninas. Desta forma, a hipétese de os cristais encontrados
nas amostras serem organicos pode ser descartada.

Todavia, percebe-se pela microscopia que alguns cristais estao intercalados, o
que permite a insercdo da melanina entre os cristais ou a superposicao da mesma
sobre estes, consequentemente, a melanina passaria a fazer parte da estrutura do

compdsito, diminuindo a interacdo entre os cristais. Isso explicaria a rapida e facil
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desintegracao do cristal sob a incidéncia do feixe energético. Quando um material é
inserido entre dois ou mais cristais ha um deslocamento dos picos no difratograma,
pois ocorre uma distorcido na estrutura cristalina. Isso ndo ocorre no caso destas
melaninas sintéticas. Deste modo, os dados de DRX sao claros e nos levam a concluir
que as melaninas estdo superpostas aos cristais de fosfato de potassio residuais do

processo oxidativo, quer estejam elas na forma amorfa quer como cristais menores.

3.2.7 ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA ELETROQUIMICA (EIE)

A espectroscopia de impedancia eletroquimica fornece informacdes sobre
processos cinéticos e difusionais de espécies carregadas em solugao entre outros. Os
experimentos de impedancia foram obtidos empregando-se o potencial continuo igual
a 617 mV, assegurando-se assim, que praticamente toda L-dopa foi oxidada a
melanina.

Um sinal alternado de potencial, de pequena amplitude, aplicado a um sistema
constituido de uma interface eletrodo/solugao origina um sinal alternado de corrente
como resposta. A razao entre a perturbagcao e a resposta corresponde a impedancia
do sistema. Fisicamente, a impedancia pode ser interpretada como a obstrucéo a
passagem de corrente elétrica, através de um sistema. Esta obstrugao é proveniente
da estrutura originada pelas moléculas, pelos ions e pela carga do eletrodo.

O angulo de fase (0) € um dos parametros resultantes da perturbagdo gerada
pela onda senoidal no sistema. Quando o valor de 6 se aproxima a 90° indica que o
material acumula cargas, ndo permitindo sua difusdo em solu¢do. Os diagramas de
Bode representam o logaritmo da impedancia (Figura 37a) e o angulo de fase, 6,

(Figura 35b) em fungao do logaritmo da frequéncia. No perfil log 1Z] em fungao de log

f, pode-se observar a inclinacdo de aproximadamente —1 e no perfil -0 em funcao do
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log f, algumas amostras apresentam angulo de fase proximos de 90° (= 80°). Este fato
caracteriza um sistema capacitivo, ou seja, ha armazenamento de cargas. Tal
comportamento € apresentado pelas melaninas obtidas por sintese com baixas
concentracdes de L-dopa no sistema, isto é, sintetizadas eletroquimicamente com 5 e

10 mg de L-dopa e sintetizada ao ar (10 mg), onde 6 = 80°.
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Figura 37. Impedancia eletroquimica para o sistema Pt/melanina/tampao KH2PO4/NaOH em pH = 6,8.
Potencial de polarizagéo igual a 617 mV e amplitude igual a 25 mV. (A) Diagrama de Bode: log 1Z] vs
log freqléncia; (B) Diagrama de Bode: angulo de fase (0) vs log da f.
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Diferentemente, um sistema resistivo ndo acumula cargas, mas impede o fluxo
destas em solugdo. Este comportamento é evidenciado no perfil angulo de fase em
funcédo do log f quando 6 aproxima-se de 45° (Figura 37b). A serem empregadas
maiores concentracbes de L-dopa para a obtencao das melaninas, osistema
apresentou comportamento mais resistivo, que esta diretamente relacionado a
presenca de processos difusionais. Como existe um excesso de cargas em solucéo
durante a sintese das amostras ms30 (30 mg) e ms50 (50 mg), o sistema fica
saturado, o que impede o fluxo das cargas na solugao.

Analisando-se os diagramas no plano complexo (Figura 38) foi possivel obter o
valor da resisténcia da solugéo (Rs). A magnitude deste parametro deve ser em torno
de 50 Q para nao interferir no meio de oxidagao estudado. Este parametro € obtido por
extrapolacdo do semicirculo sobre o eixo das abscissas em altas frequéncias. Apesar
da solugao tampao KH2PO4/NaOH em pH 6,8 apresentar alta resisténcia, ou seja, = 90
Q, o emprego deste meio ndo interferiu nos processos. Isto porque, os trés critérios de
confiabilidade (linearidade, causalidade e estabilidade) foram previamente
estabelecidos.

A resisténcia de polarizacao (Rp) ou resisténcia de transferéncia de carga na
interface eletrodo/solucao foi estimada pela extrapolagdo do semicirculo em baixas
frequéncias nos diagramas no plano complexo. As amostras ms30 (30 mg de L-dopa)
e ms50 (50 mg de L-dopa) apresentaram valores de Rp proximas a 810 Q e 450 Q,
respectivamente. As demais amostras (5 mg, 10 mg e msar) tém valores de
polarizacdo maiores, como podem ser observados na Figura 38. A diminuicdo de Rp
entre as amostras com maiores concentracdes de L-dopa no sistema permite supor
que, aumentando a concentracao L-dopa o sistema passa a ser mais resistivo, para

este tipo de material. A partir dos resultados apresentados nos diagramas de Bode e
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no plano complexo, pode-se sugerir que as melaninas sintetizadas com maiores

concentragcbes de L-dopa tém comportamento mais resistivo, enquanto que os

menores teores, apresentam comportamento mais capacitivo.
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Figura 38. Espectros de impedéncia eletroquimica para o sistema Pt/melanina/tampao KH2PO4/NaOH
em pH = 6,8. Potencial de polarizagao igual a 617 mV, sob amplitude igual a 25 mV. Diagrama de

Nyquist ou no plano complexo para diferentes concentra¢cdes de L-dopa no sistema.

Em geral, existem trés formas pelas quais os ions s&o transportados em

solugao: migracao, difusao e convecgdo. Segundo os experimentos realizados durante

a sintese das melaninas pode-se dizer que n&o houve transporte iGnico por

convecgao, pois nado havia agitagao no sistema eletroquimico. Fixando-se a

concentragao do sistema em 10 mg de L-dopa, o diagrama da Figura 39, pode-se

notar que, independentemente o processo de oxidag&o aplicado, quer seja quimico ou

eletroquimico, menores concentragdes de L-dopa no sistema favorecem o transporte

de ions por migragao, obtendo-se melaninas com comportamento mais resistivo.
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Uma das vantagens em se utilizar a espectroscopia de impedancia
eletroquimica é poder visualizar processos quimicos ocorrendo separadamente, ou
seja, distingue cada etapa em seus respectivos tempos de relaxagao.

Os tempos de relaxacdo (t = 1/f) na espectroscopia de impedancia
eletroquimica estao relacionados a cinética do processo. Fixando-se agora o método
de oxidacédo, observa-se que, pelos diagramas das Figuras 37b, o valor de 6 maximo
aproxima-se de 45° no espectro das melaninas com maiores concentracdes de L-
dopa, ou seja, valores de log f mais altos (log f = 2), enquanto que os valores de 6 das
melaninas com menores concentragdes de L-dopa tém valor de log f = 0,7. Isto sugere

gue a cinética de reacao para as melaninas mais concentradas € mais rapida.
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Figura 39. Espectros de impedancia eletroquimica para o sistema Pt/melanina/tampao KH2PO4/NaOH
em pH = 6,8 medidas no potencial de polarizagao igual a 617 mV, sob amplitude igual a 25 mV.
Diagrama de Nyquist ou no plano complexo comparando-se os processos oxidativos.

Comparando-se estes resultados as micrografias de transmissdo, pode-se

sugerir que a oxidagao da L-dopa favorece a formagao de unidades carregadas “in
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bulk” que passam a interagir e se aglomerarem entre si acumulando cargas e
impedindo o fluxo ou difusdo destas em solucdo. As melaninas, por sua vez, se
associam de forma espontanea, resultando em estruturas supramoleculares, seja na
forma de grumos ou po. Esta conformagao microscopica para as msar, ms05 e ms10
pode ter sido favorecida em virtude da cinética de formacao ser mais lenta em relacéo
as ms30 e ms50, em solucédo, bem como em estado sdlido. O processo de transporte
de ions por migracgao, para este sistema, pode ser mais lento (Tabela 4), permitindo a
formacao de um produto mais bem estruturado, pois a interagdo entre as espécies
guimicas presentes no sistema pode ser mais seletiva e organizada, o que resulta nas

estruturas supramoleculares em forma de grumos.

Tabela 4. Correlagao entre informacbes da MET vs EIE.

Amostra morfologia Sistema processo Cinética
Ms05 Grumo Capacitivo Migracao Lenta
Ms10 Grumo Capacitivo Migracao Lenta
Ms30 Suspenséao Resistivo Difusional Rapida
Ms50 Suspenséao Resistivo Difusional Rapida
Msar Pé Capacitivo Migragéo Lenta
Mse Grumo Capacitivo Migracao Lenta

A formacéo da estrutura supramolecular das melaninas ocorre pela interagcao

entre varias espécies diferentes em varios estados de oxidacdo. Desta maneira, a
estrutura resultante deste rearranjo pode ter muitos poros (espacgos) entre as
espécies, possivelmente permitindo o acumulo de cargas e a passagem de corrente. A
capacitancia das amostras era da ordem de 20 uF cm’, indicando um sistema que

acumula cargas.
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A formacao de unidades supramoleculares menores e mais dispersas nas
amostras ms05, ms10 e msar, podem ter sido favorecidas pelo comportamento
resistivo do sistema. Ja num sistema de comportamento capacitivo ha o favorecimento
para aglutinagdo das unidades carregadas em estruturas maiores e mais
condensadas. Portanto, a estruturacdo supramolecular destas melaninas depende

diretamente da cinética das reagdes no meio e dos processos difusionais “in bulk”.
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CAPITULO 4

4. CONCLUSOES

E possivel sintetizar melaninas vias oxidacdo quimica e eletroquimica. A
oxidagao eletroquimica (mse) mostrou-se mais eficiente e permitiu maior controle do
processo de sintese.

Os produtos obtidos ao final de ambos processos apresentaram-se bem
distintos, sendo que o produto da oxidac&o eletroquimica, no geral, apresentou melhor
absorcao de radiagdo UV e maior massa molecular. Maior quantidade de grupamentos
—COO na estrutura supramolecular pode favorecer mecanismos de quelacao entre
estes intermediarios inddlicos e espécies quimicas vitais na agricultura. O aumento do
numero de spins g'1 devido ao mecanismo Q + QH, > 2Q™ + 2H" confirma esta
afirmacéo.

A morfologia distinta entre depende diretamente dos processos de transporte de
carga no sistema, da cinética de cada processo de oxidagado e da concentragdo do
produto de partida de sintese.

Os espectros obtidos por EIE permitiram diferenciar os métodos de oxidacao
por via quimica e eletroquimica, através dos parametros de resisténcia e capacitancia
do sistema. Por meio deste método foi possivel sugerir que o processo eletroquimico
mais efetivo na oxidagao. Quanto a cinética dos sistemas, mesmo entre os produtos
de oxidacao eletroquimica, a variacdo do teor de L-dopa no sistema fez com que as
velocidades das reacdes fossem distintas. Os comportamentos mais resistivos foram
apresentados para as melaninas sintetizadas com maiores concentragdes de L-dopa

no sistema eletroquimico, enquanto que a sintese com menores concentragdes
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favorece um comportamento mais capacitivo com acumulo de cargas na estrutura,

proporcionando um rearranjo estrutural mais bem organizado.
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