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RESUMO

Por mais de 40 anos, a melanina tem despertado cada vez mais aten¢cdo como um material
funcional para dispositivos organicos como células solares, transistores, sensores, engenharia
de tecidos, baterias, dispositivos de memdria e drug delivery. As melaninas apresentam uma
combinacdo de propriedades fisico-quimicas Unicas com sua biocompatibilidade intrinseca
que inspira seu uso em aplicacOes bioeletronicas. Contudo, sua aplicagdo em dispositivos
orgénicos é limitada devido a sua baixa solubilidade na maioria dos solventes. Assim, neste
trabalho, buscamos obter derivados sollveis de melanina a partir de uma abordagem sintética
alternativa utilizando diferentes pressdes (4 a 8 atm) oxigénio molecular como agente
oxidante em agua ou DMSO. Espectroscopia UV-Vis, FTIR, RMN e XPS foram utilizados
para caracterizacdo, tendo como referéncia os materiais obtidos a partir das rotas sintéticas
tradicionais. A utilizacdo de pressdo de oxigénio acelerou o processo sintético em ambos os
casos e foi possivel obter uma alta proporcdo DHICA/DHI. A principal diferenca é a obtencédo
em meio aquoso de um material soldvel em agua sem nenhuma funcionalizacdo exotica,
enquanto que em solvente organico o derivado da melanina, funcionalizado com grupos
sulfonatos, apresenta solubilidade em DMSO, DMF e N-metil-2-pirrolidona. Um mecanismo
reacional baseado na elevada natureza oxidante do meio sintético, incluindo na decomposi¢éo

do H,O, pelo oxigénio é proposto para explicar as alteragdes estruturais observadas.

Palavra chaves: Melanina, sintese, pressdo de oxigénio, solubilidade.



PAULIN, J. V. Alternative synthetic approach for melanin. 2016. 111f. Dissertation
(Master in Meterials Science and Tecnlogy) - UNESP, School of Sciences, Bauru, 2016.

ABSTRACT

For over 40 years, melanin has been focus of increasing attention as a promising functional
material for organic devices like solar cells, transistors, sensors, tissue engineering, charge
storage, memory devices and drug delivery. Melanins present a combination of unique
physical-chemical properties with its intrinsic biocompatibility inspire its use in bioelectronics
applications. However, their applicability in organic devices is limited due to its low
solubility in most solvents. Thus, in this work, we aim to achieve soluble derivatives of
melanin from an alternative synthetic approach using different oxygen pressures (4 to 8 atm)
as an oxidizing agent in water or DMSO. UV-Vis spectroscopy, FTIR, RMN and XPS was
used to characterize the material using conventional synthesized melanin as a reference. The
use of oxygen pressure accelerated the synthetic process and in both cases it was possible to
obtain a high DHICA/DHI ratio. The main difference is obtained in aqueous medium a water
soluble material without any exotic functionalization, while in organic solvent we have a
functionalization with sulfonate group with solubility in DMSO, DMF and N-methyl-2-
pyrrolidone. A reaction mechanism based on the higher oxidative nature of the reaction
medium including oxygen-induced decomposition of H,O, is proposed to explain the

structural changes observed.

Keywords: Melanin, synthesis, oxygen pressure, solubility.
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1. INTRODUCAO

A descoberta de polimeros com alta condutividade no final da década de 1970
proporcionou 0 avango de uma nova classe de materiais e o0 surgimento da eletrdnica
organica. Os dispositivos eletrébnicos organicos sao conceitualmente diferentes dos
dispositivos inorganicos convencionais, pois 0s semicondutores organicos (SO) apresentam
versatilidade estrutural que permite alterar suas caracteristicas por design molecular (DEY et
al.,, 2015). Além disso, eles aliam as propriedades optoeletrénicas de semicondutores
inorganicos com as propriedades mecanicas e vantagens de processamento dos materiais
organicos, possibilitando a producdo de dispositivos eletronicos a partir de solucbes e sem
tratamento a altas temperaturas assegurando um procedimento de baixo custo (DEY et al.,
2015). No entanto, os SO apresentam algumas limitagdes como baixa estabilidade e baixa
mobilidade dos portadores de carga. Mesmo assim, ja é possivel verificar algumas aplicacdes
de SO em dispositivos tais como diodos emissores de luz (KAMTEKAR; MONKMAN;
BRYCE, 2010; BUI; HAUSER, 2015), célula eletroquimica emissora de luz (ZHANG et al.,
2015), ceélulas fotovoltaicas (BURKE; LIPOMI, 2013; BELLA et al., 2015; MAZZIO;
LUSCOMBE, 2015), transistores de efeito de campo (MUCCINI; NAZIONALE, 2006),
transistores de efeito de campo flexiveis, de filmes finos estendiveis (HOROWITZ, 2004),
transistor de efeito de campo utilizando eletrdlitos como gate (BUTH et al., 2012),
transistores flexiveis, biodegradaveis e alto-reparo (O’CONNOR et al., 2015), transistores
eletroquimicos (STRAKOSAS; BONGO, 2015) e sensores (LOI et al., 2013).

Outra area que tem atraido bastante atencdo em dispositivos organicos € a chamada
bioeletronica, um dos recentes grandes temas da fronteira que engloba a interface entre
dispositivos eletrénicos com o meio biolégico. A motivacdo da bioeletrénica consiste no

controle ou monitoramento de impulsos elétricos, reparo ou substituicdo de tecidos, drug
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delivery e deteccdo de baixas concentraces de analitos biologicos e agentes patogénicos
(OWENS; MALLIARAS, 2010; MEREDITH; TANDY; MOSTERT, 2013; O’CONNOR et
al., 2015). Contudo, para tais tipos de aplicacdes, necessita-se que 0s materiais apresentem
biocompatibilidade ao tecido hospedeiro e que sirvam como uma ponte de comunicacao entre
os fluxos i6nicos do meio biolégico com os elétrons e buracos dos dispositivos (OWENS;
MALLIARAS, 2010; MEREDITH; TANDY; MOSTERT, 2013).

Neste contexto, um biopolimero que vem ganhando cada vez mais destaque é a
melanina, uma classe de pigmentos encontrada pela natureza com importantes implicacdes na
biologia e na medicina. Elas fazem parte de uma classe de materiais bio-organicos funcionais
com intrigantes propriedades fisicas e quimicas que possibilitam uma vasta gama de
aplicacdes como, por exemplo, corantes na terceira geracdo de células solares (MEREDITH et
al., 2005), sensores (HUANG et al., 2007; BORGHETTI et al., 2010; PIACENTI-SILVA et
al., 2014b; WU; HONG, 2016), engenharia de tecidos (BETTINGER et al., 2009), dispositivo
de memoéria (AMBRICO et al., 2010, 2012), dispositivos de armazenamento de ions (KIN et
al., 2013), interfaces biomiméticas (WUNSCHE et al., 2013a; AMBRICO et al., 2014) e
dispositivo de drug release (ARAUJO et al., 2014).

Mesmo que seu potencial tecnoldgico tenha sido reconhecido por volta dos anos 1970
(MCGINNESS, 1972), a busca por seu uso na eletronica orgénica apresenta uma grande
barreira: producdo de filmes finos de boa qualidade. Atualmente, muitos grupos de pesquisa
estdo encontrando solugdes diferentes para este problema. Por exemplo, o trabalho de Guin e
colaboradores (GUIN et al., 2015) mostrou que filmes finos com boa aderéncia e espessura
controlavel podem ser obtidos utilizando usando a técnica layer-by-layer. Também foi
relatado que é possivel obter filmes de melanina a partir de métodos eletroquimicos (DIAZ et
al., 2005), eletrospray (ABBAS et al., 2009), evaporacéo de laser pulsado assistido por matriz

(MAPLE, em inglés) (BLOISI et al., 2011), polimerizagdo direta da L-DOPA (SUBIANTO;
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WILL; MEREDITH, 2005), 5,6-di-hidroxi-indole (KIM et al.,, 2011) e dopamina
(KLOSTERMAN; RILEY; BETTINGER, 2015) em substrato, polimerizacdo em estado
solido (PEZZELLA et al., 2015) e autodeposicdo por processo enzimatico (STRUBE;
BUNGELER; BREMSER, 2015).

Talvez 0 método mais simples consista em solubilizar a melanina em solugdo aquosa
com amonia (BOTHMA et al., 2008), o que permite a producédo de filmes finos a partir de
técnicas simples como spin-coating e drop-casting. No entanto, é possivel que tal tratamento
alcalino modifique a estrutura quimica (i.e. propriedades fisico-quimicas) da melanina
(D’ISCHIA et al., 2013; WUNSCHE et al., 2013b). Nesta perspectiva, uma alternativa pratica
seria a obtencdo de um derivado da melanina que apresente as propriedades fisico-quimicas
do pigmento e maior solubilidade. Vale ressaltar que desde 2004 derivados sollveis ja podem
ser obtidos utilizando diferentes grupos funcionais como sulfona (DEZIDERIO et al., 2004;
BRONZE-UHLE et al., 2013), éster octil e benzil (LAWRIE; MEREDITH; MCGEARY,
2008), S-galactosyl (PEZZELLA et al., 2009) e trietilenoglicol (CICCO et al., 2015).

Portanto, o trabalho apresentado nesta dissertacdo ¢ motivado pela possibilidade do uso
de filmes finos de melanina em dispositivos eletrénicos organicos. Assim, visando facilitar
seu processo de deposicao, temos como objetivo propor uma abordagem sintética alternativa
para obtengdo de derivados sollveis de melanina utilizando oxigénio molecular como agente
oxidante. E importante lembrar que o oxigénio molecular é considerado um oxidante ideal e
cumpre 0s requisitos sociais para uma quimica verde (baixo custo, abundéncia e ndo téxico),
possuindo bastante interesse industrial e académico.

Dentre objetivos mais especificos, buscamos:

» apresentar, pela primeira vez, um estudo sintético da melanina em
solventes como dgua e DMSO com presséo de oxigénio molecular;

» apresentar um estudo estrutural para os materiais formados, e;
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» propor o mecanismo reacional envolvido nas diferentes sinteses.

Para isto, no capitulo 2 é apresentada uma fundamentacdo tedrica a respeito da
melanina, sua forma de obtencéo, estrutura e propriedades fisico-quimicas. No capitulo 3,
descrevem-se 0s materiais e as diferentes rotas sintéticas utilizadas e no capitulo 4 o preparo
das amostras, bem como as técnicas utilizadas para suas caracterizacdes. No capitulo 5 sdo
apresentados e discutidos os resultados para as diferentes melaninas formadas, apresentando
um mecanismo e possivel estrutura em cada solvente estudado e no capitulo 6 e capitulo 7
apresentam-se, respectivamente, as conclusdes gerais do estudo e perspectivas futuras para
dar continuidade ao estudo apresentado.

Por fim, um estudo a respeito do procedimento de extracdo para a sintese com 4 atm de
pressdo de O, em DMSO foi realizado visando verificar a eficacia no processo de purificacao.
Além disso, também buscamos uma alternativa para sintese da melanina a partir de métodos
eletroquimicos diretamente em didxido de titanio. Os resultados preliminares e mais
informacOes a respeito destes estudos podem ser encontrados, respectivamente, nos

Apéndices A e B.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA: MELANINA

Melanina, do grego melanos que significa escuro, refere-se a um termo genérico
utilizado para descrever um dos mais enigmaticos pigmentos/biopolimeros ao longo de toda
escala filogenética, sendo também o grupo mais resistente, heterogéneo e antigo da natureza
(D’ISCHIA et al., 2013; SOLANO, 2014). Dentro do corpo humano, as melaninas estdo
presentes em diferentes regiGes como pele, cabelo, olhos, orelha interna e cérebro, devido a
sua funcdo de pigmentacdo e fotoprotecdo, fotossensibilidade e até mesmo quelacédo de ions
metalicos e termorregulacdo (KROL; LIEBLER, 1998; D’ISCHIA et al., 2013).

Estruturalmente, as melaninas divergem da maioria dos outros pigmentos naturais, pois
ndo podem ser descritas como uma estrutura Unica e bem definida. Diante disto, ao final da
década de 1960, foi sugerida uma classificacdo dividindo as melaninas em trés grupos
principais que podem ser diferenciados de acordo com suas estruturas quimicas.

O primeiro grupo, chamado eumelanina, é formado a partir da oxidacdo da tirosina e
apresenta coloracdo marrom-preta, sendo formada estruturalmente por 5,6-di-hidroxi-indole
(DHI) e é&cido 5,6-di-hidroxi-indole-2-carboxilico (DHICA) (D’ISCHIA et al., 2013;
SOLANO, 2014), Figura 1(a). O segundo grupo também é formado a partir da oxidacdo da
tirosina, porém na presenca do aminodacido cisteina. Neste caso, temos a feomelanina que
apresenta coloracdo amarela-vermelha, formada por mondmeros de benzotiazina e
benzotiazol, unidades que, além do nitrogénio, contém enxofre em sua estrutura (ITO, 2003;
SOLANO, 2014), Figura 1(b). O dltimo grupo pertencente as alomelaninas e pode ser
encontrado em fungos, micrébios e plantas. Apresentam coloracdo escura (semelhante a
eumelanina), porém diferentemente dos grupos anteriores, suas estrutura sdo formadas, na
maioria dos casos, por carbono, hidrogénio e oxigénio (PLONKA; GRABACKA, 2006). E

formada durante a oxidagdo/polimerizacdo de substratos fendlicos, como 4cido
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4-hidroxifenilacético (HFA), y-glutaminil-4-hidroxibenzeno (GHB), acido homogentisico
(AHG), 1,8-di-hidroxinaftaleno (DHN) e o-benzenodiol (catecol), Figura 1(c), na presenca da
enzima fenol oxidase (PLONKA; GRABACKA, 2006; SOLANO, 2014). E o grupo mais

diversificado e o menos estudado.

Figura 1 - Principais mondémeros formadores da melanina: (a) eumelanina, (b) feomelanina e
(c) alomelainas.
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Nesta dissertacdo, o0 interesse cientifico esta voltado exclusivamente para as

eumelaninas, portanto, a partir deste momento, por simplicidade, as descreveremos como 0

termo comumente adotado na area de materiais: melanina.
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2.1. Melanogénese: mecanismo sintético in vivo e in vitro

Entende-se por melanogénese como sendo a biossintese da melanina a partir de
precursores fendlicos. Esse fendmeno ocorre de maneira generalizada em todos os tipos de
organismos e foi s6 a partir do final da década de 1920, com os trabalhos de Raper (RAPER,
1928) e Mason (MASON, 1948), que seu mecanismo comecou a ser compreendido.

Na melanogénese, o passo inicial envolve a hidroxialquilagcdo da tirosina, na presenca
de oxigénio para formacdo da 3,4-di-hidroxifenil-L-alanina (L-DOPA) e/ou oxidacdo da
L-DOPA em dopaquinona sendo ambos 0s processos catalisados pela enzima tirosinase.
Como a dopaquinona é um intermediario bastante reativo, esta espontaneamente se rearranja e
cicliza para gerar o dopacromo (PROTA, 1992a; PANZELLA et al., 2013).

Até os anos 1980, acreditava-se que as reacdes subsequentes seguiam o0 mecanismo
proposto por Raper-Mason, no qual o dopacromo espontaneamente sofre descarboxilacéo
formando os monémeros DHI que rapidamente sdo submetidos a uma polimerizacdo
oxidativa para formacdo da melanina e outros compostos instaveis (MASTORE; KOHLER,;
NAPPI, 2005). Contudo, este mecanismo ndo explicava a presenca da grande quantidade de
compostos carboxilicos, como as DHICA, na melanina natural.

Para explicar essa divergéncia, atualmente considera-se que existem, durante a
formacgéo da melanina, duas enzimas derivadas da tirosinase ativas no processo de oxidagéo:
proteina-1 relacionada a tirosinase (Tyrpl) e proteina-2 relacionada a tirosinase (Tyrp2),
também chamada de dopacromo tautomerase. Assim, foi proposto que, in vivo, a enzima
Tyrp2 catalisa a tautomerizacdo da dopacromo em DHICA e Tyrpl catalisa a oxidagdo da
DHICA de tal forma a promover sua polimerizacdo (MUNOZ-MUNOZ et al., 2009).
Portanto, a presenca da Tyrp2 poderia explicar a propor¢cdo de DHICA/DHI maior que 50%
na melanina natural (PANZELLA et al., 2013). Um resumo do processo de melanogénese

apresentado no Esquema 1.
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Esquema 1 - Processo sintético da melanogénese.
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Fonte: Adaptado de MUNOZ-MUNOZ et al., 2009.

Durante a sintese da melanina, o processo de oxidacdo da o-quinona (catalisada, ou ndo,
enzimaticamente) produz peroxido de hidrogénio (H,O,) que é acumulado no meio reacional
(JOLLEY et al., 1974; NOFSINGER; LIU; SIMON, 2002; YAMAZAKI; MORIOKA; ITOH,
2004; MASTORE; KOHLER; NAPPI, 2005; MUNOZ-MUNOZ et al., 2009; GUO et al.,
2014). O mecanismo de formagdo do H,O, e sua funcdo durante a melanogénese nao é
completamente compreendido, mas estudos indicam que sofre agdo direta da tirosinase
através de dois diferentes processos: catalase (conversdo de H,O, em %0, e H;0) e

peroxigenase (dependéncia de H,O, para oxigenacgdo de substratos).
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Tirosinase € uma enzima de cobre mono-oxigenada que pode ser encontrada em plantas,
fungos, bactérias e animais, atuando como catalisador para a oxigenacdo do substrato pela
acdo do oxigénio. A enzima pode existir em trés diferentes formas chamadas: oxi
[di-cobre(Il)], met [peroxo-di-cobre(ll)] e deoxi [di-cobre(l)] dependendo da
presenca/auséncia de oxigénio e do estado de oxidacao dos ions de cobre.

Os processos da catalase e da peroxigenase podem ser explicados pela existéncia da
forma oxi, que atua como um intermediario reativo comum. Durante a oxidacéo, a forma oxi é
responsavel pelas reacdes de oxigenacao fenolica e desidrogenacdo do catecol produzindo no
meio reacional a forma met. Esta espécie reage com catecol originando o-quinona e a forma
deoxi. Por fim, esta estrutura reage com O, regenerando no meio reacional a forma oxi (veja
Esquema 2). Os produtos o-quinonas sdo espontaneamente convertidos em pigmentos de
melanina e H,O, (ITOH et al., 2001; YAMAZAKI; ITOH, 2003; YAMAZAKI; MORIOKA,;

ITOH, 2004).

Esquema 2 - Espécies derivadas da tirosinase durante a reacdo de oxidagao.

Forn(l)a oxi H,0 H,0, Forma met
~ - 2tYU 2 \ A > 2+ 2+/_
/Cu\(l)/Cu\ ~ ~ /Cu\O/Cu\
H,0 H,0,
» H,0
H,0,

N L 1+
7Cll Cll\—
Forma deoxi
Fonte: Adaptado de YAMAZAKI; MORIOKA; ITOH, 2004.

Durante o processo da catalase, essas espécies sdo formadas pela reacdo da forma met
com 0 H,0, que foi formado no meio reacional. O complexo oxi reage com O, originando
deoxi que, em seguida, reage com outra molécula de H,O, gerando novamente met e H,O.

Quando o substrato fenolico é adicionado, a espécie oxi ataca o substrato para induzir a
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formacdo da ligacdo C-O fendlica pela transferéncia de atomos de oxigénio através do
mecanismo de substituicdo eletrofilica aromatica (ITOH et al., 2001; YAMAZAKI; ITOH,
2003; YAMAZAKI; MORIOKA; ITOH, 2004). Na atividade peroxigenease a enzima pode
catalisar a oxigenacdo dos fendis p-substituidos por H,O, (WOOD; SHALLREUTER, 1991;
MUNOZ-MUNOZ et al., 2009).

Estudos realizados por Wood et al. (WOOD; SHALLREUTER, 1991) mostram que
baixas concentracdes de H,O, ativam a atividade da enzima. Logo todo o processo pode ser
responsavel pela alteracdo de quantidades monoméricas de DHI e DHICA do pigmento.
Diante disto, as condi¢des na qual a sintese ocorre é de extrema importancia, visto que
pequenas modificacdes na reacdo podem afetar a estrutura polimérica e consequentemente as
propriedades do material formado.

Devido a insolubilidade e dificuldade de extracdo da melanina de fontes naturais, surge
a necessidade de se obter a melanina in vitro. Atualmente, é possivel obter a melanina a partir
de diversas rotas sintéticas e também a partir de diversos precursores como L-DOPA, DHI,
DHICA, tirosina e dopamina (DEZIDERIO et al., 2004; SUBIANTO; WILL; MEREDITH,
2005; LAWRIE; MEREDITH; MCGEARY, 2008; PEZZELLA et al., 2010; KIM et al., 2011;
D’ISCHIA et al., 2013; VECCHIA et al., 2014). Embora dopamina venha ganhando bastante
atencdo devido a facilidade de processamento e disponibilidade comercial (BERNSMANN et
al., 2011; JU et al., 2011; MICHEL, 2013; KLOSTERMAN; RILEY; BETTINGER, 2015;
WU; HONG, 2015, 2016), a melanina é tradicionalmente obtida a partir da oxidagcdo da
L-DOPA por meio de reagdo enzimatica ou pela auto-oxidacdo em solugdo aquosa alcalina
com o borbulhamento de oxigénio atmosférico (D’ISCHIA et al., 2013). Ambos 0s processos
sintéticos ndo sdo controlados, ocasionando um material polimérico com grande

heterogeneidade quimica e diferentes propor¢des DHICA/DHI. Além disso, a melanina obtida
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também € insoltvel em &gua ou outros tipos de solventes, o que inviabiliza a producéo de
bons filmes finos (PROTA, 1992b; BOTHMA et al., 2008).

Uma das primeiras tentativas para desenvolver um derivado de melanina soltvel foi
obtida pelo grupo de pesquisa do Professor Carlos Graeff em 2004 (DA SILVA et al., 2004;
DEZIDERIO et al., 2004). Neste procedimento, a sintese é controlada o que propicia a
obtencdo de um material homogéneo, com maior estabilidade térmica e solubilidade em
solventes organicos como dimetilsulféxido (DMSQO) e dimetilformamida (DMF),
possibilitando a producéo de filmes finos com melhor aderéncia nos substratos (DA SILVA et
al., 2004; DEZIDERIO et al., 2004; LORITE et al., 2006; WUNSCHE et al., 2011, 2013b).

De maneira semelhante as sinteses em meio aquoso, este procedimento reacional
também é baseado na oxidacdo da L-DOPA, porém utiliza-se peréxido de benzoila como
agente oxidante e DMSO como solvente. Neste ambiente quimico, o perdxido de benzoila
apresenta duas importantes funcdes (BRONZE-UHLE et al., 2013): i) oxidacdo da L-DOPA
para formagdo dos monomeros derivados de DHI e DHICA, conforme o modelo de Raper-
Mason; ii) oxidacdo do DMSO para formacéo do anidrido metanossulfonico. Este subproduto
é responsavel pela protecdo das hidroxilas fenélicas dos mondémeros da DHI e DHICA com
grupos sulfonados (-SO,CHj).

Observagdes experimentais sugerem que o material formado possa ser N-sulfonado,
ou seja, que exista a presenca de grupos sulfonados ligados ao nitrogénio e também sugerem a
presenca do grupo metil ligado ao nitrogénio da estrutural indol, que pode ser proveniente de
subprodutos da oxidacdo do DMSO ou decomposi¢édo térmica dos mesmos durante 0 processo
de extracdo (BRONZE-UHLE et al., 2013).

Vale ressaltar que, embora este material apresente bom potencial tecnoldgico, o tempo
sintético € lento (mais de 50 dias). Diante disto, a primeira alteracdo sintética baseada neste

mecanismo foi realizada a partir do aquecimento do meio reacional. Observou-se durante o
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aquecimento da solugdo a 100 °C que a sintese € ainda mais controlada e o tempo reacional
diminui para 8 dias. Além disto, este aguecimento ocasiona uma diminuicdo dos grupos
carboxilicos nos produtos intermediarios e, consequentemente, no polimero final
(PIACENTI-SILVA et al., 2014a). Um resumo do mecanismo proposto para a sintese da

melanina em DMSO (DMSO-Melanina) é apresentado no Esquema 3.

Esquema 3 - Mecanismo proposto para o processo da sintese da melanina em DMSO.
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Fonte: Adaptado BRONZE-UHLE et al., 2013 e PIACENTI-SILVA et al., 2014a.
Portanto, a partir deste mecanismo sintético, foi proposto que a estrutura da
DMSO-Melanina é um conjunto de oligbmeros com diferentes grupos protetores ligados as

hidroxilas fendlicas e ao nitrogénio do anel pirrol, conforme Figura 2.



| 28

Figura 2 - Estrutura molecular proposta para DMSO-Melanina.

R,0
RZO N R3 i H ou SOzCH3 ou CH3
R5 R, =H ou COOH
Fonte: BRONZE-UHLE et al., 2013.

2.2.  Caracteristicas estruturais

A estrutura macromolecular da melanina ainda ndo € conhecida detalhadamente e
diversos modelos foram propostos. A principal, se ndo Unica, semelhanca entre os diversos
modelos € a presenca de unidades de 5,6-di-hidroxi-indoles ligadas por ligacGes covalentes.
Estas unidades sdo formadas pelas estruturas primarias de DHI e DHICA em diferentes
estados de oxidacdo, Figura 3. Neste sentido, pode-se dizer que a melanina é uma mistura
heterogénea de pequenos oligbmeros similares formados por ligacbes aleatdrias de suas

estruturas primarias.

Figura 3 - Monomeros formadores da melanina em diferentes estados de oxidagdo. R = H
(DHI e derivados) ou R = COOH (DHICA e derivados).

OH s Ao 3 0 o) O
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O modelo mais aceito atualmente para explicar a estrutura macromolecular da melanina
considera que seja composta de 3 a 4 subestruturas planas empilhadas de forma similar ao
grafeno. Além disto, estas subestruturas apresentariam um espacamento de 3,4 A
intercamadas e dimensbes aproximadas de 10 e 20 A para altura e comprimento,
respectivamente (ZAJAC et al, 1994; D’ISCHIA et al., 2009; WATT;,; BOTHMA,
MEREDITH, 2009). Contudo, duas observacgdes se fazem necessérias: i) detalhes de como as

unidades primarias sdo ligadas ainda é questdo de debate na literatura; ii) ndo é possivel
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desconsiderar a possibilidade da formacao de uma estrutura polimérica durante a sintese das
melaninas.

Diferentes proporcdes dos monémeros DHI e DHICA podem influenciar em sua
macromolécula. Sabe-se que quando a melanina é rica em DHI, a estrutura é mais
heterogénea decorrente das varias posicdes disponiveis (2, 3, 4 e 7) para polimerizacao,
enquanto que a DHICA polimeriza apenas nas posicées 4 e 7, resultando em polimeros
menores e com maior linearidade (PANZELLA et al., 2013; D’ISCHIA et al., 2015),

Figura 4.

Figura 4 - Representacao estrutural da melanina rica em DHI (DHI-Melanina) e DHICA
(DHICA-Melanina).
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Fonte: Adaptado de D’ISCHIA et al., 2015.

Além disso, a razdo entre os mondmeros DHI e DHICA apresenta uma profunda
capacidade de afetar as propriedades fisico-quimicas e biologicas das melaninas (PELES;
SIMON, 2011; PANZELLA et al., 2013; PIACENTI-SILVA et al., 2014a). Também, &
possivel que a propor¢cdo DHICA/DHI varie de acordo com a biossintese, conforme ja

mencionado. De fato, a sépia-melanina (obtida a partir de moluscos marinhos da classe



| 30

Cephalopoda) apresenta uma razdo DHICA/DHI maior que 50%, enquanto que em melaninas
sintéticas € mais comum se obter mondmeros de DHI, com cerca de 10% de DHICA

(PANZELLA et al., 2013).

2.3.  Propriedades Opticas

Diferentemente da maioria das moléculas organicas que apresentam picos de absorcao
devido as transicdes entre estados eletrénicos, o espectro de absorbancia da melanina possui
um comportamento monoatémico que em funcdo do comprimento de onda resulta numa linha
exponencial que aumenta em direcdo a regido do ultravioleta (STARK et al., 2003;
MEREDITH et al., 2006; MEREDITH; SARNA, 2006; TRAN; POWELL; MEREDITH,
2006), Figura 5. Esta curva de absor¢do suave é considerada caracteristica da melanina e sua
origem € atribuida ao chamado Modelo de desordem quimica (MEREDITH et al., 2006;
TRAN; POWELL; MEREDITH, 2006). Conforme apresentado anteriormente, a melanina é
formada por diferentes monémeros em diferentes estados de oxidagdo que podem se ligar por
diversas posi¢oes formando um grande nimero de espécies quimicamente distintas. Com isso,
a larga banda de absorbéancia pode ser uma consequéncia da sobreposicdo dos picos dos
espectros destas espécies.

Em 2014, foi sugerido que esta caracteristica espectral também poderia ser explicada
levando em consideracdo um distarbio fisico chamado desordem geométrica (CHEN et al.,
2014). Utilizando analises computacionais e microscopicas, este trabalno mostrou que a maior
contribuicdo para a banda de absor¢éo da melanina vem do arranjo fisico de seus constituintes
e nédo das caracteristicas quimicas. Segundo os autores, a melanina é constituida de pequenas
estruturas quimicamente ordenados a partir de uma aleatoriedade intrinseca, de tal modo que a
orientagdo das moléculas empilhadas pode ser arbitraria e seus tamanhos possam ser

diferentes, formando agregados altamente desordenados. Diante disto, ambos os tipos de
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desordem podem desempenhar um papel complementar na caracteristica do espectro de

absorcao.

Figura 5 - Espectro de absorbancia no UV-Vis caracteristico da melanina sintética.
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Fonte: Adaptado de MEREDITH et al., 2006.

O espectro de absorbancia da melanina € interessante por duas principais razfes. A
primeira delas € a possibilidade de poder utilizar esta classe de pigmentos como um material
ativo para aplicacdes tecnoldgicas em dispositivos fotovoltaicos e na eletrdnica organica
(MEREDITH et al., 2005). A segunda razdo € que a ampla banda de absorcdo no UV-Vis
funciona como uma primeira barreira de fotoprotecdo do corpo humano. A absorcdo aumenta
monotonicamente para as energias mais elevadas aumentando a protecdo contra os fotons de
grande energia que poderiam causar maior dano ao DNA (MEREDITH et al., 2006). Outra
caracteristica bastante Gtil para a fotoprotecédo é a capacidade de conseguir dissipar de maneira

ndo radiativa mais de 99,9% dos fétons absorvidos (MEREDITH; SARNA, 2006).



| 32

3. MATERIAIS E METODOS

Para realizar os procedimentos sintéticos, foram utilizados 0s seguintes reagentes:
dimetilsulfoxido (DMSO) P. A., Vetec (99,9%), peroxido de benzoila, Vetec (75,0 - 80,0 %) e
3,4-di-hidroxifenil-L-alanina (L-DOPA), Sigma (> 98%), cujas estruturas moleculares sdo
apresentadas na Figura 6. Também foi utilizado acetonitrila, Synth (99,5%), hidréxido de

amonia, Synth (28,0 - 30,0%), e agua MiliQ.

Figura 6 - Estrutura molecular dos reagentes utilizados para realizacdo das sinteses das
melaninas em solvente organico: (a) L-DOPA, (b) DMSO e (c) perdxido de benzoila.
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Com esses reagentes, diferentes procedimentos foram realizados (secdes 3.1 e 3.2, a
seguir). Vale ressaltar que as sinteses foram realizadas pelo menos com cinco repeticGes e
caracteristicas optico-estruturais semelhantes foram obtidas indicando a alta reprodutibilidade.
Além disso, o processo de polimerizacdo da melanina em todos os procedimentos sintéticos
realizados foi acompanhado pela técnica de espectroscopia de UV-Vis (PIACENTI-SILVA et

al., 2014a).

3.1. Sinteses da H,O-Melanina

Procedimento 1: Sintese tradicional

Inicialmente foi dissolvido 300 mg de L-DOPA em 60 mL de 4gua MiliQ e adicionou-
se 400 pL de hidréxido de aménio (pH da mistura entre 8 e 10). Sob agitacdo magnética, a

sintese foi mantida a temperatura ambiente e oxigenada com o auxilio de uma bomba de ar
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atmosférico. Ap6s a reacdo ter sido considerada concluida, a solucdo foi inserida numa
membrana de dialise de 3500 MWCO. Utilizou-se a agua MiliQ como meio dialisante, a fim
de separar o material com baixo peso molecular. Esta agua foi rotineiramente trocada até nao
sofrer mais alteracdo de cor. Por fim, a melanina foi seca na estufa a 90 °C. O material obtido

sera chamado a partir de agora HMel(4).

Procedimento 2: Pressdo de oxigénio molecular

As sinteses realizadas foram baseadas no procedimento 1, porém ao invés de manter a
sintese sob oxigenacdo atmosfeérica, utilizando-se um reator de aco inoxidavel e diferentes
pressdes de O,. 60 mL de dgua MiliQ, 300 mg de L-DOPA e diferentes volumes entre 0,0 e
1,0 mL de hidréxido de amonio (pH entre 8 e 10). O processo de extracdo utilizado foi
semelhante ao descrito no procedimento 1. O material obtido nesta nova rota sera referido de
maneira geral como sendo HMel-pP(b "), onde p representa o valor da pressdo utilizada (4, 6 e
8 atm) e b’ (sendo, respectivamente, 0, 1, 4, 7 e 10 para 0, 100, 400, 700, 1000 pL) o volume

de hidréxido de amonio utilizado durante a sintese.

3.2. Sinteses da DMSO-Melanina

Procedimento 3: Sintese Tradicional

A sintese foi realizada em um baldo de fundo chato com uma mistura de 1,5 g de
L-DOPA e 0,93 g de peroxido de benzoila dissolvidos em 200 mL DMSO, mantidos em
agitacdo magnética. Apos a sintese ter sido considerada concluida, a solucéo foi concentrada
em Y% de seu volume. Apos a concentracdo, a solucdo foi deixada em repouso até atingir a
temperatura ambiente, sendo, posteriormente, adicionado acetonitrila até a solugédo completar
200 mL novamente. Essa nova mistura ficou em repouso por trés dias visando separar a

melanina formada de subprodutos da sintese. Apos o terceiro dia, a solucdo foi centrifugada
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por 15 minutos com velocidade de 2500 rpm. O precipitado foi levado até a estufa a 90°C

para secar e obter a melanina em pd. O material obtido serd chamado DMel.

Procedimento 4: Sintese aguecida

Este procedimento é semelhante ao procedimento 3, porém a reacdo foi mantida em um
banho de silicone com temperatura controlada de 100 °C num baldo com condensador de

refluxo a fim de evitar a evaporacao do solvente. O material obtido sera chamado de DMel-T.

Procedimento 5: Pressio de oxigénio molecular

A sintese foi realizada no reator de aco inox com uma mistura de 0,45 g de L-DOPA em
60 mL DMSO e diferentes pressdes de O,. A sintese foi mantida em agitacdo magnética. O
material obtido neste procedimento sera referido a partir de agora como DMel-p P, onde p’
representa o valor da pressdo (4 ou 8 atm) utilizada durante a sintese.

Devido a natureza explosiva dos perdxidos organicos, optou-se por ndo utilizar o

peroxido de benzoila no processo envolvendo pressdo de oxigénio molecular.

Procedimento 6: Auséncia do peréxido de benzoila

Este procedimento é semelhante ao da sintese tradicional em DMSO (procedimento 3),

porém ndo foi utilizado o peroxido de benzoila. O nome desta amostra sera DMel-S.

Procedimento 7: Presenca de ar atmosférico

Este processo segue o descrito no procedimento 6. A diferenca estd no borbulhamento

do ar atmosfeérico na solugdo. A amostra sera chamada DMel-O.
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4. TECNICAS DE CARACTERIZACAO

4.1.  Espectroscopia no Ultravioleta-Visivel

O espectro de absorcao na regido UV-Vis nos compostos organicos esta relacionado as
transicbes entre niveis de energia eletrbnica. Estes espectros comumente apresentam a
absorbancia em funcdo comprimento de onda e servem para ajudar na elucidacao de estruturas
de compostos organicos com base em espectros de referéncia (BRUICE, 2005;
CONSTANTINO, 2006; SKOOG et al., 2006).

Na espectroscopia UV-Vis, quando um feixe de luz de intensidade Iy incide sobre uma
amostra, parte da luz € absorvida de forma que a intensidade | que emerge da amostra € menor
que a intensidade incidente (BRUICE, 2005; CONSTANTINO, 2006; SKOOG et al., 2006).

Estas grandezas sdo relacionadas empiricamente através da Lei de Beer-Lambert, equacdo (1):

A=—-In—= ¢eclL 1)

onde A é a absorbancia, ¢ é a concentracdo da solucdo, L o tamanho do caminho Optico e ¢ 0
coeficiente de absor¢do molar.

Neste estudo, esta técnica foi bastante utilizada para acompanhar o processo de
polimerizacdo das melaninas. Durante 0 processo sintético a absorcdo da amostra aumenta
com o tempo até que absorbancia se estabiliza de maneira similar ao apresentado na Figura 7.
Considera-se que estabilizacdo da absorbéncia acontece devido ao fim da reagdo de

polimerizagdo da melanina (PIACENTI-SILVA et al., 2014a).
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Figura 7 - Absorbancia em funcéo do tempo para DMSO-Melanina sintetizadas em diferentes

temperaturas.
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Fonte: Adaptado de PIACENTI-SILVA et al., 2014a.

Para as medidas de absorbancia diluiu-se em 1,0 mL do solvente do meio reacional
aliquotas de 7,0 pL das amostras retiradas em intervalos de tempos regulares até o fim da
reacdo. Como branco, foi utilizado agua MiliQ ou DMSO dependendo do solvente utilizado
na sintese. Para estas medidas, utilizou-se o aparelho “UV-Vis-Spectrophotometers (UVmini-

1240)” da Shimadzu, com varredura de 200-800 nm.

4.1.1. Coeficiente de absorcéo molar

O coeficiente de absor¢do molar, também conhecido como absortividade molar, é uma
constante caracteristica do material e do comprimento de onda da radiagdo incidente
(CUSTODIO; KUBOTA; ANDRADE, 2000; CONSTANTINO, 2006; SKOOG et al., 2006).
Para concentragdes muito baixas, a lei de Lambert—Beer (eq. (1)), pode ser utilizada para o

calculo deste coeficiente (CONSTANTINO, 2006). Como o caminho Optico utilizado durante
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a medida era 1 cm, o coeficiente angular da reta fornece o coeficiente de absor¢do molar da

amostra.

Figura 8 - Absorbancia em funcéo da concentracao para HMel(4) em A = 250 nm e um
caminho oOptico de 1 cm.
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Para realizar o estudo do coeficiente de absorcdo molar dos derivados solUveis obtidos,
inicialmente foram preparadas solugdes estoque com concentracdo de 5 mg/mL, sendo
utilizado agua miliQ ou DMSO como solvente para as melaninas sintetizadas em agua e
DMSO, respectivamente. Estas solu¢cdes foram deixadas em agitacdo magnética por uma hora
visando uma melhor diluigdo/disperséo.

A partir dessas solucGes pré-preparadas, aliquotas de 1 pL foram diluidas em 3 mL do
mesmo solvente e a concentragdo variou entre entre 0,002 mg/mL e 0,007 mg/mL. As
medidas foram realizadas em triplicata e utilizou-se o aparelho “UV-Vis-Spectrophotometers

(UVmini-1240)” da Shimadzu, com varredura de 250-800 nm.
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4.2.  Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

O espectro de infravermelho é o resultado da absorcdo/transmissdo da radiacdo
infravermelha que passou pela amostra. E uma técnica bastante utilizada para
identificacdo/caracterizacao da estrutura de um composto devido as informac6es vibracionais
caracteristicas de um conjunto de atomos e suas respectivas ligacdes (BRUICE, 2005;
CONSTANTINO, 2006; SKOOG et al., 2006). Esta técnica espectroscopica foi bastante
utilizada para comparar os diferentes materiais obtidos a partir dos diferentes procedimentos
sintéticos.

As medidas foram obtidas no Laboratorio de Materiais Supercondutores coordenado
pelo Prof. Dr. Paulo Noronha Lisboa Filho na UNESP de Bauru em um espectrofotdmetro
modelo VERTEX 70 da marca BRUKER na forma de pd. A regido utilizada para a obtencédo
das medidas foi de 4000 cm™ até 500 cm™ no modo ATR (Refletancia Total Atenuada) em
temperatura ambiente.

Para avaliar as modificagdes relativas nas bandas de absorcdo, deconvolugdes
espectrais foram realizadas. A analise de deconvolucéao foi baseada no procedimento proposto
por Paudel e colaboradores na qual fungdes gaussianas séo utilizadas para ajustar os espectros
de FTIR através do método dos minimos quadrados (PAUDEL; NIES; VAN DEN MOOTER,
2012). Utilizou-se o software OriginPro versdo 9.0 (OriginLab Corp., MA, USA) para tal

estudo.

4.3.  Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma ferramenta utilizada para estudar as
estruturas quimicas dos materiais. Seu funcionamento explora as propriedades magnéticas de
um determinado ndcleo atdbmico e é baseada na modificacdo que um campo magnético

externo produz sobre o nimero quantico de spin (BRUICE, 2005). E uma técnica bastante
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utilizada na identificacdo de uma substancia, podendo diferenciar sinais de diferentes grupos
funcionais ou mesmo de grupos iguais em diferentes vizinhancas quimicas (BRUICE, 2005;
CONSTANTINO, 2006; SKOOG et al., 2006).

Neste trabalho foram utilizados os ntcleos de *H e *3C em estado sélido e liquido. As
analises de *H e *C em estado liquido (D,O ou DMSO-ds) foram realizadas em solucéo de 67
mg/mL no Instituto de Quimica de Araraquara da UNESP no espectrometro Bruker Avance
11l HD 600 MHz (temperatura ambiente). J& as anélises de **C RMN em estado sélido foram
utilizadas um espectrometro VARIAN INOVA de 9.4 T, operando nas frequéncias de
100,5MHz. Utilizou-se uma sonda com rotacdo em torno do angulo magico (magic angle
spinning — MAS) de 5 mm modelo Jackobsen e frequéncia de rotacdo de 5 kHz. Os espectros
de °C de solidos foram obtidos utilizando a técnica de polarizagdo cruzada (Cross
Polarization Magic Angle Spinning — CP/MAS). Os espectros de *C CP/MAS foram feitas no
Grupo de Ressonancia Magnética Nuclear do Instituto de Quimica da UNICAMP pelo Prof.
Dr. Alviclér Magalhdes em 2013.

E importante frisar que uma interpretacdo precisa dos espectros de RMN da melanina é
um desafio uma vez que 0 mesmo contém um numero grande de sinais que, devido a
heterogeneidade quimica do pigmento, sdo dificeis de serem atribuidos. No entanto, as
medidas de RMN ainda podem ser utilizadas na busca por informacdes estruturais, pois,
mesmo que ndo seja possivel fazer uma analise quantitativa, trabalhos mostram que é possivel
utilizar a 4rea dos sinais do espectro do nicleo de *3C para obter dados qualitativos

comparando diferentes amostras.

4.4. Espectroscopia de Fotoelétrons Excitados por raios-X (XPS)
A espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X (XPS, do inglés X-Ray

Photoelectron Spectroscopy) é baseada no efeito fotoelétrico, onde a absor¢do de Raio-X na
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camada superficial da amostra, ocasiona uma ejecdo de elétrons de niveis de energia
fortemente ligados ao nucleo (RIBEIRO et al., 2003). A partir da analise da energia cinética
do elétron emitido, é possivel obter dados sobre identificacdo elementar, estado quimico,
composicao atdbmica e coordenacdo de atomos proximos a superficie da amostra (RIBEIRO et
al., 2003).

As medidas de XPS para HMel e HMel-4P foram realizadas em pé num instrumento
construido em laboratdrio que consiste numa camara UHV de preparacdo e analise equipado
com analisador hemisférico de elétrons de 150 mm de raio médio, com um sistema de lentes
de quatro elementos com um detector de 16 cansi dando uma resolucdo instrumental total de
1,0 eV, conforme medido com ndcleo de Ag 3ds,,. Radiacdo de Raio-X ndo monocromatizada
de MgKa (hv = 1253.6 eV) foi utilizada para aquisicdo dos espectros de nivel Cis. Os
espectros foram referenciados ao sinal de Cys do carbono alifatico possuindo uma energia de
ligacdo de 285,00 eV. As proporcBes atbmicas foram calculadas a partir das intensidades de
pico, utilizando valores da secéo transversal de Scotfield e fatores de A foram calculados. Os
ajustes de curva da C;s foram realizados utilizando fun¢es gaussianas para os fittings, apés a
subtracdo de um fundo tipo Shirley. Essas medidas foram obtidas pela prof. Dra. Chiara

Battocchio, do departamento de Ciéncias da Universidade “Roma Tre”.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1.  Testes de solubilidade

Visando verificar a solubilidade dos materiais formados, dois testes foram realizados. O
primeiro consiste num teste visual, no qual 1 mL do solvente € adicionado a 5 mg do material
solido apds o processo de extracdo. Nas Tabela 1 e Tabela 2 sdo apresentados os diferentes
solventes utilizados, junto com suas respectivas polaridades e os resultados obtidos durante o
teste para as amostras sintetizadas, respectivamente, em agua (H,O-Melanina) e em DMSO
(DMSO-Melanina).

De acordo com o observado, podemos verificar que os materiais obtidos a partir desta
nova abordagem sintética sdo soluveis em alguns solventes. Percebemos primeiramente que
das sete amostras obtidas de H,O-Melanina (Tabela 1), com excecdo da HMel-8P(1), todas
sdo soluveis apenas em agua MiliQ, o que sugere que existe alguma alteracao estrutural entre
as amostras. Este teste de solubilidade ndo foi realizado para HMel-8P(0) devido a baixa
massa do produto formado (< 5 mg). No caso da DMSO-Melanina (Tabela 2), todas sdo
soltveis em diferentes solventes organicos polares aproticos com alta polaridade (> 6) como
DMF, DMSO e N-metil-2-pirrolidona (NMP), provavelmente devido a funcionalizagdo dos
monomeros DHI e DHICA com grupos sulfonados de maneira similar ao proposto por

Bronze-Uhle para a amostra DMel (BRONZE-UHLE et al., 2013).



Tabela 1 - Teste de solubilidade para as Melanina sintetizadas em agua.
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Solventes

Acetato de etila
Acetona

Acetonitrila
Agua MiliQ
(pH=7,4)
Cloroférmio

DMF
DMSO
Etanol

Isopropanol
Metanol
NMP
Tetrahidrofurano

Tolueno

Polaridade

4.4
5.1
5.8
9
4.1
6,4
7,2
5,2
3,9
5.1
6,7
4
24

HMel
4)

HMel-4P  HMel-6P HMel-8P HMel-8P HMel-8P HMel-8P

(4)

(4)

(1)

(4)

(7)

(10)

| — Insol(vel
S — Sollvel
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Tabela 2 - Teste de solubilidade para as Melanina sintetizadas em DMSO.

Solventes Polaridade @ DMel DMel-T DMel-4P DMel-8P DMel-S DMel-O

Acetato de etila 4.4 I I I I I I
Acetona 5,1 I I I I | I
Acetonitrila 5,8 I I I I I I
A(gﬂ'a:'vy’us 9 | | | ! | |
Cloroformio 4,1 I I I I I I
DMF 6,4 S S S S S S
DMSO 7,2 S S S S S S
Etanol 5,2 I I I I | I
Isopropanol 3,9 I I I I I I
Metanol 51 I I I I I I
NMP 6,7 S S S S S S
Tetrahidrofurano 4 I I I I I I
Tolueno 2,4 I I I I I I

| — Insoluvel

S — Soluvel

Outro teste de solubilidade foi realizado seguindo o procedimento utilizado CICCO et
al. (2015), no qual testaram a solubilidade de um derivado de melanina funcionalizado por
filtracdo em membrana de nylon (0,45 um). A amostra é considera solvel quando o filtro ndo
rettm a passagem de particulas. Em nosso caso, utilizamos um filtro com membrana de
celulose regenerada com 0,2 um de poro e uma solugdo com concentragcdo de 5 mg/mL em
agua MiliQ ou DMSO, dependendo da amostra. A solugdo das amostras soltveis no teste 1
foi posta em agitacdo por 15 minutos para melhor dispersdo. Todas as amostras testadas
também mostraram-se solUveis a partir deste teste 0 que sugere que os aglomerados formados

durante as sinteses sdo menores que 200 nm.
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5.2. Caracterizacéo estrutural

5.2.1. Efeito do hidréxido de amdnio no meio aquoso

Como visto no topico 3.1, as sinteses em meio aquoso faz-se uso de dois agentes
oxidantes durante o processo sintético: hidroxido de amdnio (NH4;OH) e oxigénio molecular.
Além disso, a Tabela 1 mostra que a quantidade de hidréxido influencia na solubilidade das
amostras, visto que esta relacionada a protecdo e desprotecdo da funcdo &cida ou dos grupos
fendlicos presentes na estrutura (MEREDITH et al., 2006; MEREDITH; SARNA, 2006;
BOTHMA et al.,, 2008; MOSTERT et al., 2010). Diante disto, surge a necessidade de
verificar sua influéncia na estrutura dos derivados de melanina. Esta influéncia foi estudada
utilizando 8 atm de pressdo de O, para volume variando de 0 a 1 mL.

Visando acompanhar o processo de polimerizacdo da melanina, a espectroscopia de
UV-Vis foi utilizada. O espectro de absorbancia da sintese da melanina caracterizado com um
aumento gradual até atingir um patamar constante, conforme Figura 9 para HMel-8P(4).
Comportamento semelhante € observado durante as sinteses das demais amostras em ambos
solventes.

O tempo reacional de cada uma destas sinteses (observado na Tabela 3) foi obtido
seguindo o procedimento proposto por PIACENTI-SILVA et al. (2014a) descrito na secdo 4.1
para Aaps = 450 nm. Nota-se que a quantidade de hidréxido de am6nio ndo influencia no
tempo reacional das sinteses, ou seja, variando entre 100 e 1000 pL a quantidade de NH,OH
utilizado, o tempo de sintese continua sendo 3 horas. Na auséncia do hidrdoxido, a reagéo é
bastante lenta e mesmo apos 5 dias nenhuma quantidade significativa do material foi obtida.
Esta caracteristica demonstra a importancia do hidroxido no processo de oxidacdo da

L-DOPA em meio aquoso. Note ainda na Tabela 3 que a quantidade de massa formada apds o
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processo de extracdo da melanina formada em cada uma das sinteses ndo segue um resultado

linear.

Figura 9 - Espectro de UV-Vis obtido para 0 monitoramento sintético da HMel-8P(4).
Conforme pode ser observado, absorbancia aumenta conforme a reagéo procede.
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Tabela 3 - Tempo reacional da melanina sintetizada em agua com 8 atm de O, variando a

quantidade de NH,OH em A aps = 450 nm.

Amostra
Tempo (h)
Massa (mg)

3
86

HMel-8P(0) HMel-8P(1) HMel-8P(4) HMel-8P(7) HMel-8P(10)

3 3 3
160 120 90

Considerando que a variacdo da quantidade de hidréxido de aménio modifica a

solubilidade, as caracterizagfes em solugéo de coeficiente de absor¢cdo e de RMN foram

realizadas apenas para quantidades maiores que 400 pL (Tabela 1).

Na Figura 10 é apresentado o coeficiente de absor¢do molar das melaninas sintetizadas

em meio aquoso com 8 atm de pressdo de O, e diferentes volumes de NH,OH para alguns

comprimentos de onda. Como pode se observar, 0 aumento no comprimento de onda ocasiona
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uma diminuicdo da absorcdo da amostra, de maneira semelhante ao que se encontra na
literatura (SARNA; SWARTZ, 2006; PELES et al., 2010; PELES; SIMON, 2010;
PIACENTI-SILVA et al., 2014a). Além disso, esse comportamento do espectro de banda
larga que aumenta exponencialmente para o ultravioleta sugere que o produto sintético
formado apresenta grande desordem estrutural (MEREDITH et al., 2006). Note que o valor
absoluto do coeficiente de absor¢cdo molar € da mesma ordem de grandeza ao mencionado

para a melanina natural (SARNA; SWARTZ, 2006).

Figura 10 - Coeficiente de absorbancia molar obtido para H,O-Melanina com 8 atm de
pressdo de O, e diferentes quantidades de NH,OH.
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Conforme discutido anteriormente, oligdmeros heterogéneos sdo formados durante a
complexa reacdo da melanina e estes irdo afetar o coeficiente de absor¢gdo em cada uma das
amostras. Além disso, foi demonstrado para melanina natural (PELES et al., 2010) e para
derivados sulfonados sintéticos (PIACENTI-SILVA et al., 2014a) que o0 aumento na
proporgdo de mondmeros descarboxilados na estrutura polimerica acarretara numa diminuicao

do coeficiente de absorc¢do molar.
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Ao observar a Figura 10 podemos observar que HMel-8P(4) e HMel-8P(7) apresentam
um comportamento semelhante para Aaps maiores que 550 nm, enquanto que para Aaps
menores que 550 nm HMel-8P(4) apresenta uma intensidade menor em comparagcdo com
HMel-8P(7). Diante disto, podemos sugerir que esta Ultima amostra apresenta uma maior
razdo DHICA/DHI do que o primeiro. Contudo, 0 comportamento 6ptico da HMel-8P(10) é
ligeiramente diferente das demais amostras, sugerindo que o excesso de NH,OH no meio
reacional pode interferir na estrutura quimica dos compostos e/ou em sua organizagdo da
macromolécula.

Para verificar as possiveis modificacBes estruturais causadas pela variacdo do NH,OH
no meio reacional com 8 atm de pressdo de O, medidas de RMN e FTIR foram realizadas. A
Figura 11 mostra os espectros de *H RMN das melaninas sintetizadas em agua em D,O. Para
auxiliar na identificacdo das bandas dos espectros, foi utilizada a simulagdo do software
ChemDraw Ultra 12.0. Desta forma s&o atribuidos aos sinais observados entre:

i) 0,8e 1,6 ppm as cadeias alifaticas ndo ciclizadas;

ii) 1,6 e 2,4 ppm a presenca de grupos metilos;

iii) 2,4 e 4,7 ppm aos prétons de carbono ligados ao oxigénio e/ou nitrogénio, e;
iv) 6,0 e 9,0 ppm aos prétons dos anéis aromaticos ou heteroaromaticos.

Ao analisar as estruturas basicas da melanina (Figura 3), duas observacdes sao
necessarias: i) os sinais referentes aos prétons das ligacbes NH, OH e COOH nédo sédo
observados; ii) a presenca dos grupos metilas e cadeias alifaticas podem ser consequéncia da
degradacdo das estruturas monomeéricas durante o processo de oxidacdo do reagente e seus
intermediérias. Estas caracteristicas estdo em boa concordancia com a literatura
(KATRITZKY et al., 2002). O sinal do solvente D,O pode ser observado em 4,84 ppm

(GOTTBLIEB; KOTLYAR; NUDELMAN, 1997).
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A avaliacdo dos acoplamentos de spins ou mesmo uma analise quantitativa dos sinais
observados ndo foi possivel de ser realizado devido a natureza desordenada das melaninas.
Contudo, como pode ser obversado, o espectro de *H RMN sugere que diferentes quantidades
de NH,OH néo afetam de maneira drastica a estrutura das melaninas. As diferencas obtidas
podem ser consequéncia do processo de polimerizacdo e oxidacdo/degradacdo dos
mondmeros durante o processo sintético. Analises de *C RMN em solucio dessas amostras
também foram realizadas, porém nenhuma informacdo foi obtida, visto que o tempo de

relaxacdo da regido aromatica € muito lento (AIME et al., 1991).

Figura 11 - *H RMN para melanina sintetizados em meio aquoso com 8 atm de O, e
diferentes volumes de NH,OH.
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Medidas de FTIR foram realizadas ap0s a sintese ter sido considerada concluida. Como
esta caracterizacéo foi feita em estado solido, HMel-8P(1) também foi caracterizada por esta
técnica. Os espectros obtidos sdo apresentados na Figura 12. Conforme pode ser observado,

os espectros de FTIR sdo semelhantes e, independente do procedimento experimental
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utilizado, exibem grupos funcionais equivalentes. Como reportado na literatura (CENTENO;
SHAMIR, 2008), a larga banda entre 2500 e 3500 cm™ é associada ao estiramento da ligag&o
-OH dos derivados de DHI e DHICA. As bandas em 1600 e 1430 cm™ sdo relacionadas a
ligacdo C=C da estrutura fenolica e ao estiramento da ligacdo C-O do &cido carboxilico
ionizado, j4 em 1180-1280 cm™ as bandas de C-OH dos fenéis ou carboxilas. A carboxila

relativa a DHICA (-COOH) e seus derivados é evidente a partir da banda em

aproximadamente 1724-1486 cm™.

Figura 12 - Espectro de FTIR para melanina sintetizados com 8 atm de O, e diferentes
volumes de NH,OH em agua.
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Os espectros de FTIR (Figura 12) sdo condizentes com a literatura (CENTENO;
SHAMIR, 2008; BETTINGER et al., 2009). Embora a melanina seja de grande complexidade
estrutural, foram observadas pequenas diferencas nos compostos sintetizados que podem ser
decorrentes do grau de conjugacdo de C-C=C, C=N e C=0 ou também do tamanho do

polimero que consegue afetar o tamanho das ligacGes e, por consequéncia, a posicdo das

bandas.
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A deconvolucdo do espectro de absorbancia da HMel-8P(4) na regido entre 900 e
1750 cm™ foi realizada e pode ser vista na Figura 13. Resultados semelhantes foram
observados para as demais amostras sintetizadas em agua, utilizando o mesmo numero e
posicdo dos picos de absorcdo durante o processo. Na Tabela 4, as intensidades individuais
das bandas de vibracdes do grupo carboxilico/carboxilato para cada uma das amostras é
apresentada. A intensidade do sinal foi normalizada utilizando a banda correspondente ao

estiramento da vibragdo C-C=C (1585 cm™).

Figura 13 - Deconvolucéo do espectro de FTIR da HMel-8P(4).
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Tabela 4 - Bandas vibracionais do espectro de FTIR do grupos carboxilicos das
H,0O-Melaninas em diferentes quantidades de NH,OH normalizados pela intensidade da
vibragdo C-C=C (1585 cm™).

Amostras COOH COO
HMel-8P(1) 0,110 + 0,010 0,162 + 0,027
HMel-8P(4) 0,064 + 0,017 0,421 + 0,604
HMel-8P(7) 0,136 + 0,046 0,298 + 0,167
HMel-8P(10) 0,122 + 0,033 0,108 + 0,031
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Analisando os resultados apresentados na Tabela 4, podemos observar que o grupo
carboxilico apresenta um pico maximo para HMel-8P(7), enquanto que para 0 grupo
carboxilato este pico é referente a amostra HMel-8P(4). Nota-se ainda que o aumento da
quantidade utilizada de hidréxido de amonio diminui a intensidade deste grupo nas amostras

sollveis, enquanto COOH né&o apresenta nenhum padrédo observavel.

5.2.2. Efeito da pressdo de O, em meio aquoso

Seguindo o procedimento proposto por PIACENTI-SILVA et al. (2014a), Figura 7,
observou-se que a pressdo de oxigénio influencia o tempo de duracdo da sintese mantendo a
quantidade de NH4OH constante. Conforme pode ser visto na Tabela 5, o tempo reacional
para 8 atm pressdo de oxigénio [HMel-8P(4)] é de 3 horas, enquanto que no processo
tradicional [HMel(4)] demora 72 horas. Note na Tabela 5 que a massa da melanina obtida

também ndo segue um resultado linear.

Tabela 5 - Tempo reacional da melanina sintetizada em &gua variando a pressao de O; e
mantendo a quantidade de NH,OH constante em Aaps = 450 nm.

Amostra HMel(4) HMel-4P(4) HMel-6P(4) HMel-8P(4)
Tempo (h) 72 15 6 3
Massa (mg) 114 154 85 160

Na Figura 14 € apresentado o coeficiente de absorcdo molar das H,O-Melaninas
sintetizadas com o0 mesmo volume de hidroxido de aménio e diferentes pressdes de O, para
alguns comprimentos de onda. Como pode se observar, 0 aumento no comprimento de onda
diminui a absor¢cdo da amostra de maneira semelhante ao observado anteriormente (Figura
10), sugerindo que o material obtido em ambos 0s processos apresentam caracteristicas
opticas semelhantes. Considerando o que foi discutido anteriormente para as melaninas

sintetizadas em agua com diferentes quantidades de NH;OH, podemos aferir que a maior



| 52

absorcéo, para comprimentos de ondas menores que 550 nm, em HMel-4P(4) sugere um

maior razdo DHICA/DHI, enquanto que para HMel(4) uma maior propor¢dao DHI/DHICA.

Figura 14 - Coeficiente de absorbancia molar da H,O-Melanina em diferentes pressdes de O,
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Os espectros de *H RMN e FTIR apresentados na Figura 15(a) e Figura 15(b) para as
melaninas sintetizadas em agua em diferentes pressbes de O,, com volume de NH,OH
constante. Como podem ser observados, 0s espectros obtidos apresentam regides semelhantes
as discutidas anteriormente (Figura 11 e Figura 12), sugerindo estrutura basica da melanina
ndo é modificada de maneira dréastica, independente do procedimento sintético utilizado.

A deconvolucdo dos espectros de FTIR entre 900 e 1750 cm™ para as amostras
sintetizadas em agua e diferentes pressdes de O, foi realizada de maneira semelhante ao
observado na Figura 13. O fitting foi obtido utilizando a mesma posi¢cdo e mesma quantidade
de picos de absorcéo durante o processo anterior. Na Tabela 6, as intensidades individuais das
bandas de vibragbes para cada uma das amostras é apresentada e foram normalizados
utilizando a banda da regido aromatica correspondente ao estiramento da vibragdo C-C=C em

1585 cm™.
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Figura 15 - 'H RMN (a) e FTIR (b) para as melaninas sintetizadas em 4gua em diferentes
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Tabela 6 - Bandas vibracionais do espectro de FTIR do grupo carboxilico das H,O-Melaninas
em diferentes pressdes de O, normalizados pela banda de vibragdo C-C=C (1585 cm™).

Amostras COOH COO’
HMel(4) 0,056 + 0,002 0,407 + 0,386
HMel-4P(4) 0,094 + 0,006 1,041 + 0,360

HMel-6P(4) 0,077 £ 0,034 1,544 + 0,231
HMel-8P(4) 0,064 + 0,017 0,421 + 0,604

Ao analisar os valores obtidos na Tabela 6, algumas caracteristicas estruturais podem
ser observadas. Comparando HMel(4) com HMel-4P(4) notamos que existe um aumento de
68 % e 156 % em relacdo ao grupo COOH e COO’, nesta ordem. Esse resultado sugere que ao
utilizar 4 atm de pressdo de oxigénio na sintese tradicional favorece a formacdo de
monémeros derivados da DHICA na estrutura final do polimero. Por outro lado, aumentando
a pressdo de O, de 4 para 8 atm uma diminuicdo de 17 % e 73 % para 0s grupos carboxilicos e
carboxilatos, respectivamente, indicando que o aumento na pressdo de O, pode diminuir a
quantidade de mon6émeros derivados da DHI na estrutura do polimero. Esse resultado esta de
acordo com sugerido pelo coeficiente de absorgéo (Figura 14).

Tendo em vista o baixo tempo de relaxacdo da regido aromatica ja discutida
anteriormente, medidas **C RMN em estado sélido se fazem necessarias. Os resultados
apresentados a seguir de **C CP/MAS RMN para HMel e HMel-4P (Figura 16) foram obtidos
no inicio deste estudo antes de verificarmos que, ndo apenas o pH sintético era importante,
mas também a quantidade utilizada hidroxido de amonio (veja Tabela 1). Podemos apenas
afirmar que a caracterizagdo foi feita em uma amostra HMel insolivel e HMel-4P solavel.
Assim, vale destacar que tais resultados podem ser imprecisos, porém, de acordo com o que
foi visto anteriormente, acredita-se que se assemelhariam aos resultados reais para as sinteses.

Mesmo comentario € valido para as medidas de XPS (Figura 17 e Tabela 7).
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Na Figura 16 é apresentado os espectros de *3C CP/MAS RMN para as amostras de
HMel e HMel-4P. Os espectros apresentam largos sinais de ressonancia devido a
heterogeneidade do polimero o que cria uma dispersao do desvio quimico (GHIANI et al.,
2008; GLASS et al., 2012). O grande nimero de ressonancia sobrepostas ndo permite uma
resolucdo dos sinais individuais do carbono nas melaninas. Contudo, por convencéo, o sinal
de *C CP/MAS RMN pode ser dividido em trés regides distintas decorrentes dos diferentes
carbonos da estrutura (ADHYARU et al., 2003; GHIANI et al., 2008; GLASS et al., 2012;
THUREAU et al., 2012):

— 0-90 ppm, grupos alifaticos decorrentes da L-DOPA que néo reagiu;

— 95-155 ppm, carbonos aromaticos, incluindo carbonos pirrol e indol (CHy, C-O,
C2NH), sendo observado carbonos protonados (95-144 ppm) e desprotonados
(110-147 ppm);

— 160-200 ppm, grupos das carbonilas dos acidos carboxilicos e carboxilas da
indolquinonas (COO™ e C=0).

Os espectros de *C CP/MAS RMN mostrado na Figura 16 sdo semelhantes, porém as
areas dos sinais de carbono apresentam algumas diferencas dependendo da sintese, o que
indica mudanca estrutural no material polimérico, especialmente na regido dos grupos das
carbonilas. Quando se compara estes espectros, verifica-se uma diminuicdo da area dos
carbonos aromaticos (90-160 ppm) de 14,6 para 13,4 e a area de carbonos aromaticos C-O
(144 ppm) de 4,5 para 2,8, sugerindo uma maior formacdo de C=0O. Contudo, a principal
modificacdo € o aumento na area dos carbonos relacionados com C=0 e COO" de 2,6 em

HMel para 7,54 em HMel-4P.
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Figura 16 - *C CP/MAS RMN da HMel-4P e HMel.
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Foi sugerido por Yan Liu (LIU et al., 2005) que o aumento relativo da quantidade de
carbonila e grupos carboxilicos em funcdo dos carbonos aromaticos estd relacionado ao
aumento da propor¢do de DHICA ou oxidacdo de carbonos fenolicos. Podemos entender a

partir deste resultado, que o aumento nos grupos carbonilicos na HMel-4P esta relacionado
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com um aumento no numero de unidades de DHICA no polimero final, reforcando os
resultados anteriores.

Os sinais de XPS da HMel e HMel-4P sdo apresentados na Figura 17. Um fitting do
espectro do nucleo de Cis foi realizado. Os resultados estdo em concordancia com os da
literatura (CLARK et al., 1990; TRAN; POWELL; MEREDITH, 2006; ABBAS et al., 2009;
BERNSMANN et al., 2009). Cinco contribui¢cdes do C;s associadas as ligagdes C-C, C-N,
C-O, COOH e COO" sdo observadas em ambas as amostras, porém com diferentes
intensidades relativas. A intensidade das diferentes contribuicdes de fotoemissdo do Cys foi
calculada conforme descrito por Abbas (ABBAS et al., 2009) e os resultados sdo apresentados

na Tabela 7.

Figura 17 - Sinal de XPS da HMel-4P e HMel a partir dos ndcleos de Cyg,
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Tabela 7 - Valores (normalizados) da intensidade de fotoemissao de Cys calculados para
HMel-4P e HMel a partir dos fittings da Figura 17.

Energia Intensidade
Amostra de ligacdo (normalizada) da Atribuicéo
(eV) fotoemisséo de Cy;
285,00 6,0 C-C
286,34 1,1 C-N
HMel-4P 287,39 0,9 C-0
288,92 0,78 COOH
290,50 0,07 COO
285,00 5,0 C-C
286,17 1,6 C-N
HMel 287,56 1,4 C-0
288,92 0,53 COOH
290,67 0,27 COO

A partir dos resultados de XPS (Figura 17 e Tabela 7), podemos estimar um aumento de
47% em relacdo aos grupos carboxilicos e uma diminuicdo de 74% em relacdo aos grupos
carboxilatos comparando HMel e HMel-4P. O aumento em relacdo aos grupos carboxilicos
esta de acordo com o que ja foi discutido anteriormente pelas técnicas de absorbancia, FTIR e
3C CP/IMAS RMN. A diminuigdo dos grupos carboxilatos difere do resultado obtido pela
deconvolucgéo do espectro de FTIR, provavelmente devido incerteza da quantidade de NH,OH

utilizada para tal amostra.

5.2.3. Efeito da pressdo de O, em meio organico

De maneira semelhante ao observado em agua, a pressao de oxigénio também influéncia
no tempo de duracdo da sintese em DMSO. Seguindo o procedimento proposto (PIACENTI-
SILVA et al., 2014a), observou-se que, ao utilizar 8 atm de pressdo (DMel-8P), o tempo de
sintese diminui 54 dias em comparagdo com o processo tradicional (DMel). Na Tabela 8 ¢

apresentado o tempo reacional das sinteses utilizando DMSO como solvente e a quantidade de
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massa obtida ap0s o processo de extracdo. Novamente, o resultado da quantidade de material

formado em cada sintese ndo segue um resultado linear.

Tabela 8 - Tempo reacional da melanina sintetizada em DMSO em Aaps = 425 nm.
DMel-T

Amostra DMel
Tempo (dias) 57
Massa (mg) 545

8
758

DMel-4P DMel-8P
6 3
380 85

Na Figura 18 é apresentado o espectro de absor¢do das melaninas sintetizadas em

DMSO apos a sintese ter sido considerada concluida. A absorbancia é semelhante ao que se

encontra na literatura (TRAN; POWELL; MEREDITH, 2006; LAWRIE; MEREDITH,;

MCGEARY, 2008; PIACENTI-SILVA et al., 2014a). Esse espectro sugere que o solvente

utilizado no procedimento ndo interfere na desordem estrutural caracteristica da melanina.

Figura 18 - Coeficiente de absor¢do molar para a melanina sintetizada em DMSO.
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Tendo em vista que o coeficiente de absorbancia molar € sensivel a diferentes origens
(PELES; SIMON, 2011), uma comparacgdo direta entre as amostras obtidas com diferentes
agentes oxidantes pode ndo ser valida. Comparando DMel e DMel-T, nota-se que o
comportamento é semelhante ao obtido para a sintese de dgua em diferentes pressées (Figura
14), o que sugere que DMel-T apresenta uma concentracdo maior de derivados de DHI
(PIACENTI-SILVA et al., 2014a). Por outro lado, observe que para DMel-4P e DMel-8P o
comportamento Optico € distinto de DMel e DMel-T, indicando que existe alguma
modificacdo na estrutura eletrdnica das amostras, provavelmente devido a uma mudanga no
processo de polimerizacdo dos oligbmeros. Considerando que a presenca do oxigénio afeta os
oligdbmeros de alto e baixo peso molecular, uma relacéo direta entre absor¢éo e estrutura ndo é
simples.

Apbs a sintese em meio organico ter sido considerada concluida, anélises de *H RMN
foram realizadas para analisar a estrutura dos materiais formados nas diferentes condicdes
sintéticas em DMSO. A Figura 19 mostra o espectro de *H RMN das DMSO-Melaninas em
DMSO deuterado (DMSO-dg). O espectro obtido para as DMSO-Melaninas, estdo de acordo
com a literatura (KATRITZKY et al., 2002; BRONZE-UHLE et al., 2013). Atribuimos aos
sinais observados:

— na regido de 2,5 ppm aos prétons do DMSO (deuterado e solvente residual da
sintese), ao grupo sulfonado ligado ao nitrogénio da estrutura indol
(N-sulfonacédo) e também a ligacédo do tipo H-S;

— em 3,5 ppm aos prétons do grupo sulfonado (-SO,CH3) e a possibilidade da
N-metilacdo, e;

— entre 6,5 e 8,2 ppm aos protons da estrutura inddlica.

Novamente, os sinais referentes as ligagdes N-H, OH e COOH ndo sdo observados.

Além disso, o largo singleto em 3,5 ppm € consequéncia da relaxacdo dos hidrogénios
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vizinhos ao atomo de enxofre, indicando a ocorréncia da O-sulfonacdo (BRONZE-UHLE et
al., 2013). Parte do sinal em 3,5 ppm também pode ser atribuido a presenca de agua adsorvida

na estrutura da melanina.

Figura 19 - '"H RMN para melanina sintetizada em DMSO.
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Por consequéncia da natureza desordenada também presente nas melaninas sintetizadas
em DMSO, nao foi possivel avaliar o acoplamento dos spins ou analisar de maneira
guantitativa dos sinais observados. Contudo, é interessante observar que a presenca do
oxigénio no meio reacional pode ocasionar uma mudanca no processo de polimerizacdo dos
compostos. Isto é sugerido a partir do deslocamento dos sinais da regido aromatica do
espectro. A mudancga no processo de polimerizagcdo da melanina poderia explicar a diferenca
observada com o coeficiente de absor¢do molar visto na Figura 18.

Os espectros de FTIR obtidos sdo apresentados na Figura 20. Conforme pode ser
observado, os espectros de FTIR das melaninas sintetizadas em DMSO sdo semelhantes aos
sintetizados em agua [Figura 12 e Figura 15(b)] o que sugere que em ambos 0S Processos

formem um material com caracteristicas estruturais parecidas. A diferenca encontra-se no
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aparecimento de algumas bandas entre 1800-500 cm™ referentes ao estiramento dos grupos
sulfonados presentes na estrutura (C-S em 700-600 cm™, S-O em 830-690 cm™ e SO, em
1420-1330 cm™) (BRONZE-UHLE et al., 2013). Estes espectros de FTIR (Figura 20) s&o
condizentes com a literatura (CENTENO; SHAMIR, 2008; BRONZE-UHLE et al., 2013;

PIACENTI-SILVA et al., 2014a), confirmando que a melanina sulfonada foi obtida.

Figura 20 - Espectro de FTIR para melaninas sintetizadas em DMSO.
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A deconvolucdo do espectro de FTIR entre 1050 e 1750 cm™ é apresentado na
Figura 21 para DMel. Ajuste de curva semelhante foi realizado para as demais amostras,
utilizando o mesmo numero e posic¢do dos picos de absorcdo. Vale lembrar que o nimero de
picos obtidos para as melaninas sintetizadas em DMSO é maior em comparagdo com as
sintetizadas em agua, devido & presenca das bandas dos grupos sulfonados na cadeia
carbonica. As intensidades individuais das bandas de vibragdes para cada uma das amostras
sdo apresentadas na Tabela 9 e as intensidades dos sinais dos grupos carboxilicos/carboxilatos

foram normalizadas utilizando a banda correspondente ao estiramento da vibragdo C-C=C

(1594 cm™) da regido aromatica.
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Figura 21 - Deconvolucéo do espectro absorbancia da DMel.

0,10

*  Dados experimentais
Fit
= = Fit gaussiano

0,08

0,06

0,04

Absorbancia

0,02 H

0,00 H

: : : : : :
1800 1600 1400 1200 1000
Namero de onda (cm™)

Tabela 9 - Bandas vibracionais do espectro de FTIR do grupo carboxilico das melaninas
sintetizadas em DMSO normalizadas pela intensidade da vibragdo C-C=C (1594 cm™).

Amostras COOH COO
DMel 0,364 + 0,021 0,054 + 0,001
DMel-T 0,339 + 0,009 0,045 + 0,009
DMel-4P 0,760 + 0,093 0,051 + 0,021
DMel-8P 0,575+ 0,014 0,145 + 0,011

Os dados referentes aos grupos carboxilicos sdo compativeis com os obtidos para a
variacdo da pressao de O, em &gua, no qual aumentando a pressdo de O, para 4 atm, ocorre
um aumento de 109 % e uma diminuicdo de 6 % em relacdo aos grupos COOH e COO,
respectivamente. De maneira semelhante a variagdo de pressdo para a sintese em meio
aquoso, 0 aumento da pressdo para 8 atm em meio organico ocasiona uma diminui¢do de
24 % e um aumento de quase 190 % desses mesmos grupos comparando com DMel-4P.
Conforme foi apresentado na secdo 2.1, o aquecimento da sintese da melanina em DMSO

provoca uma diminuigdo de monémeros DHICA (PIACENTI-SILVA et al., 2014a). Assim, a
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diminuicdo de 7 % e 17 % dos grupos COOH e COQ", nesta ordem, observadas comparando
DMel e DMel-T esta dentro do esperado.

A analise para o nicleo de *C da DMSO-Melanina é apresentado na Figura 22. Para
auxiliar na identificacdo das bandas dos espectros, foi utilizada a simulacdo do software
ChemDraw Ultra 12.0. Diante disto, séo atribuidos aos sinais observados:

— em 40,8 ppm e 42,6 ppm ao carbono do grupo sulfonado. A diferenca na posi¢édo
deste sinal provavelmente se deve as regides quimicas vizinhas que sdo distintas
para cada hidroxila sulfonada (Figura 2);

— entre 112 e 152 ppm aos carbonos aromaticos da estrutura indolica, e;

— em 167 ppm ao carbono do grupo acido;

Por fim, o intenso sinal na regido de 40 ppm corresponde ao sinal de DMSO residual da
sintese e ao solvente DMSO-ds utilizando durante o experimento (GOTTBLIEB; KOTLYAR,;

NUDELMAN, 1997).

Figura 22 - *C RMN para melanina sintetizada em DMSO.
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Na Tabela 10 sdo apresentadas as areas dos sinais referentes a sulfonacdo da hidroxila
fenolica e do grupo &cido, ambos normalizados pela somatoria das areas dos sinais do

espectro referente aos carbonos aromaticos (90-160 ppm) de cada amostra.

Tabela 10 - Intesidade dos sinais de *C RMN normalizada pela regi&o dos carbonos

aromaticos.
Amostra (chr']il) COOH
Sinal (ppm) 40,84 £0,00 42,56+0,00 167,78 +0,02
DMel 2,480 0,150 0,081
DMel-T 2,160 0,280 0,079
DMel-4P 1,480 0,900 0,110
DMel-8P 7,950 1,070 0,102

Ao analisar os dados da Tabela 10, € possivel verificar algumas relagcdes. Em primeiro,
percebesse que pelo sinal em 42,56 ppm, que a sulfonacdo da oxigénio da hidroxila fendlica
aumenta independente da modificacdo sintética efetuada, contudo nenhuma relacdo é
observada para o sinal em 40,84 ppm. O sinal referente ao grupo carboxilico (167,78 ppm)
diminui 2 % comparando DMel e DMel-T. Além disso, comparando DMel e DMel-4P é
observado que o sinal da carboxila aumenta 36 %, enquanto que aumento a pressdo de 4 atm
para 8 atm, o mesmo sinal diminui 7 %. Note que os resultados obtidos de **C RMN das
melaninas sintetizadas em DMSO com relagéo a propor¢cdo DHICA/DHI estéo de acordo com
o discutido anteriormente com o espectro de FTIR e para as melaninas sintetizadas em agua.

Note que a regido aromatica do espectro de *C RMN também é modificada quando se
utiliza O, como agente oxidante no lugar do peréxido de benzoila do processo tradicional.
Essa diferenca obtida poderia ser ocasionada levando em consideracdo que o oxigénio € um
consumido em todo o processo de melanogénese, tornando-o um reagente da sintese,

enquanto que o peroxido é um iniciador radicalar no procedimento da sintese da melanina.
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5.2.4. Modificagdes na sintese tradicional da melanina em DMSO

A fim de verificar o mecanismo sintético da sintese de melanina em DMSO com a
pressdo de oxigénio, duas modificacbes sintéticas foram efetuadas na sintese tradicional
(DMel). De acordo com o que foi visto na se¢do 3.2 a primeira modificacdo sintética realizada
foi analisar o efeito da auséncia do peroxido de benzoila na sintese (DMel-S). A segunda
alteracdo proposta, visa entender o que aconteceria com a sintese borbulhando ar atmosférico
na reacdo da DMel sem o peroxido (DMel-O).

O processo de oxidacdo da L-DOPA resulta em um processo que Vvaria de
claro/transparente até marrom/preto em um pequeno intervalo de tempo e permanece com a
coloracdo escura até o final da reacdo. Conforme pode ser observado na Figura 23(a) e
Figura 23(b) ambas as modificacdes sintéticas mesmo apds quatro dias ndo apresentam uma
coloracdo escura o que indica que na auséncia do peréxido de benzoila o processo de

oxidacdo é bastante lento.

Figura 23 - Solucéo de L-DOPA evoluindo com o tempo para (a) DMel-S e (b) DMel-O.
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O processo sintético também foi acompanhado por absorbancia em intervalos de tempo
regulares por 4 dias. Conforme pode ser observado na Figura 24, seguindo o procedimento de
(PIACENTI-SILVA et al., 2014a) para Aaps = 445 nm. A absorbancia aumenta com o passar
do tempo de maneira similar ao obtido nas outras sinteses. Contudo, a intensidade de absorcao

é inferior comparada ao processo tradicional, sugerindo que neste caso 0 processo sintético

serd mais lento.

Figura 24 - Absorbancia em 445 nm para DMel-S e DMel-O em fungéo do tempo de sintese.
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Em decorréncia da pouca variacdo da absorbancia das amostras neste periodo de tempo
da reacdo, a sintese foi interrompida antes de sua finalizacdo e o material extraido foi
caracterizado por FTIR e *C RMN. Devido & interrupgdo prematura do processo sintético,
apenas analises qualitativas serdo realizadas para estas duas amostras.

Conforme pode ser observado na Figura 25, o espectro de FTIR é similar ao obtido para

as demais amostras (Figura 20), o que sugere que um material com estruturas semelhantes, ou
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seja, estruturas inddlicas sulfonadas possam ter sido formadas nos diferentes procedimentos

realizados.
Figura 25 - Espectro de FTIR para a DMel-S e DMel-O.
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Na Figura 26 observa-se o espectro de *C RMN para DMel-O. Nesta figura, verifica-se
um sinal em 40,53 ppm e em 42,56 ppm referentes aos carbonos do grupo sulfonado. Além
disso, também € observado dois largos sinais centrados em 115,71 ppm e 145,52 ppm
referentes aos protons dos anéis aromaticos. Nenhum sinal, contudo, referente ao grupo do
acido carboxilico é visto. O interessante dos dois sinais da regido aromatica é que ambos sdo
equivalentes ao observado em DMel-4P e DMel-8P, Figura 22, indicando que o excesso de
oxigénio no meio sintético é o responsdvel pela mudanga no processo de polimerizacdo
observado na secdo 5.2.3. A mesma caracterizagdo foi realizada para DMel-S, porém de
maneira semelhante as H,O-Melanina em D,0, nenhum sinal na regido aromatica foi obtido,

0 que inviabiliza a analise do espectro.
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Figura 26 - **C RMN para DMel-O.
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5.3.  Mecanismo reacional

As diferencas estruturais observadas entre a sintese tradicional e a sintese utilizando 4
atm de pressdo de O, sdo decorrentes da maior disponibilidade do oxigénio no ultimo. Assim,
supde-se que 0 oxigénio em excesso e a pressdo favorecem a producdo de um polimero com
maior quantidade do monémero de DHICA, de maneira semelhante ao observado no meio
bioldgico.

No processo sintético descrito aqui, a oxidacdo da L-DOPA na fase aquosa necessita de
um meio alcalino (fornecido por NH,OH) somado a inerente capacidade de auto-oxidacdo da
L-DOPA. De fato, conforme descrito anteriormente, a reacdo acontece bastante lentamente na
auséncia do NH4OH, pois 0 meio alcalino é necessario para desprotonar os alcodis primarios,
levando a ciclizacdo e formagdo do dopacromo que, apds uma série de etapas oxidativas,

forma os mondémeros DHI e DHICA.
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In vitro, o dopacromo sofre espontanea descarboxilacdo para formar uma melanina rica
em estruturas DHI e seus derivados (PANZELLA et al., 2013). Consequentemente, CO, &
liberado aumentando a pressao do sistema. Assim, com 0 aumento da pressdo de oxigénio,
uma maior atividade oxidativa é esperada a partir da transferéncia de massa da fase de vapor
do O, para a fase aquosa, liberando ainda mais CO,.

Pelo principio de Le Chatelier, uma alteracdo no equilibrio quimico faz com que a
reacdo seja deslocada no sentido de minimizar os efeitos causados pela perturbacéo
(BRUICE, 2005; SKOOG et al., 2006). Portanto, se a pressao total do sistema for aumentada,
0 sistema tendera a reduzir esse efeito e o equilibrio sera deslocado no sentido a diminuir a
pressdo. Deste modo, ao utilizarmos pressdo de O, a reacdo de descarboxilacdo do
dopacromo sera impedida visando diminuir a pressdo do sistema e como consequéncia
aumentara a quantidade de monémeros carboxilados como a DHICA.

Considerando que o perdxido de hidrogénio pode ser obtido durante a sintese in vivo e
in vitro da melanina (JOLLEY et al., 1974; NOFSINGER; LIU; SIMON, 2002;
YAMAZAKI; MORIOKA; ITOH, 2004; MASTORE; KOHLER; NAPPI, 2005; MUNOZ-
MUNOZ et al., 2009), sua formacéo é esperada neste processo sintético. No meio biolégico, o
peroxido € decomposto, através da catalase, pela enzima tirosinase em resposta ao stress
oxidativo gerado (JOLLEY et al., 1974). Por outro lado, na auséncia da enzima, séo obtidos
maiores propor¢des de DHI no meio reacional sugerindo que a presen¢a de H,O, pode ser
responsavel pela clivagem da ligacdo C-C gerando CO, (WOOD et al., 2004; KETCHIE et
al., 2007; KETCHIE; MURAYAMA,; DAVIS, 2007; MUNOZ-MUNOZ et al., 2009). Assim
propomos que durante a sintese tradicional a presenca do perdxido de hidrogénio ira ocasionar
uma maior clivagem C-C do grupo carboxilico para formacdo de CO,, gerando uma maior

razdo DHI/DHICA.
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Assumindo que a sintese da HMel-4P(4) é similar a HMel(4), ao utilizar 4 atm de
pressdo de oxigénio a taxa de oxidacdo da L-DOPA sera maior, aumentando a decomposicao
do H,0, para formacdo de O, e H,O no meio reacional o que favorecera ainda mais o
processo de oxidacdo devido a maior concentracdo de oxigénio dissolvido no meio reacional
(KETCHIE; MURAYAMA,; DAVIS, 2007). Além disso, 0 aumento da taxa de decomposicao
do perdxido numa solucdo rica em oxigénio, os produtos da reacdo de auto-oxidacdo sdo
alterados, o que proporciona uma menor clivagem do grupo carboxilico, diminuindo a
producdo de CO, e aumentando a razdo DHICA/DHI.

O derivado da melanina obtido em solvente organico apresenta o comportamento
semelhante ao obtido em agua em relacdo a proporcdo DHICA/DHI e ao favorecimento da
velocidade de reacdo. Diante disto, podemos considerar que o processo de oxidacdo da
L-DOPA em DMSO seja semelhante ao em agua. A principal diferenca é a funcionalizacéo
com grupo sulfonado no material sintetizado com o solvente organico.

Sabe-se que durante a oxidacdo da L-DOPA, neste caso favorecida pelo ambiente
altamente oxidativo decorrente do oxigénio molecular e meio alcalino ocasionado pelo
DMSO, (GRAHAM et al., 1978; KRUK et al., 1999; QU; KIRSCHENBAUM; BORISH,
2000) e durante o processo de decomposicdo do peréxido de hidrogénio (WU;
MURUGANANDHAM; CHEN, 2007; POYATOS et al., 2010) existird a formacdo de
radicais hidroxilas. Além disso, diversos estudos tém mostrado que o DMSO na presenca
destes radicais sofre oxidacdo para formacéo do acido metanosulfénico (SIRENSEN et al.,
1996; BARDOUKI et al., 2002; KUKUI et al., 2003; LEE; LEE; YOON, 2004, 2006;
CHOBAN; YURCHUK; LYAVINETS, 2008). Assim, este subproduto pode participar do
processo sintético da melanina com pressdao de O, e ser o responsavel pela presenca das
estruturas sulfonadas que foram observadas através das técnicas FTIR e *H e **C RMN, secdo

5.2.3. O &cido metanosulfonico pode proteger os &tomos de oxigénios fenolicos (TEASDALE
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et al., 2010) e/ou nitrogénio (LUCA et al., 2008) dos monémeros DHI e DHICA de tal forma
que seria obtido um produto semelhante ao que é observado durante o processo tradicional
com o perdxido de benzoila (Figura 2).

Os resultados apresentados também indicam que o aumento da pressdo de O, induz a
um aumento da velocidade de reacdo, obtendo um polimero com baixa intensidade de grupos
carboxilicos. Essa caracteristica € semelhante ao obtido com o aquecimento da sintese de
DMel (PIACENTI-SILVA et al., 2014a) e os resultados aqui apresentados (secdo 5.2.3).
Diante disto, podemos assumir que o aumento da pressdo de O, também induz a
descarboxilacdo da DHICA (sulfonada ou ndo) para formacdo da DHI (sulfonada ou nao),
seguindo o Esquema 4. E pertinente dizer que DHI é um mondmero mais reativo que DHICA
devido a posicdo 2 ser uma posicdo favoravel para dimerizacdo e polimerizacdo via reacdo
radicalar (TRAN; POWELL; MEREDITH, 2006; ARZILLO et al., 2012), o que conseguiria

explicar a diminui¢cdo no tempo de sintese.

Esquema 4 - Descarboxilacdo do derivado da DHICA devido a variacdo de pressao de O,. Se
R: = R, = H temos H,O-Melanina, se ndo, DMSO-Melanina.

O o) @)
- ~
Ry | A\ AP(O))>0 Ry m +  CO,
N -

H, H
Derivado de DHICA Derivado de DHI
R] =H ou 802CH3 R2 =H ou SOzCH:},

O processo de descarboxilagcdo esta associado a possiveis mudangas Nno processo
cinético e termodindmico da reacdo que ainda ndo sdo totalmente compreendidos. Contudo,
uma possivel explicacdo poderia ser decorrente da presenca de H,O, no meio reacional.
Anteriormente, n6s supomos que 0 aumento da pressao aumenta a taxa de decomposicdo do

peroxido o que favorece a formacdo de uma maior proporcdo de DHICA/DHI. Entretanto,
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pelo principio de Le Chatelier, este processo de decomposicao seria impedido, visto que a
formacéo de H,O e O, iria aumentar a pressao do sistema. Diante disso é possivel que dois
processos distintos baseados no principio de Le Chatelier irdo ocorrer durante a sintese da
melanina com pressdo de O, em duas etapas diferentes: descarboxilacdo do dopacromo e
decomposicdo do H,0,. Quando utilizamos 4 atm de pressdo de O,, podemos propor que
existe um equilibrio entre estes dois processos de tal forma que é obtido uma maior razédo
DHICA/DHI. Por outro lado, ao aumentar a pressdao do sistema este equilibrio é perturbado
aumentando quantidade de perdxido no meio reacional. Por consequéncia, maior clivagem da
ligacdo C-C do grupo &cido ird ocorrer aumentando a formacdo de mondmeros DHI e
diminuindo a proporcdo DHICA/DHI.

E interessante destacar que apesar da diminuicdo de compostos carboxilados com o
aumento da pressao de O, de 4 atm para 6 ou 8 atm, tais amostras ainda apresentam uma
razdo DHICA/DHI maior que o material obtido através da sintese tradicional, o que pode
ocasionar propriedades notaveis no material. Enquanto melaninas ricas em DHICA
apresentam maior capacidade quelante e oxidante, a presenca do &cido carboxilico em maior
concentracdo na estrutura polimérica pode melhorar a ancoragem do pigmento em diferentes
substratos para aplicacGes em eletrdnica organica, além de poder melhor sua condutividade
protdnica (ORDINARIO et al., 2014). Por fim, a maior solubilidade dos derivados solUveis da
melanina é um pré-requisito para a formacéao de filmes finos de melanina com boa qualidade,
como ja observado nas melaninas sintetizadas tradicionalmente em DMSO (DA SILVA et al.,

2004; DEZIDERIO et al., 2004; LORITE et al., 2006; WUNSCHE et al., 2013a, 2013b).
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6. CONCLUSOES

Neste estudo, uma nova rota sintética foi proposta buscando obter derivados sollveis de

melanina a partir da oxidacdo da L-DOPA usando oxigénio molecular. Diferentes técnicas de

caracterizacdes opto-estruturais foram utilizadas visando elucidar a estrutura quimica dos

materiais formados.

Ao utilizar alta pressao de oxigénio molecular algumas caracteristicas sdo observadas:

i)

i)

o0 tempo reacional diminui 45 horas em agua e 54 dias em DMSO comparando
0 material obtido pela rota tradicional e com 8 atm de pressédo de Oy;

ambos procedimentos proporcionam uma razao DHICA/DHI maior
comparando a tradicional e 4 atm, porém o aumento da pressao de 4 para 8 atm
favorece a descarboxilacdo do material;

o material obtido em ambiente aquoso é sollvel em &gua, enquanto que em

solvente organico em DMSO, DMF e NMP.

O aumento da quantidade de funcgdes carboxilas no polimero é interessante, pois, além

de ser uma caracteristica do pigmento natural, estes grupos estdo ligados as propriedades

quelantes, oxidantes e também da conducéo ibnica na melanina. Um mecanismo reacional foi

proposto baseado decomposicéo do H,O, induzido pela presenca do oxigénio.

A solubilidade dos derivados obtidos através desta abordagem é bastante atrativa do

ponto de vista tecnologico uma vez que esta caracteristica facilita a aplicacdo de filmes finos

para (bio)eletronica organica.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Visando complementar o estudo estrutural das amostras sintetizadas, medidas de XPS,
espectroscopia de massa, espalhamento dinamico de luz e potencial zeta, cromatografia por
exclusdo por tamanho e analise térmica ja estdo sendo realizadas, porém até a finalizacao
deste texto, nenhum resultado havia sido recebido.

Tendo em vista os resultados apresentados, algumas questdes podem ser levantadas de
modo a sugerir trabalhos futuros. Em um primeiro momento, o peréxido de hidrogénio
formado/consumido durante a sintese varia conforme o mecanismo propde? Além disso,
considerando as diferencas obtidas na regido aromatica dos espectros de RMN para as
DMSO-Melaninas, qual seria a influéncia dessas varia¢fes na seletividade oligomérica e na
organizacdo final da macromolécula? Conforme discutido anteriormente, a melanina pode ser
obtida a partir de diversos precursores. Assim, o procedimento sintético aqui proposto poderia
ser aplicado para os demais precursores como dopamina ou catecol?

Sabe-se também que as propriedades bioguimicas da melanina sdo dependentes da
propor¢cdo DHICA/DHI. Com o aumento desta proporcdo nos derivados obtidos, espera-se
que apresentem uma maior capacidade quelante e anti-oxidante. Contudo, no caso da
DMSO-Melanina, qual seria a influéncia dos grupos sulfonados nestas propriedades?

Tendo em vista que este trabalho é motivado para uma possivel aplicagdo dos derivados
de melanina sollveis na eletronica organica e, em especial, na bioeletronica, o crescimento e
morfologia dos filmes finos serdo modificados pelas diferentes razées DHICA/DHI e
funcionalizagdo com os grupos sulfonados? Qual serd& o comportamento elétrico das
amostras? Ou, a presenca do grupo sulfonados na DMSO-Melaninas e a maior propor¢édo de
estruturas carboxiladas influenciardo a condutividade proténica? Os materiais obtidos sédo

biocompativeis e biodegradaveis?
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APENDICES

APENDICE A - Tripla emissdo da melanina sintetizada em DMSO com presséo de O,

Como apresentado durante o desenvolvimento deste estudo, a alta pressédo no reator foi
alcancada devido a injecdo de gas oxigénio, que também atua como agente oxidante. No caso
da sintese em DMSO, tanto a sintese tradicional quanto a aquecida utilizavam, como agente
oxidante, o peréxido de benzoila. Na sintese com 4 atm de pressdo de O, o peroxido foi
substituido pelo oxigénio molecular, o que torna a reacdo em DMSO mais limpa, devido a
auséncia de subprodutos derivados do peroxido de benzoila. Assim, apenas a evaporacao do
solvente seria suficiente para extracdo da amostra. Durante as primeiras caracterizagoes
estruturais realizadas, os resultados obtidos foram semelhantes ao que era observado para as
outras amostras em DMSO, contudo, 0 espectro de emissdo com excitacdo (Aex) em 270 nm
para tal amostra foi diferente aos demais. Por simplicidade, chamarei este derivado com 4 atm
de pressdo de O, com apenas evaporacdo do solvente no processo de extracdo de DMel-E.

Como se observa na Figura Al, DMel-E, além de apresentar uma emissdo maior em
uma ordem de grandeza, ainda apresenta 3 picos de emissdo (em 346, 470 e 667 nm)
diferentemente das outras amostras. O intrigante neste caso foi o fato da amostra apresentar
uma emissdo no ultravioleta proximo (346 nm) e também no vermelho (667 nm), ao contrario
do esperado na emissdo da melanina, geralmente na regido entre azul e verde. Além disso, por
mais gue ja houvesse alguns trabalhos que mostravam que a melanina pudesse apresentar um
largo pico de emissdo composto de duas (as vezes, trés) emissdes diferentes (GALLAS;
EISNER, 1987; BOULTON et al., 1990; FOREST et al., 2000; PERNA et al., 2009;

HUIJSER et al., 2010, 2012), seria a primeira vez que trés picos separados e em regides
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distintas do espectro eram obtidos. Diante disso, grande esfor¢o foi colocado para tentar

entender qual regido da estrutura quimica da DMel-E era responsavel por tal caracteristica.

Figura Al — Espectro de emissdo da DMel, DMel-T e DMel-E com Agx = 270 nm
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Uma emissdo dupla em estruturas semelhantes & DHICA (acido indol-2-carboxilico e
acido indol-5-carboxilico) foi atribuida ao equilibrio entre os estados excitados de espécies
zwitterion e neutras, na qual a formacéo da primeira, provavelmente, decorre da protonacao
do nitrogénio inddlico (BANGAL; CHAKRAVORTI, 1999). Além disso, a partir de um
anadlogo deuterado do mondmero DHICA, foi observado um aumento na intensidade de
emissdo, sugerindo que a deuteragcdo pudesse diminuir a frequéncia dos modos vibracionais
do solvente e da estrutura DHICA (HUIJSER et al.,, 2010). Diante disso, Huijser e
colaboradores propuseram que a emissdo no UV fosse consequéncia do anion carboxilato,
enguanto que na regido do visivel pudesse referir aos estados neutros.

Como as caracterizacgOes estruturas das amostras mostravam que DMel-E era similar a

DMel e DMel-T e, considerando que o modelo estrutural propunha a existéncia de um
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mondmero N-sulfonado e N-metilado (Figura 2), a proposta inicial para explicar tal
caracteristica emissiva também era consequéncia da protonacdo deste nitrogénio. Além disso,
a presenca dos grupos sulfonados na estrutura talvez fosse suficiente para fornecer um
decaimento néo radiativo menos eficiente, de maneira similar a deuteracdo da DHICA.

Para testar a ideia de que a transferéncia de protons pudesse estar acontecer com a
amostra, foi adicionado um pouco de NH;OH na solucdo variando de 3 a 9 pL. Devido a
afinidade maior do hidréxido com protons, esperariamos uma queda na emissdo UV da
amostra. Como podemos ver na Figura A2, a seguir, tal fato realmente acontece. Tanto a
emissdo no UV quanto no vermelho sofrem um quenching, enquanto que em 491 nm a
emissdo sofre um enhancement. Tal fato corrobora com a ideia de que uma transferéncia de

prétons.

Figura A2 — Espectro de emissdo da DMel-E com 0, 3, 6 e 9 uL de NH,OH
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Sabe-se que a DMel libera os grupos sulfonados das hidroxilas fenélicas (BRONZE-

UHLE et al., 2013). Assim 0 aumento na emissao na regido visivel poderia ser consequéncia
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de alguma modificacédo estrutural nesta parte da molécula. Tentando comprovar tal influéncia
na molécula, foi estudada a variacdo da emissdo durante um determinado periodo de tempo,
Figura A3. Como pode ser observado na Figura A3(a), na auséncia do hidroxido de amonio
ndo ocorrem mudancgas no espectro. Por outro lado, quando adiciona-se 3 pL, Figura A3(b),
notamos que o sinal em 491 nm vai diminuindo com o tempo. Mesmo o NH;OH sendo uma
base fraca, acreditamos que quando concentrada, como no caso do estudo, pode liberar os
grupos sulfonados da estrutura. Diante disso, foi assumido que a diminuicao do sinal poderia
ser consequéncia da diminuicao de grupos sulfonados na estrutura com o passar do tempo.

Levando em consideracdo a importancia do nitrogénio para a emissao no UV, uma
analise estrutural mais profunda nesta regido foi necessaria. Para tal, duas caracterizacbes
estruturais foram realizadas para as trés amostras (DMel, DMel-T e DMel-E): °N RMN e
XPS para o nacleo de Nys.

A partir do espectro de NMR de *H-"N, pouca informacdo foi adquirida. Obtivemos,
apenas para DMel-E, um sinal perto de 23 ppm o qual pode ser atribuido a presenca de
alguma estrutura do tipo N*. Ja as medidas de XPS, como pode ser observado na Figura A4,
estavam de acordo com o encontrado na literatura (CLARK et al., 1990; BERNSMANN et
al., 2009). Conforme se percebe, duas contribuicdes atribuidas a -NH- e -N= estdo presentes
nas trés amostras, enquanto a contribuigdo -NH, pode ser vista apenas para DMel-E. Segundo
Clark et al (CLARK et al., 1990), o sinal centrado em 401 eV referente ao grupo amina (NH>)
também pode ser atribuido a presenca de N na amostra. Portanto, considerando que a L-
DOPA pode existir numa estrutura neutra ou protonada, atribuimos que este sinal refere-se a

presenca do reagente como impureza na amostra apds o processo de extracao.
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Figura A3 - Espectro de emissdo com excitacdo em 300 nm para DMel-E variando no tempo
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Figura A4 — Sinal de XPS do nucleo de N;s da DMel-E em comparacdo com DMel e
DMel-T.
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Diante da suposic¢do anterior, obtivemos o espectro de emissdo da L-DOPA em DMSO
com excitacdo em 300 nm. Como observado na Figura A5, o espectro obtido apresenta os
dois picos externos novos da DMel-E, o que leva a crer que o processo de evaporacdo nao é
suficiente para purificar a amostra.

Por fim, para verificar a presenca da impureza de L-DOPA, foi adicionado 1 mL de
acetonitrila em 5 mg da amostra DMel-E e foi deixado em vigorosa agita¢cdo por 2 horas.
Apos este tempo, considerando a insolubilidade da melanina no solvente, a solucéo ficou em
repouso e apos a decantacdo da amostra, o sobrenadante foi removido. Este procedimento foi
repetido duas vezes. ApOs esta etapa, amostra foi novamente seca em estufa a 90°C e
dissolvida em DMSO para que fosse medido seu espectro de emissdo. Como a L-DOPA ¢
soltvel em acetonitrila, esperava-se que parte dela estivesse dissolvida no sobrenadante que
foi retirado e assim ocorresse um guenching na emissao. Essa diminuicdo da intensidade de
emissdo da DMel-E no UV e vermelho é observada, como pode visto na Figura A6, o que

indica que realmente existe a presenca de impurezas na amostra.
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Figura A5 — Espectro de emissdo da L-DOPA em DMSO em Agx = 300 nm
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Contudo, a partir de tal procedimento, ainda ndo poderia ser descartado que DMel-E
apresentasse alguma modificacdo estrutural que fosse responsavel pelo sinal de emissao
remanescente ou se ele ainda era sinal de impurezas da L-DOPA. Diante disto, um segundo
experimento foi realizado. Neste ultimo experimento, uma nova sintese foi feita e, ao invés de
apenas evaporar o solvente, todo o procedimento de extragdo utilizado para DMel e DMel-T
(vide topico 3.2) foi realizado. Como pode ser também observado na Figura A6, a emissao no
UV e vermelho foram eliminados, confirmando que o sinal triplo obtido era, na verdade,
apenas impurezas do reagente utilizado e que o sinal de emissdo da melanina sintetizada em

DMSO também ¢ obtido na regido entre azul e verde do espectro eletromagnético.
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Figura A6 — Espectro de emissdo da DMel-E com excitacdo em 300 nm apds diferentes
tipos de purificacao
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Procedimento experimental:

RMN de "H- *°N:

A medida de NMR de 'H-"N foram realizadas em solucdo de 75 mg/mL para as
amostras de DMSO-Melanina no aparelho BRUKER AV |1l HD 400 MHz, pelo pesquisador
Dr. Daniel Rentsch no Laboratério Federal de Ciéncia e Tecnologia de Materiais da Suica

(EMPA).

XPS:

As medidas de XPS das DMSO-Melaninas foram realizadas na forma de filmes finos.
As amostras foram dissolvidas em DMSO para obter uma solu¢do de 15 mg/mL que foi
mantida em agitacdo por 30 minutos e filtrada para posteriormente ser spin-coated sobre o
substrato de ITO a 4000 rpm durante 30 s. As medidas foram realizadas em um equipamento

ESCALAB 250 Xi da Thermo Scientific, com fonte monocromatica de AlKa
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(hv = 1486,7 V) e tamanho de feixe de 650 micrometros. As propor¢des atomicas ¢ fittings
foram calculadas de maneira semelhante ao descrito anteriormente para o nucleo de Nis. Os
espectros foram obtidos pela prof. Dra. Maria Luiza Rocco no Instituto de Quimica da

Universidade de Federal do Rio de Janeiro.

Fotoluminescéncia:

Para realizacdo das medidas de fotoluminescéncia, primeiramente foram feitas solucbes
estoque de 5 mg/mL paras as diferentes amostras de DMSO-Melanina. Estas solu¢fes foram
postas em agitacdo por 1 hora visando melhor diluicdo e foi posteriormente filtrada com uma
membrana de celulose ndo estéril de 0,2 um de poro. Por fim, 50 pL da solucdo estoque
foram diluidas em 3 mL de DMSO. As medias foram realizadas com uma cubeta de quartzo

utilizando um espectrofotdmetro de fluorescéncia modelo Cary Eclipse da marca Varian.
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APENDICE B - Sintese eletroquimica da melanina em TiO,

Devido ao aumento crescente na demanda por energia, existe um grande interesse por
fontes alternativas de energia. Entre as mais variadas possiveis, o sol tem atraido bastante
atencdo por causa de seu potencial como uma fonte de energia limpa e abundante.

O campo de conversdo de energia solar é bastante diverso e abundante, possuindo
muitos materiais e dispositivos para converter a radiacao solar em eletricidade. Dentre eles, as
células solares sensibilizadas por corantes (dye sensitized solar cell, DSSC, no inglés) sdo
uma alternativa técnica e economicamente viaveis para dispositivos fotovoltaicos,
comparados as células solares de silicio.

As DSSC sdo ceélulas solares hibridas, ou seja, combinam materiais organicos (corantes)
com nanoparticulas inorganicas. Conforme apresentado na Figura B1, elas sdo compostas por
duas superficies condutoras (ITO ou FTO), na qual, em uma dela é depositado um filme
poroso de 6xido semicondutor nanocristalino (TiO,, ZnO) que sera recoberto por um corante e
na outra superficie, um catalizador (platina ou carbono) é depositado. Entre estes dois
eletrodos, adiciona-se um eletrélito liquido ou em gel (geralmente o par redox iodo/iodeto).
Nestes dispositivos, o foton de luz é absorvido pelo corante gerando um fotoelétron que é
injetado na banda de conducdo do semicondutor. Por difusdo, o elétron chega ao anodo e
passa por um circuito até o catodo. Neste momento, o catalisador possibilita as reacdes de
reducdo do eletrolito e a molécula oxidada do corante é reduzida ao estado original atraves de
um par redox do eletrdlito (CHAWALA; TRIPATHI, 2015; SHALINI et al., 2015;

SUGATHAN; JOHN; SUDHAKAR, 2015; SUN; LIANG; CHEN, 2015; WU et al., 2015).



Figura B1 - Representacao da estrutura basica de uma DSSC.
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Como o material organico € responsavel por absorver o féton e transforma-lo em

energia elétrica, grande esforco tem sido realizado para conseguir um corente eficiente para as

DSSCs. Entre as caracteristicas necessarias para um bom corante,

(SUGATHAN; JOHN; SUDHAKAR, 2015):

podemos citar

i. boa aderéncia na superficie do 6xido visando garantir a injecdo do elétron na

banda de conduc¢édo do mesmo;

ii. LUMO maior que a banda de conducéo do 6xido para garantir uma boa injecao

de elétron.

iii. HOMO menor que sua taxa de condugdo de buraco para obter uma maior

eficiéncia no processo de regeneracéo, €;

Iv. alta absorc¢éo da luz do UV-Vis-NIF para conseguir ter uma melhor eficiéncia no

processo de absorc¢éo da luz solar.
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Entre a vasta gama de corantes ja testados, materiais que apresentam metais de transicao
(como os complexos de Osmio, rénio e ruténio) geralmente apresentam as melhores
eficiéncias nas DSSC (CHAWALA,; TRIPATHI, 2015). Contudo, tais metais de transicdo sdo
limitados em quantidade, sdo caros, poluentes e suas sinteses sao complicadas, fazendo com
que surja a necessidade de alternativas para substitui-los (CHAWALA; TRIPATHI, 2015).
Devido ao baixo custo sintético, eficiéncia, viabilidade, toxidade e biodegradabilidade,
corantes naturais que pode ser encontrados por toda a flora estdo sendo extensivamente
investigados como uma forma de substituicdo dos corantes organo-metalicos nas DSSCs (LAl
etal., 2008; FURUKAWA et al., 2009; BURKE; LIPOMI, 2013; SHALINI et al., 2015).

Diante disto, as melaninas surgem como um material bastante interessante para atuar
como sensibilizante, devido a presenca de grupos funcionais em suas estruturas que podem
servir como grupos ancoradores aos 6xidos, tais como as hidroxilas e carboxilas. Além disso,
as melaninas possuem ampla faixa de absorcdo do espectro eletromagnético desde o UV até
IF e por ser quimicamente estaveis em &gua ou atmosfera ambiente. Contudo, mesmo com as
vantagens, as melaninas sintetizadas tradicionalmente podem formar agregados, o que limita
seu contato com o Oxido. Ainda, é possivel que o fotoelétron formado ndo difunda
completamente até os poros do 6xido devido ao alto numero de defeito em sua estrutura a
tornando mais um filtro 6ptico do que um corante sensibilizador (MEREDITH et al., 2005).
Assim, sintetizar a melanina diretamente sobre a superficie oxida poderia ser uma alternativa
para atingir uma melhor injecao eletronica da melanina no 6xido condutor.

Portanto, a ideia inicial de sintetizar melanina diretamente no TiO; a partir de métodos
eletroquimicos visava uma reacdo de polimerizacdo controlada e com morfologia e espessura
especificas de tal forma a obter valores de eficiéncia comparaveis aos corantes naturais. A
utilizacdo de procedimentos eletroquimicos tem atraido cada vez mais a atencdo de quimicos

sintéticos uma vez que podem cumprir 0s requisitos necessarios da Quimica Verde e serem de
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interesse industrial (SPERRY; WRIGHT, 2006; FRONTANA-URIBE et al., 2010). Além
disto, através de métodos eletroquimicos geralmente se obtém uma estrutura com maior
regularidade e maior potencial redox (GIDANIAN; FARMER, 2002).

E importante mencionar que as sinteses eletroquimicas realizadas foram baseadas no
trabalho de SUBIANTO, WILL e MEREDITH (2005). Assim, este estudo considerado
encerrado prematuramente ap6s encontrarmos uma patente dos mesmos com o procedimento
eletroquimico (Numero de publicacdo: WO 2005026216 Al). Por fim, destaco que este
trabalho foi realizado em colaboracdo com Mirko Congiu, aluno de doutorado do prof. Carlos

Graeff. A seguir descrevo os resultados preliminares obtidos.

Procedimento experimental:

Os reagentes utilizados foram obtidos da Sigma-Aldrich e usados sem maiores
purificacbes. A sintese eletroquimica foi realizada usando um potenciostato ECO CHEMIE
PGSTAT 202, numa configuracdo de dois eletrodos, e foi baseada nos procedimentos de
SUBIANTO et al., 2005.

0,05 M de L-DOPA e 0,1 M de KCI foram dissolvidos em 15,0 mL de uma solugéo
tampéo fosfato-salino (PBS), pH 7,2. O anodo na configuracdo de dois eletrodos era um filme
de 0,25 cm? de TiO, depositado em FTO pelo método de screen-printing e o catodo utilizado
foi um fio de cobre, ambos separados por uma distancia de 2,0 cm. Durante o processo de
polimerizacéo, foi utilizada uma ddp de 1,4 V.

Dois procedimentos foram realizados para polimerizacdo: o primeiro utilizava corrente
continua por 1h e o segundo 100 pulsos de corrente de mesma intensidade, sendo 10 s com e
10 s sem corrente. Todas as reacdes de polimerizacdo foram feitas em atmosfera ambiente e

ndo houve a formacéo de gas na solugdo. O filme resultante foi lavado por imersdo em agua
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MiliQ e seco no ar atmosférico. A melanina formada através da sintese em corrente continua

sera chamada de CC e com pulsos de corrente CP.

Resultados e Discussdes

Conforme mencionado, dois tipos de procedimentos da sintese eletroquimica foram
utilizados neste trabalho. A primeira consiste na aplicacdo da corrente elétrica de maneira
continua durante 1 hora, enquanto que no segundo a corrente era aplicada por 10 s seguido de
um intervalo de mesma duracdo com corrente nula.

Para analisar a morfologia dos filmes a partir dos dois procedimentos, medidas de MEV
foram realizadas. As imagens obtidas sdo apresentadas na Figura B2, a seguir. Conforme pode
ser visto, CC possui uma superficie mais homogénea que CP, o que sugere que 0s pulsos
elétricos durante o processo de polimerizacdo ocasionam defeitos mecanicos durante o
processo de crescimento do filme organico. Ademais, também nota-se que sdo obtidos filmes
continuos de melanina, sem a presenca de graos conforme visto para as melaninas naturais ou

quimicamente sintetizada (ZAJAC et al., 1994).
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Figura B2 — Imagens de MEV para as amostras com ampliacdo de 10k vezes: (a) CC e (b)
CP.

Na Figura B3 é mostrado o espectro de absorgdo das melaninas eletrossintetizadas. As
medidas foram realizadas com o aparelho UV-Vis-Spectrophotometers (UVmini-1240) da
Shimadzu, com varredura de 400-1100 nm. Como branco, utilizou-se filme de TiO,
semelhante ao utilizado nas sinteses. Como pode se observar na Figura B3, a absorbancia das
amostras é caracterizada por um espectro de banda larga que aumenta exponencialmente para
o ultravioleta, de maneira semelhante aos obtidos durantes 0s processos sintéticos tradicionais
e com pressao de O,. Esse espectro sugere que mesmo com o procedimento eletroquimico, 0

material obtido apresenta desordem estrutural. A intensa absorcdo obtida para a amostra CC
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comparada com CP pode ser consequéncia de uma maior formacdo da melanina, decorrente

do maior tempo de corrente entre os eletrodos durante o processo sintético.

Figura B3 — Espectro de Absorbancia das melaninas eletrodepositadas.
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Para a verificacdo de possiveis alteracdes estruturais entre as amostras, 0s espectros de
FTIR, Figura A4, foram obtidos utilizando espectrofotdbmetro modelo VERTEX 70 da marca
BRUKER. A regido utilizada para a obtencio das medidas foi de 4000 a 800 cm™ no modo
ATR (Refletancia Total Atenuada) em temperatura ambiente. Como €é possivel ser observado,
0s espectros apresentam um comportamento semelhante, entretanto em CC e CP existe a
presenca de algumas novas bandas na regido em destaque, provavelmente devido a
polimerizagéo da melanina no TiO,.

A ampla banda entre 2500 e 3650 cm™ é associada ao alongamento de ligacBes OH.
Em, 2970 cm™ e 2350 cm™, temos a presenca de agua residual e CO,, respectivamente. Na
regido em destaque, podemos observar a presenca de grupo carbonila (-C=0) € evidente
devido & presenca da banda entre 1728 e 1550 cm™. Além disso, também é possivel observar

a ligacdo C-N ou ligacdo NH curva (1500 cm™), uma vibracdo do anel indélico ou um
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alongamento da ligagdo CNC (1381 cm™), o alongamento da ligagdo C-OH fenélica ou ao OH
do grupo carboxilico (1280 cm™) e uma deformacéo no plano das ligagdes CH (1095 cm™)
(CENTENO; SHAMIR, 2008). Observa-se que as bandas da regido em destaque sdo
praticamente constante, com excecdo das bandas 1630 cm™ e 1095 cm™ que sofreram um
aumento para CP com relacdo a CC. Diante disso, este resultado sugere que 0 processo
pulsado de polimerizacdo ocasiona uma maior proporcdo de mondmeros formadores da

melanina carboxilados ou, pelo menos, menor propor¢do de estruturas na forma reduzidas

(veja Figura 3).
Figura B4 — Espectro de FTIR melaninas eletrodepositadas.
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Os filmes das amostras CC e CP também foram caracterizados pela técnica de XPS de
maneira semelhante ao descrito no Apéndice A. Os espectros foram obtidos pela prof. Dra.
Maria Luiza Rocco no Instituto de Quimica da UFRJ.

Na Figura B5(a) e Figura B5(b) € possivel observar os espectros de XPS dos filmes das

amostras CC e CP, respectivamente, e na Tabela B1 a composicéo atbmica da superficie dos
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filmes em porcentagem. Como o espectro do TiO, ndo é modificado pelos métodos
eletroquimicos utilizados (Figura B6), os valores apresentados estdo normalizados pela

quantidade de titanio (Tizp) presente em cada uma das amostras.

Figura B5— Avaliacdo do espectro de XPS paraa) CC e b) CP

(a)

Ols
CKL
= /4 OKL
< Na 1s
s £
(0]
e]
]
S
1)
c
g
£
T T T T T T T T T T
1200 1000 800 600 400 200 0
Energia de Ligacéao (eV)
Ols
/4
Ti2p
. /
>
E)’ CKL Nals
Q f f OKL
3 f
‘D
o K2p Cls
=
w N§S f Cl2p
T T T T T T T T T T

—
1200 1000 800 600 400 200 0
Energia de ligacao (eV)



| 104

Tabela B1 — Composicao atbmica (em %) da superficie dos filmes CC e CP, normalizado
pela proporc¢éo de Ti.

AmOStra C|2p C]_s K2p N]_s O]_S Na]_s
CC 0,18 7,98 0,02 0,86 4,98 0,34
CP 0,58 1,89 0,50 0,23 2,98 0,35

A partir da analise elementar superficial das amostras, podemos aferir um notavel
aumento da presenca de C, N e O demonstrando o maior aumento da polimerizacdo da
L-DOPA na amostra CC em comparacdo com CP, de maneira semelhante ao observado pelo
espectro de absorbancia na Figura A3. Por outro lado, podemos notar que a quantidade de Cl
e K sofre uma intensa queda enquanto que a concentracdo e Na é praticamente constante em
ambas as amostras.

Sabe-se que a melanina apresenta grande potencial para se ligar a diversos metais,
devido a sua estrutura possuir grupos como aminas, acidos carboxilicos, semiquinonas e
hidroxilas fenolicas (PEZZELLA; WUNSCHE, 2013). Contudo, também ja foi mostrado que
metais como K e Na (e outros metais mais leves) ndo possuem grande afinidade de ligacéo
com o pigmento (PEZZELLA; WUNSCHE, 2013). Levando em consideracdo tais
caracteristicas, € possivel que a presenca dos ions de K, Na e Cl obtidos no espectro de XPS
seja consequéncia, em grande parte, de seu aprisionamento no interior da estrutura polimérica.

Diante disto, podemos pressupor que durante a passagem de corrente no meio reacional,
a polimerizacdo aconteceria paralelamente ao eletrodo de maneira regular, dificultando a
difusdo de tais ions para o interior do filme. Por outro lado, na auséncia de corrente, tal
blindagem cessaria permitindo que os ions se difundam com mais facilidade por entre as
estruturas formadas durante a polimerizacdo. Portanto, durante o processo com corrente
continua, a blindagem atrapalharia a difusdo dos ions pela estrutura limitando a quantidade no
interior da estrutura. Ja no processo com corrente pulsada, tais ions teriam possibilidade de

penetrar na estrutura da melanina quando a corrente fosse nula, ou seja, quando ndao houvesse
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polimerizacdo, isto é, sem blindagem. Neste caso, quando a corrente fosse novamente
aplicada, o filme de melanina voltaria a crescer afastando os ions difundidos da superficie até
0 momento em que a corrente se anulasse mais uma vez, permitindo o fluxo de ions e
formando um ciclo de polimerizacéo e difuséo.

Desta maneira, considerando que a taxa de difusdo € dependente do tamanho da
particula difundida e considerando que o raio i6nico (R) obedece a relacdo Rna < Rk < Ry, €
esperado que exista uma maior proporcdo de Cl e K na amostra CP, do que em CC, mesmo
apos lavagem com agua MiliQ. Como o tamanho do raio iénico do Na € menor que dos outros
dois ions, é possivel que sua difusdo ndo seja limitada pelo processo de blindagem,

proporcionando quantidade semelhante em ambos os filmes.

Figura B6 — Espectro de alta resolucdo de XPS para Tizp das amostras CC e CP. Os
espectros foram normalizados pelo pico de maior intensidade.
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Para analisar a proporcéo de oxigénio nas amostras, o espectro de XPS para o nucleo de
Os5 foi obtido. O espectro € apresentado na Figura B7, enquanto que a analise quantitativa é

apresentada na Tabela B2.
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Figura B7 — Espectro de XPS para o nucleo de Os.
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Tabela B2 - Analise quantitativa obtida a partir do fitting da curva do espectro do ndcleo Oy
normalizados pela porcentagem de TiO, (em 530,0 eV).

Amostra OH C-0/C=0
cC 0,37 0,6
(531.2eV)  (532.7¢eV)
CPp 0,15 0,12

(531.1eV)  (532.4eV)

A partir do fitting da curva do espectro de O35 podemos observar um grande aumento
em CC da intensidade das contribuicdes C-O/C=0 por um fator de 5 e também um aumento
na contribuicdo do grupo OH por um fator de 2,5 comparando com CP. Esse resultado
descreve uma aumento na propor¢do de monémeros em estados oxidados em CP, de maneira
semelhante ao obtido com o espectro de FTIR ou diminui¢do da cadeia carbonica devido a
menor polimerizagdo, conforme observado o espectro de absorbancia.

Um teste preliminar do desempenho fotovoltaico da DSSC sensibilizada com a
melanina eletrodepositada com corrente pulsada foi efetuado utilizando os materiais

tradicionais como o par iodo-iodeto para o eletrélito e platina como contraeletrodo utilizando
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uma lampada com intensidade padrdo de 100 mW/cm? para simular a luz solar. O resultado
obtido neste teste pode ser observado na Figura B8 juntamente com o0s parametros

fotovoltaicos da DSSC.

Figura B8 — Curva IV de uma DSSC utilizando CP como corante.
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A baixa eficiéncia da DSSC pode ser consequéncia do baixo potencial de circuito aberto
da DSSC com 165 mV. Esse resultado é bastante semelhante aos valores encontrados na
literatura para o corante comercial crystal violet que vale aproximadamente 0,188 V, no qual
0s autores acreditam que a razdo para esse baixo Voc seja a baixa intensidade de absorcao e
emissdo do corante (LAI et al., 2008). Este resultado também €é semelhante aos corantes de
trifenilamina tipo p que apresenta um Voc entre 0,123 e 0,144 V, devido a taxa de
recombinacéo e injecdo de buraco no fotoeletrodo (ZHU et al., 2014). Por fim, é possivel que
a célula montada seja bastante resistiva, o que também ocasionaria uma queda em sua

eficiéncia.
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Mesmo que ndo apresente uma eficiéncia satisfatéria nas DSSCs, a melanina possui
algumas vantagens sobre 0s corantes mais tradicionais: intensa absor¢do por toda a faixa
UV-vis do espectro eletromagnético, quimicamente estavel, ndo é toxica e a sintese é simples
e barata. Neste ultimo aspecto, 0 uso da sintese eletroquimica pode ser bastante atraente do
ponto de vista de processo industrial, uma vez que a sintese e a coloracdo do 6xido acontecem
ao mesmo tempo, reduzindo o tempo de manufatura das células. Diante disto, a célula solar
sensibilizada com melanina pode ser um material interessante para ser utilizado onde apenas
uma pequena quantidade de energia é necessaria, porém ainda sdo necessarios estudos
complementares visando um aumento em sua eficiéncia. Acredita-se que iSSoO possa ser
alcancado compondo as células solares com diferentes combinacGes de materiais, seja 6xido,

eletr6lito ou mesmo o contra eletrodo.
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