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BAU, Jodo Paulo Trevizan. Comportamento de biomoléculas e suas interagdes com
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RESUMO

Neste trabalho as interacbes de biomoléculas com sais e minerais em condicBes de
quimica prebiotica foram investigadas. Verificou-se que os sélidos de uracila obtidos por
liofilizacdo de solucdes em meio basico e em diferentes &guas do mar artificiais, sofre mudancas
estruturais. Estas modificacGes sdo devidas a desprotonacao do nitrogénio N3 em meio basico
e a interacdo com os cations presentes nas dguas do mar com o grupo C4=0, alterando sua
reatividade por meio do nitrogénio Ny, energia do orbital HOMO e carga atbmica. Adenina em
solucdo é facilmente degradada devido a formacéo de radicais livres induzidos pela radiacao
ionizante. Quando em solucdo de agua do mar, adenina possui menor taxa de degradacéo,
devido aos ions presentes na agua do mar que interagem com os radicais livres. Montmorillonita
foi capaz de adsorver adenina e protege-la contra radiacdo gama, dando suporte a hipétese
mineral. Verificou-se que os sais da dgua do mar estabilizam o sistema argila-adenina em
suspensdo. Experimentos foram realizados com os aminoécidos (Gly, Ala) e o mineral Goethita.
Foram ensaiados trés tratamentos térmicos simulando condicBes da Terra Primitiva. Por
cromatografia liquida (HPLC) e espectrometria de massas (ESI-MS) observou-se a formacéo
dos pequenos peptideos. Para glicina e alanina, com goethita foram sintetizados peptideos,

entretanto, foi no tratamento seco/molhado onde se teve maior rendimento.

Palavras-chave: Origem da vida, bases nitrogenadas, aminoacidos e radiacdo ionizante.



BAU, Jodo Paulo Trevizan. Behavior of biomolecules and its interactions with minerals in
different simulated Earth Prebiotic conditions exposed to gamma radiation using various
spectroscopic techniques. 145 f. Thesis (Doctoral degree thesis) — State University of
Londrina, Londrina. 2019.

ABSTRACT

In this work, the interactions of biomolecules with salts and minerals under prebiotic
chemistry conditions were investigated. It has been found that uracil solids obtained from
lyophilization of solutions in basic medium and in different artificial seawaters undergoes
structural changes. These modifications are due to the deprotonation of nitrogen N3 in basic
medium and the interaction with the cations present in the seawaters with the C4 = O group.
This interaction with the cations of the seawater causes a change in the reactivity of the uracil
through the N1 nitrogen, energy of the HOMO orbital and atomic charge. Adenine in solution
is easily degraded due to the formation of free radicals induced by ionizing radiation. When in
seawater solution, adenine has a lower rate of degradation due to the ions present in seawater
that interact with free radicals. Montmorillonite was able to adsorb adenine and protect it
against gamma radiation, supporting the mineral hypothesis. Sea salt salts have been found to
stabilize the suspended clay-adenine system. Experiments were performed with amino acids
(Gly, Ala) and mineral goethite. Three thermal treatments were performed simulating
conditions of the early Earth. High-performance liquid chromatography (HPLC) and mass
spectrometry (ESI-MS) showed the formation of small peptides. For glycine and alanine,
peptides were synthesized with goethite, however it was at the dehydrated / hydrated cycles
where the highest yield was obtained.

Keywords: Origin of Life, nucleic acid bases, amino acids, ionizing radiation.
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1. Introducgéo

A Quimica Prebi6tica tem como objeto de estudo a origem da vida no planeta Terra. No
inicio do século XX, dois cientistas, Oparin (1924) e Haldane (1929), propuseram que a origem
da vida ocorreu através da chamada evolucdo quimica, onde moléculas menores reagiriam entre
si de modo a formarem moléculas maiores e mais complexas. Com o acumulo destas moléculas,
elas poderiam interagir formando biopolimeros (peptideos, polissacarideos e nucleotideos), em
que por sua vez, estes formariam estruturas coacervadas, as quais sdo estruturas
morfologicamente similares a célula. Com o tempo, havendo aumento das massas moleculares

e obtendo-se atividade bioquimica seriam considerados sistemas vivos (Zaia, 2008).

Os experimentos de quimica prebiotica sdo constituidos por ensaios quimicos que
necessitam reproduzir os ambientes e condi¢des da Terra primitiva. Condi¢des estas como por
exemplo, fontes de energia (calor e radiacdo ionizante), minerais presentes (argilas, zedlitas,
Oxidos) meio reacional (solugdo aquosa, agua do mar, ambientes secos, mistura de gases). Dessa
forma, este campo do conhecimento busca entender como tais fatores contribuiram para o

surgimento do primeiro ser vivo.

Uma das principais hipoteses na quimica prebidtica € a hipétese de John Desmond Bernal
(1949, 1951), conhecida também como a hip6tese mineral. Bernal afirma que minerais tiveram
um importante papel no surgimento dos seres vivos. Uma vez que minerais sdo abundantes e

presentes na crosta terrestre.

Bernal sugeriu que minerais teriam o papel de proteger as biomoléculas contra radiacdo
ionizante proveniente do sol, da hidrolise da agua (reacdes de decomposicdo), e também de
concentrar estas moléculas organicas por meio de processos de superficie (sor¢do). Muito se foi
desenvolvido nesta linha, utilizando variados aminoacidos e bases nitrogenadas em diversos
tipos de minerais (Hashizume e Theng, 1999; Benetoli et al, 2008; Carneiro, 2011; Bad et al,
2012). Além do efeito de protecdo, os minerais concentrariam as biomoléculas de modo a
formar polimeros, ou seja, promogao de reacdes quimicas para se obter moléculas com maior

massa molecular (Lahav e Chang, 1976; Lambert, 2008).

Mais recentemente, Zaia (2012) propde que em experimentos de quimica prebidtica
devam ser utilizadas soluc¢des analogas a agua do mar. Tornando-se um ponto chave investigado
nesta presente tese. Nos mais variados experimentos publicados na area, poucos se utilizam de

solugdes salinas para representar um ambiente primitivo. A maior parte dos ensaios sdo



realizados em agua destilada ou solugéo de cloreto de sédio (NaCl). Obviamente, com a adi¢éo
de novos sais aos experimentos de quimica prebidtica aumentam-se as varidveis que devem ser
levadas em conta na interpretacdo dos dados. Contudo, se faz importante aproximar-se das
condicdes da Terra Primitiva. Anizelli et al., (2014) demonstraram que as bases nitrogenadas
adenina e timina sdo capazes de alterar sua reatividade e energia livre quando interagem com
ions presentes em solugdo. Zaia (2012) sugere o uso de quatro (4) solugdes salinas anélogas as
aguas do mar (Tabela 1). A primeira é uma solucdo com a média das concentracdes dos
principais cations e anions presentes nas aguas dos oceanos atualmente, denominada por agua
do mar 0,0 Ga (Brown et al., 2004). A segunda &gua do mar, 4,0 Ga, representa um ambiente
primitivo e é baseada nas concentrac@es de ions encontradas em um meteorito datado de 4,0
bilhGes de anos (Izawa et al., 2002). As outras dguas do mar, 3,2-S Ga e 3,2-H Ga, representam
ambientes salinos de fontes superficiais e hidrotermais, respectivamente, de 3,2 bilhGes de anos
atrés (de Ronde et al., 1997). Um ponto importante a ser ressaltado € que a agua do atual possui
uma alta concentracdo dos ions sodio (Na*) e cloreto (CI°), por outro lado, a &gua do mar 4,0
Ga possui maiores concentragdes dos ions magnésio (Mg?*) e sulfato (SO4%). Diferentes
espécies idnicas podem gerar diferentes interacdes, sendo assim, necessario investigar

diferentes meios reacionais.

Tabela 1. Composic¢do das solucbes anadlogas a &gua do mar.

Agua do mar Composigao* pH Referéncia
NaCl (28,57 g), MgCl, 6H,O (3,88 g), KBr Brown et al
0,0 Ga (0,103 g), CaSO4 (1,308 g), K2SO4 (0832 9), =80 4) K
H3BO3 (0,028 g), MgSO4 (1,787 g)
Na2SOs (0,271 g), MgClz,6H.0 (0,500 g), lzawa et al
4,0 Ga CaClz 2H,0 (2,50 g), KBr (0,050 g), K204 =6,0 .50, K
(0,400 g), MgSO4 (15,00 g)
CaClz 2H0 (34,12 g), MgClz, 6H20 (10,35 g),
39.5S Ga KBr (0,268 g), NaCl (19,90 g), K1 (0,006 g), ~6.5 de Ronde et
: NH4CI (0,273 g), SrCl. 6H,O (1,205 q), 7 al, 1997
Na2SO4 (0,333 g)
NaCl (37,05 g), KBr (0,310 g), KI (0,010 g), de Ronde et
3,2-H Ga NH.CI (0,610 g), SrCl> 6H,0 (0,040 g), CaCl. =~ 12,0 /" 007

2H0 (6,26 g), KOH (1,07 g), NaOH (0,200 g),

* Composicao para 1 litro (1L) de solucdo. Os sais devem ser adicionados conforme ordem apresentada,

e cada sal posterior a total dissolugdo do sal anterior. De modo a facilitar o preparo, pode ser utilizado

o banho de ultrassom.



Esta tese esta organizada como uma compilacdo de artigos e experimentos realizados
durante o periodo do curso de Doutorado. Todos os capitulos estdo inseridos no contexto da
quimica prebiotica e buscam compreender o comportamento de algumas biomoléculas
importantes aos seres vivos, em diferentes condi¢des que remetem a Terra Primitiva. Portanto,
esta tese tem como objetivo a caracterizacdo das interacGes de biomoléculas (Figura 1) com
sais da agua do mar (Tabela 1) e com minerais (Figura 2). Todos 0s experimentos simulam
ambientes e/ou condicGes da Terra primitiva, com intuito de compreender quais variaveis
contribuem para a reatividade, degradacdo e/ou protecdo destas moléculas organicas, no

contexto da evolucdo quimica.

a) b) c) d)
NH,
I o

0
N
| NH </ | AN HzN\A HyC |
/& " /J OH Y\OH
NH Yo N NH,

Figura 1. Representacdo bidimensional das estruturas moleculares de: a) Uracila (Ura); b) Adenina
(Adn); c) Glicina (Gly); d) Alanina (Ala).

No segundo capitulo € descrito o processo de caracterizacdo dos solidos obtidos da
liofilizacdo da base nitrogenada uracila em diferentes solu¢des de dgua do mar artificiais e em
agua ultra pura. Realizaram-se céalculos computacionais utilizando a teoria de densidade
funcional (DFT) de modo a compreender os resultados experimentais, correlacionando-0s com

os resultados tedricos.

O terceiro e quarto capitulos apresentam experimentos utilizando a base nitrogenada
adenina exposta a radiacdo ionizante. Realizaram-se estes experimentos no Laboratério de
Evolucion Quimica da Universidad Nacional Autonoma do México (UNAM), sob a supervisao
da Dra. Maria Collin-Garcia. Os experimentos foram submetidos em um reator com Co®°,
emissor da radiagdo gama, em que degradacgéo e protecdo por argila foram avaliados. As doses
de irradiacdo sdo apresentadas em termos de tempo (h), unidade de radiagdo (kGy) e posi¢ao

utilizada no reator, instalado no Instituto de Ciéncias Nucleares (UNAM) (Tabela 2).

No quinto capitulo é apresentado o experimento utilizando os aminoacidos glicina e
alanina. Neste, é testada a hipotese de catalise mineral na formacao de peptideos em superficie

de 6xido de ferro, goethita. Trés tratamentos térmicos a 90 °C foram realizados, em condicGes
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secas, molhadas e ciclos seco/molhado. Uma vez que para a formacgédo da ligacéo peptidica se
requer a remocao de &gua, varias condi¢des foram testadas. Ao final, no capitulo seis, séo

apresentadas as consideracdes finais acerca desta presente tese.

) I v

“ “ @ Cations M=

N

Figura 2. Representacdo das estruturas cristalograficas dos minerais: a) Montmorillonita (argila,

aluminossilicato 2:1), cation M (metal) com carga n+; b) Goethita (6xido hidréxido de ferro).

Tabela 2. Tempo e dose de exposicdo das amostras a irradiacdo ionizante de Co®°.

Posicéo Taxa de dose Tempo Dose
(Irradiador) (Gy min') (h) (kGy)
14 197,58 2,0 23,71

11 196,93 4,0 47,26

14 197,58 6,0 71,12

11 196,93 8,0 94,52
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2. Caracterizagao vibracional da estrutura da uracila em diferentes ambientes salinos

Solidos de uracila obtidos a partir da liofilizacdo de diferentes solu¢Ges foram caracterizados
utilizando espectroscopia no infravermelho e Raman. As frequéncias observadas foram
comparadas com as obtidas por célculos teoricos. Investigou-se o efeito da variacdo de pH e
presenca de cations da agua do mar. Uracila sofre desprotonacdo em solu¢do com valor de pH
acima do valor de pKaz, que resultam em mudancas nos espectros Raman e FT-IR. Uracila
interage com os céations pelo grupo carbonila (Cs=0), que por consequéncia diminuem 0s
valores de energia relativa da molécula e energia do orbital HOMO.

2.1. Introducao

A caracterizacdo dos modos vibracionais de uma molécula pode auxiliar a entender como
a estrutura dessa molécula se estabelece em diferentes ambientes quimicos. O estudo da
molécula de adenina e timina em diferentes ambientes salinos revelou que podem existir
diferentes interacdes dessas bases nitrogenadas com os sais presentes na dgua do mar (Anizelli
et al, 2014). Cétions bivalentes como Mg?*, Ca?* e Sr?* podem apresentar uma maior interago
com uma posicdo bidentada com a adenina. Portanto, para a quimica prebiotica, faz-se
necessario o estudo das outras bases nitrogenadas, como por exemplo, a uracila, para o melhor
entendimento das estruturas dessas biomoléculas nesses ambientes quimicos. Alguns artigos
reportam investigacGes espectroscopicas e célculos tedricos para a uracila (Singh et al., 2013;
Barnes et al., 1984).

Quatro diferentes tipos de dgua do mar artificiais foram utilizados neste estudo, conforme
sugerido por Zaia (2012). A composicdo de agua do mar 0,0 Ga é baseada na média das
concentragOes dos sais dos oceanos atuais. As composicdes da d&gua do mar superficial de 3,2
Ga e agua do mar de ambientes hidrotermais de 3,2 Ga foram baseadas em um fluido
hidrotermal constituido de dois componentes, parte hidrotermal e parte agua do mar superficial.
A composicdo da agua do mar artificial de 4,0 Ga estruturou-se nos ions extraidos de um
meteorito condrito carbonaceo encontrado no Lago Tagish e que possui a idade de 4,0 Ga
(Izawa et al., 2010). Altas concentracBes de MgSO4 e MgCl> foram encontradas na superficie
de Marte (Wanke et al., 2001). Isto sugere que é possivel que ions como SO4%, Mg?* e Ca?*

estivessem presentes nos oceanos primitivos em maiores concentragdes que K*, Na* e CI". Os
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cations bivalentes participariam na sintese de biopolimeros, como nucleosideios e peptideos
(Monnard et al., 2002). O cation magnésio (Mg?*) é importante para o metabolismo das células,
ajudando na estabilizacdo de macromoléculas (proteinas, acidos nucleicos, e membranas de

células) por interacdo com essas biomoléculas (Yang et al., 2004).

O DNA e RNA sdo compostos de cinco bases nitrogenadas, adenina, timina, uracila,
guanina e citosina. Estas bases nitrogenadas foram sintetizadas em experimentos que simulam
condicBes da Terra Primitiva (fontes enddgenas), e também sdo encontradas em meteoritos
(fontes exdgenas) (Ferris e Hagan Jr., 1984; Kobayashi et al., 1986; Saladino et al., 2001,
LaRowe e Regnier, 2008; Martins et al., 2008). Uma vez que ambas bases nitrogenadas
(uracila) e cations (Mg?*, Ca?*, K* Na*) estavam presentes na Terra Prebiotica, interacdes entre

estes sao um importante topico em relagcdo a Quimica Prebiotica.

Neste capitulo é reportado os espectros no infravermelho (FT-IR) e Raman, e calculos
tedricos para uracila, e a interacdes desta base nitrogenada com céations presentes nos modelos
de 4gua do mar (Na*, Mg?*, Ca?* e Sr?*). As amostras foram investigadas na forma de soluc&o
de uracila em agua destilada, com variacdo do valor de pH e em diferentes tipos de &gua do mar
(cap. 1 Tabela 1). S6lidos foram obtidos da liofilizacdo destas solucbes e 0s espectros no
infravermelho (FT-IR) e Raman adquiridos. As solugdes em meios acidos e alcalinos sdo
cenarios plausiveis para ambientes prebidticos, uma vez que ambientes hidrotermais abrangem
uma grande faixa de pH (Holm et al., 2006). Os solidos obtidos a partir da liofilizacdo de
solugdes em agua do mar artificial representam um ambiente salino e seco. Deve ser pontuado
que os cations metalicos presentes nas aguas do mar desempenham um papel importante nos
seres vivos. Portanto, o objetivo deste capitulo é de investigar e entender as principais interacées
dos sais das diferentes aguas do mar com a molécula de uracila, e de fornecer uma base

experimental para futuras investigacdes em Quimica Prebidtica.
2.2. Objetivos
2.2.1. Objetivo geral

Investigar as interagfes da molécula uracila com os céations presentes nos sais dos

diferentes modelos de agua do mar, simulando condi¢des da Terra Primitiva.
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2.2.2. Objetivos especificos

Estudar o efeito da variacdo de valor de pH na estrutura da uracila utilizando as
espectroscopias no infravermelho (FT-IR) e Raman.

Investigar a interacdo da uracila com os céations presentes nos sais das aguas do mar

artificiais utilizando as espectroscopias no infravermelho (FT-IR) e Raman.

Correlacionar os dados obtidos de efeito de variacdo de pH e interacdo de sais da dgua do

mar sobre uracila com possiveis reagdes quimicas e sua relevancia para a quimica prebiotica.
2.3. Materiais e Métodos
2.3.1. Bases nitrogenadas
Composto uracila, de Sigma-Aldrich® (EUA).
2.3.2. Solugdes de agua do mar

Prepararam-se quatro tipos de dgua do mar artificiais (Zaia, 2012), uma representando a
composicao atual: a) 0,0 Ga (28,57 g NaCl, 3,88 g MgCl,, 1,787 g MgSOs, 1,308 g CaSOs,
0,832 g K2S0O4, 0,103 g KBr, 0,0282 g H3BO3); b) 4,0 Ga representando a composicao da Terra
primitiva (15,00 g MgSOs, 2,50 g CaCl., 0,500 g MgCla, 0,400 g K2SOs4, 0,271 g NaSO4, 0,050
g KBr, 0,028 g H3zBO:3); ¢) 3,2-S Ga para a composicao de 3,2 bilhdes de anos atras para agua
do mar (34,12 g CaCl,2H.0, 19,90 g NaCl, 10,35 g MgCl,.2H20, 1,205 g SrCl».6H-0, 0,333
g Na2S04, 0,273 g NH4CI, 0,268 g KBr, 0,006 g Kl); e d) 3,2-H Ga para a composicéo da agua
do mar de 3,2 bilhdes de anos atras em hidrotermais (37,05 g NaCl, 6,26 g CaCl,.2H.0, 1,07 g
KOH, 0,610 g NH4CI, 0,310 g KBr, 0,200 g NaOH, 0,040 g SrCl2.6H-0, 0.010 g KI). As
quantidades de sais adicionados séo equivalentes a um litro de solugdo (1 L).

2.3.3. Preparo das solugdes

Foram preparadas duas concentragdes diferentes de uracila. A primeira, com
concentragéo de 1000 pug mL™ utilizando agua ultra pura (Milli-Q). Com essa solugéo o valor
de pH foi ajustado, utilizando solugdes de &cido cloridrico (HCI, 0,1 mol L) ou de hidroxido
de sodio (NaOH, 0,1 mol L), para: a) solugéo acida (pH 2,00); b) solugdo bésica (pH 12,0); e
c) sem ajuste do valor de pH. O pKa da uracila tem o valor de 9,5 (Christensen et al., 1967),
para a solucdo alcalina foi escolhido um valor de pH superior ao valor de pKa de modo a

garantir que a estrutura anterior ao pKa, esteja em menor quantidade. As solugdes foram
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congeladas, liofilizadas e os s6lidos obtidos foram analisados por espectroscopias Raman e no
infravermelho (FT-IR). Para a segunda concentragéo, a uracila foi dissolvida em 50 mL das
solucbes de aguas do mar artificiais com concentragdo de 720 pug mL™. Foi utilizada uma
concentragio menor porque a uracila ndo é solubilizada a 1000 pg mL™ em solugio salina. As
solucdes artificiais de dgua do mar foram preparadas utilizando &gua ultra pura (MilliQ). As
solucBes foram congeladas, liofilizadas e os sdlidos submetidos as analises espectroscopicas
(Raman e FT-IR).

2.3.4. Espectroscopia Raman

Os espectros Raman foram obtidos a partir de amostras solidas com um espectrografo
micro-Raman DeltaNu e modelo avancado com uma linha de laser de 532 nm e 4 cm™ de

resolucéo.
2.3.5. Espectroscopia no Infravermelho (FT-IR)

Espectros FT-IR das amostras de 400 a 4000 cm™ foram obtidos utilizando um
espectrofotdbmetro FT-IR da Bruker modelo Vertex 70, com acessdrio de refletancia Platinum

ATR. A resolucéo de 4 cm™ e 10 varreduras foram utilizados para obtengdo do espectro.
2.3.6. Calculos Teoricos

As otimizagBes de geometrias, célculos de frequéncia e energia livre foram realizadas
utilizando a teoria de densidade funcional DFT (Density Functional Theory) empregando o
funcional hibrido B3LYP (Becke, 1988, Lee et al., 1988, Becke, 1993), os conjuntos de bases
aug-cc-pVDZ (Dunning, 1989) para melhor descricdo dos atomos de oxigénio e nitrogénio, e
3-21G (Dobbs et al., 1987) para os calculos com os metais (Na*, Mg*?, Ca*2 e Sr*?), por meio
do software Gaussian03 (Frisch et al., 2004). A otimizacdo da geometria envolve a localizagéo
de um ponto minimo de energia para a molécula em uma superficie de energia potencial. A
auséncia de frequéncias negativas nas otimizagdes de geometria das bases nitrogenadas é
alcancada, 0 que caracteriza 0 minimo de energia para as moléculas estudadas. De modo a
considerar o efeito do solvente foi utilizado o método PCM (Polarization Continuos Model)
com a constante dielétrica da agua (Tomasi et al., 1999).

2.4. Resultados

Obtiveram-se os solidos de uracila a partir da liofilizagdo de solugdes com diferentes
valores de pH, sem ajuste (em torno de 6~7), em meios acido e alcalino. O solido obtido a partir
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de uma solucdo alcalino com valor de pH ajustado para 12,0 foi escolhido pois, representa um
ambiente alcalino, o qual existia na Terra Primitiva, e porque é um valor de pH acima do valor
do pKay da uracila (9,5) (Figura 1). Desse modo, é esperado encontrar uma estrutura diferente
na molécula, devido a desprotonagdo da mesma. O segundo valor de pH, de 2,00, foi escolhido
pois representa um ambiente acido na Terra Primitiva. Este valor ndo esta abaixo do pKa; da
uracila, que é de aproximadamente 0,5.

0 _5p
H H ) H
SN 4 N7, 4
3 5| pKa,=9,5 03
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0 T H 50 T H
H H

Figura 1. Estrutura molecular da Uracila.

Dessa forma, € esperado que ndo haja mudanca estrutural na molécula, para este caso.
Também foi preparado um sélido a partir da solucdo com valor de pH 0,3, ou seja, valor abaixo
do pKai. As bandas nos obtidas nos espectros foram comparadas com artigos da literatura e a
atribuicéo por tentativa das principais bandas foi realizada.

2.4.1. Espectroscopia Raman

Os espectros Raman dos sélidos obtidos a partir das solu¢des sem tratamento, com o valor
de pH ajustado para 0,3 e 2,00 sdo similares (Figura 2-b). Indicando que ndo ocorreu mudanca
estrutural na molécula de uracila. Com relacdo ao espectro da amostra obtida a partir da
liofilizagdo da solucdo de uracila, sem ajuste de pH, as bandas em 1644 e 1714 cm™ sdo
atribuidas aos estiramentos v(Cs=Cs) e v(C4=0), respectivamente (Tabela 1). De modo a
explorar esta regido do espectro, realizou-se a deconvolugdo das bandas para a regido entre
1580 e 1700 cm™* e foram encontradas trés (3) bandas, em 1609, 1640 e 1663 cm™ (Figura 3).
A banda em 1663 cm™ pode ser atribuida ao estiramento v(Cs=Cs) (Sing, 2013).

O espectro Raman do sélido obtido da liofilizac&o da solucdo de uracila apresenta bandas
em 1505 cm™* atribuida ao estiramento v(C=C) e bending no plano B(N1i-H), a banda em 1453

cm ¢ atribuida ao bending no plano B(Ns-H). A banda em 1418 cm é atribuida ao estiramento
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do anel (Singh, 2003). E as bandas em 1393 e 1236 cm™ atribuidas as deformagcdes (Cs-H) €
B(Cs-H), respectivamente. As bandas em 1100, 986 e 790 cm! séo atribuidas ao estiramento

v(anel), angle bending a(anel) (Singh, 2015) ¢ deformacdo do anel (anel), respectivamente
(Tabela 1).

1236
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Figura 2. Espectros Raman: a) uracila liofilizada de agua ultra pura, b) uracila liofilizada de solucao

com pH 0,3 (pontos) e 2,00 (linha); ¢) uracila liofilizada de solugdo com pH 12,0.
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Figura 3. Espectros Raman da uracila liofilizada na regiéo de 1580 a 1700 cm™. A melhor regresséo foi
obtida com trés bandas (R?=0,998)
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As bandas em 1393 cm™ e 1236 cm™ sdo atribuidas ao bending B(Ce-H) e bending no
plano B(Cs-H), respectivamente. Na regido abaixo de 1200 cm™ apenas trés bandas sio
observadas em 1100 cm™, 986 cm™ e 790 cm™. Estas sdo atribuidas as vibracdes no anel,

estiramento v(anel), bending angular a(anel) e deformacéo 5(ring) (Tabela 1).

O solido obtido da liofilizagdo da solucdo alcalina apresentou mudangas no espectro
Raman (Figura 2-c). Essas mudancas séo devido a alteracBes na estrutura da uracila, uma vez
que o valor de pH é superior ao o valor do pKaz da uracila (Figura 1). O espetro Raman do
s6lido obtido a partir da solugdo basica apresentou deslocamento de 790 para 803 cm™ atribuida
a deformacéo do anel. Surgimentos de novas bandas em 1189 cm? atribuida ao estiramento
v(anel) e 1373 cm™ atribuida aos estiramentos v(Cs-H) e v(Ns-H) ou v(N1-H). Para o espectro
FT-IR, a frequéncia em 1189 cm™ também aparece para uracila alcalina, deve ser pontuado que
Giese and McNaughton (2002) atribuem esta frequéncia aos estiramentos v(N1C2-C2Nz + N3Cas-
C4Cs) e bending B(Ce-H), 0 qual séo vibrac¢oes no anel da uracila. No entanto, essas bandas ndo
diferenciam as estruturas tautoméricas (Ura-l ou Ura-11) do &nion mesomérico, pois, Ura-I
possui a ligacdo Nz-H e Ura-11 a ligacdo Ni-H (Figura 4). O aparecimento da banda em 1633
cm, atribuida aos estiramentos v(C2-O) e v(Cs-O) (Figura 2-c) (Giese e McNaughton, 2002)
reflete um carater de ligacdo simples entre os &tomos de carbono (C) e hidrogénio (H), resultado
da desprotonacdo da molécula. Gould et al., (1992), Lés e Adamowicz (1992), Giese e
McNaughton, (2002) e Ortiz et al., (2014) atribuem as frequéncias proximas a 1469 cm™ ao

estiramento v(Nz1-H), o que indicaria a formagédo de Ura-11 (Figura 4).

Ura-I

Figura 4. Estruturas da uracila, tautbmeros do anion mesomérico (Giese and McNaughton, 2002).
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2.4.2. Espectroscopia no infravermelho (FT-IR)

A figura 5 apresenta os espectros FT-IR dos sélidos obtidos a partir das solugdes de

uracila em diferentes valores de pH e da solugdo sem ajuste de pH.
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Figura 5. Espectros FT-IR: a) uracila liofilizada de &gua ultra pura, b) uracila liofilizada de solugéo

com pH 0,3 (ponto) e pH 2,00 (linha); ¢) uracila liofilizada de solu¢do com pH 12,0.

Observa-se o comportamento similar ao da espectroscopia Raman (Figura 5). N&o ocorre
aparecimento de novas bandas e nem deslocamentos, provavelmente porque o valor de pH 0,3
é proximo ao valor de pKai. Para o solido obtido a partir da solugéo alcalina é observado o
surgimento de novas bandas como em 1291, 1378, 1635 e 1697 cm™ (Figura 5-c). Essas
mudangas no espectro eram esperadas, uma vez que a espectroscopia no infravermelho (FT-IR)

é sensivel as mudancas estruturais.

O conjunto de bandas no espectro da uracila sem ajuste de pH com maior intensidade
ocorre na regido de 1550 e 1750 cm™. Foi realizada a deconvolugdo nesta regido e foram
encontradas cinco (5) bandas com niimero de onda de 1632, 1642, 1673, 1713 e 1735 cm™. As
duas bandas em 1713 e 1735 cm™ (Figura 6-a) sdo atribuidas aos estiramentos v(C4=0) e
v(C2=0), respectivamente (Barnes et al., 1984). Deve-se notar que a banda em 1735 cm™ n&o
é observada no espectro Raman. De acordo com a atribuicéo realizada por Singh (2013 e 2015)

estes dois estiramentos sdo atribuidos as bandas 1772 e 1792 cm™, entretanto, estas frequéncias
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ndo foram observadas neste trabalho. Esta diferenca é devida que os espectros ndo foram
obtidos por acessorio ATR (cristal), mas em Nujol (6leo mineral). Quando o espectro FT-IR foi
obtido utilizando pastilhas de KBr (Anexo I), observam-se bandas em 1717 e 1740 cm™ com
dois ombros em 1771 e 1791 cm™ (Figura 6-b). A banda em 1673 cm™ ¢ atribuida ao
estiramento v(Cs=Cs), mesmo valor observado para o espectro calculado (Tabela 1). As bandas
em 1509, 1451, 1391 e 1232 cm™ sdo atribuidas ao estiramento v(C=C) /deformacéo B(N1-H),
bending no plano B(Ns-H), bending no plano B(Ce-H) e B(Cs-H), respectivamente (Singh,
2013).
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Figura 6. Espectros FT-IR da uracila liofilizada na regido de 1500 a 1850 cm; a) Espectro FT-IR
obtido no médulo de ATR, a melhor regresséo foi obtida com cinco bandas (R?=0,997); b) Espectro FT-

IR obtido em pastilhas de KBr.
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Na regido abaixo de 1000 cm varias frequéncias em 1003, 993, 848, 820, 802 e 729 cm
! s30 atribuidas a deformagéo no plano &(anel), bending angular a(anel), bending fora do plano
v(Ns-H), bending for a do plano y(Cs-H)/y(Cs-H), deformag&o do anel d(anel), bending fora do
plano y(Cs-H), respectivamente (Tabela 1). As bandas com maiores numeros de onda (>2000
cm™) sdo em sua maior parte devido aos estiramentos v(Cx-H) e v(Nx-H). As bandas em 2822
e 2856 cm™ sdo atribuidas aos estiramento v(anel) e bending B(Nx-H), respectivamente. E as
bandas 3088, 3111 e 3220 cm™ sdo atribuidas aos estiramentos v(Cs-H), v(Nz-H) e v(N1-H)

respectivamente.

O espectro FT-IR do sélido obtido a partir da liofilizacdo da solu¢cdo com pH 12,0
apresentou mudancgas (Figura 5-c). Ocorreu o desaparecimento das bandas em 1232 cm?
atribuida ao bending no plano B(Cs-H) e em 1454 cm™ atribuida ao bending no plano B(Ns-H),
que pode indicar a formacao de Ura-11 (Figura 4). E observado também o aparecimento de uma
banda em 1378 cm™ de grande intensidade que é relacionada ao bending no plano B(Cs-H)
(Giese e McNaughton, 2002). Mas, a principal informacao adquirida com o espectro FT-IR é 0
desaparecimento das bandas em 1713 e 1735 cm, que sdo atribuidas aos estiramentos v(C4=0)
e v(C2=0). Esse desaparecimento indica diminuicdo do carater de ligacao dupla entre os C4 e

C2 com os oxigénios. E esse efeito é relacionado com a carga negativa na molécula de uracila.
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Figura 7. Espectros ATR-FT-IR da uracila liofilizada a partir da solucdo alcalina na regido de 1560 a

1780 cmt. A melhor regresséo foi obtida com duas bandas (R?=0,998)
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Foi realizada a deconvolugéo na regifo de 1560 a 1780 cm™ do sélido obtido a partir da
solucgéo alcalina, e foram encontradas duas bandas (Figura 7). Uma mais intensa e larga em
1609 cm™ e uma segunda banda em 1632 cm™, em que as duas so atribuidas ao estiramento
v(Cs=Ce) (Barnes e Stuckey, 1984, Les et al., 1992, Giese e McNaughton, 2002).

Dessa forma, a manutencdo de duas bandas atribuidas ao estiramento v(Cs=Cs), indica
que a dupla ligacdo entre Cs e Cs se mantém. Inferindo-se que h& maior prevaléncia da forma
tautomérica Ura-11 com N3 carregado negativamente. Giese e McNaughton (2002) afirmam que
em solucdo alcalina ha a maior concentracdo de Ura-11 em relagdo a Ura-I. E isso ocorre devido
ao momento de dipolo, maior em Ura-Il, ser estabilizado pelo solvente polar (H20). Giese e
McNaughton (2002) chegaram a esta conclusdo por célculos computacionais, utilizando o
funcional hibrido B3LYP e o conjunto de base aug-cc-pVDZ. De acordo com Anizelli et al.
(2014), o nitrogénio N3 é desprotonado, mas para o caso de timina. Como a timina possui uma
estrutura molecular semelhante a da uracila, realizou-se a comparacgéo. Portanto, a uracila tem

como tautdbmero majoritario Ura-I1, quando ocorre desprotonagéo.
2.4.3. Espectro Raman das soluges de uracila

A figura 8 apresenta os espectros Raman das solucdes de uracila com e sem ajuste de pH.
Podem ser observadas trés bandas principais. As bandas em 785 e 786 cm™ nos espectros
obtidos a partir de solucdo sem tratamento em solucéo acida (pH 0,3 e 2,00) sdo devido ao
estiramento v(anel). Para a solugdo alcalina (pH 12,0) é observado o deslocamento para
frequéncias maiores em 798 cm™ (Figura 8-c). Este deslocamento é devido a carga negativa
gue acontece na molécula, promovendo a deslocalizacdo dos elétrons « no anel (Lord e Thomas,

1967). Este deslocamento também é observado para as amostras liofilizadas (Figura 2-c).

A segunda banda em 1233 cm que aparece no espectro obtido da solugdo sem tratamento
(Figura 8-a) desaparece quando a solucéo é ajustada para pH 12,0 (Figura 8-c). Esta frequéncia
pode ser atribuida ao bending B(Cs-H). O desaparecimento desta frequéncia foi observado por
Lord e Thomas (1967), e também ocorre para as amostras solidas. A terceira banda na regido
de 1600 a 1650 cm™ possui dois picos em 1636 e 1673 cm™. A deconvolugdo dessas bandas
mostrou uma somatdria de trés bandas em 1632, 1656 e 1679 cm™ (Figura 9). Essas bandas sio
atribuidas aos estiramentos v(Cs=Ce), v(C2=0) e v(C4=0), respectivamente (Anizelli et al.,
2014). Para a solugdo em pH 12,0, essas bandas desaparecem, e apenas a frequéncia em 1638
cmt é observada. Isso € interpretado como uma perda do caréater de dupla ligagdo para Cz e Ca
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(Figura 8-c) e também devido a carga negativa da molécula, promovendo deslocalizacao dos
elétrons = no anel (Lord e Thomas, 1967).
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Figura 8. Espectros Raman das soluges: a) sem ajuste; b) pH 0,3 (ponto) e pH 2,00 (linha); ¢) pH 12,0.
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Figura 9. Espectros Raman da solucéo de uracila na regido de 1580 a 1700 cm™. A melhor regresséo
foi obtida com trés bandas (R?=0,998)
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2.4.4. Atribuicdo da molécula de Uracila

Por meio das andlises dos espectros Raman e FT-IR, e comparacdo com trabalhos da
literatura realizou-se a atribuicdo, por tentativa, dos modos vibracionais da molécula de Uracila.
A atribuicdo foi organizada na forma de tabela (Tabela 1). Entretanto, para auxiliar a atribuicdo

foram utilizados os espectros FT-IR e Raman gerados por calculos computacionais (Figura 10).
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Figura 10. Espectros FT-IR (linha continua) e Raman (linha pontilhada) gerados por calculos

computacionais.

Quando desprotonada, na forma anibnica, a uracila pode assumir ao menos 6 formas
tautoméricas (Goodgame e Jacubovik, 1987). Foram realizados calculos com as duas formas
tautoméricas da uracila (ceto-amino e enol-iminio) (Figura 11). Nos célculos foi utilizado o
efeito do solvente através do modelo de polarizacdo continua (PCM). Os resultados mostram
que a forma ceto-amino € mais estavel em relacdo com enol-iminio, com uma diferenca de

18,30 kcal mol™ para a teoria B3LYP/aug-cc-pvdz.

anion mesomérico ceto-amino

Figura 11. Estruturas da Uracila em solugéo.



Tabela 1. Atribuigéo por tentativa dos modos vibracionais da uracila.
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Raman FT-IR
Observado Calculado ?fggi; (Szigfg) Observado Calculado ?{ggj; (Sggfg) Atribuigao

- 3633 - - - 3630 - - -

- 3591 - - - 3591 - - -

- 3246 - - - - - - -

- 3214 - - 3220 - 3210 3180 v(N1-H)

- - - 3100 3111 - 3110 3160 v(N3-H)

- - - 3065 3088 - 3080 3060 v(Cs-H)

- - - 3035 - - - -

- - - 2985 - - - -

- - - 2934 - 2935 - -

- - - 2856 - 2860 - -

- - - 2822 - 2820 - -

- - - 2735 - - - -

- - - 2359 - - - -
2331 - - 2337 - - - -
2326 - - - - - - -

- - - 1804 1735/1794 1791 1768 1792 v(C=0)
1714 - 1702 1764 1713 1762 1740 1772 v(C4=0)
1663 1670 - 1670 1673 1673 1673 1675

1640/1609 - 1648 - 164211632 - 1650 - v(C=Co)
1554 - - - - - - - -
1505 1497 - 1500 1509 1497 1508 1502 8(N1-H)
1453 - - 1430 1454 - 1454 1425 S(Ns-H)
1418 - 1414 1406 1417 1401 1418 1402 v(anel)
1393 1374 1392 1380 1391 1375 1391 1380 8(Cs-H)
1236 1223 1225 1230 1232 1230 1237 1230 8(Cs-H)

- - 1199 1190 - 1195 - 1194 v(anel)
1100 1088 - 1086 - - 1098 1090 v(anel)

- - 1004 - 1003 - 1006 S(anel) i.p.
986 966 - 992 993 - 993 995 a(anel)

- - - - 848 - 850 - v(N3-H)

Ce-H

- - - - 820 823 823 - XECEH;
790 - - 770 802 - - 770 d(anel)

- - - 724 729 727 - 724 (Cs-H)

v, estiramento; B,

twisting.

bending no plano; a, bending angular; y, bending fora do plano; &, deformacéo; p, rocking; r,
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2.4.5. Espectro UV/Vis das solugdes de uracila

A figura 12 apresenta os espectros UV/Vis das solucgdes de uracila sem ajuste de pH e
com valores de pH 2,00 e 12,0. Observa-se que o espectro da solugédo alcalina apresenta um

ombro na banda em 260 nm (Figura 12-1).
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Figura 12. Espectros UV/Vis das solucdes: 1) a) sem ajuste de pH; b) pH 2,00 e ¢) pH 12,0. II)
Deconvolucdo do espectro UV/Vis da solucédo de uracilaem pH 12 na regido de 190 a 320 nm. A melhor

regressédo foi obtida com quatro bandas (R?=0,999).

Deste modo, realizou-se a deconvolucdo deste espectro, e nesta regido sdo encontradas
quatro bandas para a melhor regresséo (Figura 12-11). Ocorre o aparecimento de uma banda em

291 nm. Esta nova banda indica uma mudanca estrutural na molécula de uracila. Como
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observado nas espectroscopias FT-IR e Raman, a uracila em pH 12,0 sofre a desprotonagéo.
Isto resulta na deslocalizagdo de elétrons © no anel da molécula. Portanto as vibragoes do anel
deslocam para frequéncias menores, ou seja, maiores comprimentos de onda (desvio para o
vermelho) no espectro de absorcdo eletronica (Quin et al., 1991). Este resultado € mais um

indicativo de que na molécula de uracila ocorre a desprotonacdo em solucéo alcalina.
2.4.6. Interacdo da uracila com os sais da dgua do mar

As figuras 13 e 14 apresentam os espectros FT-IR e Raman, respectivamente, dos solidos
obtidos da liofilizagdo das quatro 4guas do mar utilizadas neste estudo (0,0 Ga. 4,0 Ga, 3,2-S
Gae 3,2-H Ga). Os espectros FT-IR das 4guas do mar apresentam bandas muito largas na regido
de 2800 a 3800 cm™. Essas bandas s&o devido a hidratagdo dos sais presentes. As bandas largas
na regido entre 3338 — 3355 cm! sio devido ao estiramento v(O-H). As bandas na regido entre
1623 — 1635 cm™ séo atribuidas ao bending B(H-O-H) (Ferraro e Waler, 1965; Ault, 1978). E
as bandas na regido entre 1078 — 1085 cm! so devido estiramento v(O-H) e também aos ions
sulfato (SO4%).

Absorbancia

Absorbancia

Figura 13. Espectros FT-IR dos s6lidos obtidos a partir da liofilizacdo das solucdes de dgua do mar: a)
0,0 Ga; b) 4,0 Ga; ¢) 3,2-S Ga; d) 3,2-H Ga.
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As bandas referentes & hidratacdo dos sais, por sua vez, ndo sao observadas no espectro
Raman (Figura 14). Isso ocorre devido a regra de selecdo para cada modo de vibragdo nas
moléculas. Para a 4gua (H20), seus modos de vibragéo séo ativos para o FT-IR, mas néo séo
ativos para o0 Raman (Nakamoto, 1978). Por isso, 0 espectro Raman ndo apresenta bandas da
agua. Os espectros Raman dos solidos obtidos das aguas do mar 0,0 Ga e 4,0 Ga apresentam
duas bandas em 983 e 1004 cm™, respectivamente (Figura 14-a, b). As duas bandas sdo
atribuidas aos fons sulfato (SO4%") presente nas aguas do mar. As bandas de sulfato no sdo
observadas para as aguas do mar 3,2-S Ga e 3,2-H Ga. Deve ser ressaltado que ambas solucdes

possuem menor concentracdo do ion sulfato em sua formulagéo.
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Figura 14. Espectros Raman dos sélidos obtidos a partir da liofilizagcdo das solu¢Ges de dgua do mar:
a) 0,0 Ga; b) 4,0 Ga; ¢) 3,2-S Ga; d) 3,2-H Ga.

A figura 15 apresenta os espectros FT-IR das amostras de uracila obtidas da liofilizagéo
das solugdes em agua do mar. Para as dguas do mar 0,0 e 4,0 Ga, é possivel observar alguma
modificagdo apenas na regido acima de 1600 cm™. Pois, as bandas na regido de 1100 cm™
possuem bandas muito largas (Figura 15-a, b). Ocorre o aparecimento de uma banda de baixa
intensidade em 1743 e 1741 cm™, respectivamente. Essa regido no espectro para uracila é
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atribuida ao estiramento v(C4=0), e isso deve indicar uma interagdo dos ions presentes nas
aguas do mar com o grupo carbonila (C4=0) da molécula. Para as 4guas do mar 3,2-S Ga e 3,2-
H Ga nédo foram observadas nenhuma modificacdo, pois as bandas que aparecem séo de baixa
intensidade (Figura 16-c, d).

Nos espectros Raman, para as aguas do mar 0,0 e 4,0 Ga, sdo observadas bandas com
frequéncias em 1659 e 1657 cm, respectivamente (Figura 16-a, b). Essas bandas podem ser
interpretadas como um deslocamento da banda em 1714 cm’, atribuida ao estiramento
v(C4=0). Portanto, correlacionando os dados experimentais com os dados tedricos, pode-se
inferir que este deslocamento para menores frequéncias soa devido a interacdo do grupo
carbonila (C4=0) com os cations presentes nas aguas do mar.
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Figura 15. Espectros ATR-FT-IR dos sélidos obtidos liofilizacdo das solucdes de: ai) uracila sem
tratamento; az) 0,0 Ga; as) uracila em 0,0 Ga; b1) uracila sem tratamento; b,) 4,0 Ga; bs) uracila em 4,0
Ga; c1) uracila sem tratamento; ¢2) 3,2-S Ga; c3) uracila em 3,2-S Ga; di) uracila sem tratamento; d)
3,2-H Ga; d3) uracila em 3,2-H Ga.
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Figura 16. Espectros Raman dos sélidos obtidos liofilizacao das solucdes de: ai) uracila sem tratamento;
az) 0,0 Ga; as) uracila em 0,0 Ga; by) uracila sem tratamento; b,) 4,0 Ga; bs) uracila em 4,0 Ga; c1)
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ds) uracilaem 3,2-H Ga.

2.4.7. Célculos Computacionais

Calculos tedricos das duas possiveis formas tautoméricas da uracila (ceto-amino e enol-
iminio) foram realizados (Figura 11). O efeito do solvente foi calculado usando o modelo de
polarizacdo continua (PCM — Polarizable Continuum Model). O PCM considera uma solugéo
com o soluto infinitamente diluido no solvente, e em equilibrio. Os resultados dos calculos
demonstram que o modelo ceto-amino é mais estavel que o modelo enol-iminio, com a
diferenca de 18,30 kcal mol?, baseado na teoria B3LYP/aug-cc-pVDZ. Portanto, a estrutura

ceto-amino foi usada para os calculos com os metais Na*, Mg?*, Ca®* e Sr*.

A tabela 2 apresenta os resultados dos calculos tedricos da uracila livre, uracila com o
efeito do solvente, e uracila complexada com os cations metalicos Na*, Mg?*, Ca?* e Sr?* pelos

grupos C>=0 e C4=0 (complexos A e B, respectivamente). Quando comparadas as energias da
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uracila livre e com efeito do solvente pode-se observar que a Gltima possui menor energia e este

resultado indica que o efeito solvente estabiliza a molécula de uracila (Tabela 2).

Tabela 2. Distancia de ligagdo, estiramentos C>=0, C4=0 e Cs=Cs, energia relativa para 0s

complexos de uracila com Na*, Mg*?, Ca*? e Sr*? em diferentes posigoes.

Uracila Na* Mg? Ca?* Sr*
Complexo
(Livre) (H:0)" A B A B A B A B
Erei(kcal/mol)” 0 -19,42 0 -4,10 0 -10,87 0 -9,11 0 -9,25
Erei(Geal/mol)™ 0 -0,102 -0,125 -0,425 -1,957

((C:=0) (&)  1,2206 1,2191 172488 1,2095 1,2072 1,1903 1,2515 11995 1,2907 1,2016
v(C2=0) (cm?) 1790 1753 1724 1829 1721 1887 1670 1862 1679 1859
r(C=0) (A)  1,2235 12215 172118 12502 1,1907 1,2731 1,1978 1,2884 12022 1,2847
v(C,;=0) (cm?) 1757 1703 1800 1693 1876 1645 1839 1612 1835 1616
r(Cs=Ce) (&)  1,3545 1,3528 1,3516 1,3637 1,3430 1,3922 1,3544 13763 1,3582 13772

v(Cs=Cs¢) (cm™) 1672 1664 1685 1646 1671 1559 1693 1647 1694 1655

“Estrutura calculada com o efeito de solvente (PCM).

“"Energia relativa calculada (kcal mol™?) entre as duas estruturas para Uracila e complexos com Na*, Mg?*, Ca?* e
Sr?*,

“Energia relativa calculada (Gcal mol™) entre as estruturas para Uracila e complexos com Na*, Mg?*, Ca?* e Sr?*,

Nos complexos A e B a uracila interage pelos grupos C>=0 e C4=0, respectivamente
(Figura 17). Quando comparadas as posi¢coes em que a uracila pode se complexar com 0s
cations (complexos A e B), a mesma possui menor energia para o complexo B (Tabela 2) em
todos os casos (Na*, Mg?*, Ca®* e Sr?*). Para os dois modelos, quando ocorre a ligagdo entre o
metal e a carbonila, a distancia da ligacdo (C=0) aumenta e o numero de onda diminui,
comparando com a uracila livre. Deve-se notar que a frequéncia da ligagdo Cs=Cs diminui, e 0
comprimento da ligacdo se torna maior para o complexo B, quando comparado com a uracila
livre. A variacdo da distancia de ligacdo (Ar, equacdo 1) da carbonila (C4=0) foi de +0,0298,
+0,0523, +0,0670 e +0,0623 A para as intera¢des com Na*, Mg*?, Ca*? e Sr*?, respectivamente
(Tabela 2). Isso pode ser explicado devido ao sistema conjugado formado com C4=0, 0 que

resulta na diminuicé@o de energia e maior estabilidade.

Ar = r(uracila—metal) - r(uracila livre) (Equac;éo 1)
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Figura 17. Representacdo tridimensional das estruturas dos complexos com variados ions: a) A com
Na*; b) B com Na*; ¢) A com Mg?*; d) B com Mg?; e) A com Ca**; f) B com Ca®*; g) A com Sr?*; h)
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B com Sr?*. Esferas coloridas representam os atomos dos elementos: cinza — Carbono (C); branco —
Hidrogénio (H); azul — Nitrogénio (N); vermelho — Oxigénio (O), amarelo — metais magnésio (Mg),
calcio (Ca) e estroncio (Sr), e roxo — metal sddio (Na).

Quando comparadas as energias dos complexos propostos pelo tipo de cation metalico, é
verificado que os céations estabilizam a molécula de uracila. Dessa forma, a energia dos

complexos se da pela sequéncia Sr**< Ca?*<Mg?*< Na* (Tabela 2).
2.5. Discussdo
2.5.1. Reatividade da uracila para a formacao de nucleosideos

Uma vez que nucleosideos sdo importantes moléculas para os seres vivos, a interagcdo
entre bases nitrogenadas e uma molécula de pentose é de grande interesse para a Quimica

Prebidtica. A figura 18 apresenta um esquema geral para a reacéo de formacao de nucleosideos.

0
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Figura 18. Esquema para reacao de formacéo de nucleosideos (adaptado de Sponer et al., 2011).

Portando, a presenca de cations bivalentes, como Mg?*, atuando como catalisador pode
ter realizada um papel importante na formac&o de nuceosideos (Sponer et al., 2011). Uma vez
que se tenha dois possiveis tautdbmeros para a uracila, comparou-se a reatividade, considerando
a nucleofilicidade do nitrogénio N1 e a energia dos orbitais HOMO (Highest Occupied
Molecular Orbital) (Balachandran et al., 2013). A figura 19 ilustra os orbitais para os

tautdmeros ceto-amino e enol-iminio da uracila.

A nucleofilicidade é dada pela carga no nitrogénio Ni. Neste estudo, foi comparada a

carga Mulliken para todas as espécies. Quanto menor a carga (mais negativa), maior a
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nucleofilicidade do atomo. Este fenbmeno ocorre porque a polarizacdo aumenta e os elétrons
do nitrogénio N1 movem-se em direcdo ao acglcar mais facilmente. Para a uracila, a carga
Mulliken do nitrogénio N1 para a forma ceto-amino e enol-iminio é de -0,092 e -0,250,
respectivamente (Tabela 3). Por consequéncia, a forma enol-iminio possui menor carga e maior
nucleofilicidade quando comparada com a forma ceto-amino. Deve ser salientado que a forma

enol-iminio possui maior energia, portanto, menos estavel.

Homo do tautdmero ceto-amino Homo do tautémero enol-iminio

Figura 19. Orbitais HOMO dos tautdmeros ceto-amino e enol-iminio da uracila.

E importante para a formacdo de nucleosideos que a energia do HOMO (base
nitrogenada) e LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital) da pentose sejam préximas
(Anizelli et al.,2014). Isso implica em uma interacdo mais efetiva entre as espécies. Os orbitais
HOMO da forma ceto-amina e enol-iminio de -0,268 e -0,254 eV, respectivamente (Tabela 3).

Esses valores sdo proximos e indicam que a reatividade de ambos é similar.

Na forma enol-iminio, ambos nitrogénios N1 e N3 contribuem para a formacao do orbital
HOMO. Por outro lado, a forma ceto-amino ocorre apenas a contribuicdo do nitrogénio N
(Figura 19).

Analisando a interaco da uracila com os cations Na*, Mg?*, Ca?* e Sr?*, pode-se inferir
sobre a reatividade. A tabela 3 mostra a carga Mulliken do nitrogénio N1 dos diferentes metais
nos complexos A e B. Deve ser pontuado que os complexos B da uracila devem ser mais
predominantes, uma vez que apresenta maior estabilidade, menor energia, sao mais facilmente

formados. Para todos os casos, carga negativa ocorre no nitrogénio N1 (Tabela 3).
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Tabela 3. Carga do nitrogénio N1 e energia do HOMO para uracila.

Uracila Livre  Complexo  Na* Mg?* Ca* Sr#*

Carga de N, -0,092 -0,044 0,261 -0,054 -0,038
Energia do HOMO (eV) -0,268 A -0,391  -0,599 -0,510 -0,504
Carga de N; - -0,096 -0,046 -0,093 -0,095
Energia do HOMO (eV) - ° -0,391  -0592 -0,512 -0,506

A reacdo de formacéo de nucleosideos pode ocorrer por meio de substituicdo nucleofilica
(Figura 18), onde a base nitrogenada age como um nucledfilo com carga negativa no Nj,
atacando a pentose (substrato). Pérez-Villa et al., (2018) demonstraram a formacdo de
nucleosideos, onde a adenina e uracila desprotonada séo nucledfilos (carga parcial negativa no
N1) e ataca a ribose fosfatada (carga parcialmente positiva no carbono ligado ao grupo fosfato).
A interacdo do Sr?*, Ca?" e Na* com uracila promove a carga no N1 igual ou mais negativa que
a uracila livre. Como pontuado anteriormente, quanto menor a carga, maior a nucleofilicidade
do atomo, deste modo, pode-se assumir que estes complexos poderiam ter desempenhado um
papel na formacao de nucleosideos. Deve ser salientado que o menor valor da carga de Mulliken
ocorre quando uracila complexada com o cation Mg?* para a forma ceto-amina. Entretanto, é a
forma tautomérica com maior energia, tornando-a menos disponivel para reacao. Para todos 0s
complexos calculados, a energia do orbital HOMO diminui quando na presenga dos metais, 0
que poderia facilitar o inicio da reacdo. Concluindo, para melhor entendimento, investigacdes
futuras que promovam resultados experimentais acerca da reacdo de formacéo de nucleosideos
no contexto da Quimica Prebidtica devem ser submetidas utilizando analogos de agua do mar,

uma vez que bases nitrogenadas interagem fortemente com os cétions.
2.6. Conclusodes

A investigacdo, por técnicas espectroscopicas, da uracila apresentou mudangas nos
espectros FT-IR e Raman para as amostras sélidas obtido da liofilizacdo de solucgéo alcalina e
em solucdo alcalina, com valor de pH igual a 12,0. Pois, ocorre a desprotonagdo da molécula

com maior contribuicdo no nitrogénio N3 do que para 0 N.

Os solidos obtidos com as aguas do mar apresentaram poucas bandas e com auxilio dos

calculos computacionais pode-se concluir que a interagdo com os cations metalicos estabiliza a
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molécula. A maior estabilizacdo ocorre com os cations bivalentes, e a interagdo acontece
preferencialmente com o grupo carbonila (C4=0). Esse estudo apresenta relevancia para a
quimica prebidtica, pois demonstra como a uracila ira interagir com sais presentes nas aguas do

mar.

Célculos tedricos também mostraram que a reatividade da molécula muda na presenca
dos cétions, quando a nucleofilicidade e a energia dos orbitais HOMO sé&o analisadas. Os
resultados das intera¢fes dos cations metalicos com uracila sdo importantes para a quimica
prebidtica, uma vez que alteragcbes nas energias e reatividades indicam caminhos para a

Evolucdo Quimica.
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3. Radidlise de adenina em meio salino

Neste capitulo, a radidlise de adenina solida e aquosa foi investigada. A irradiacdo gama de
adenina sélida obtida a partir da liofilizacdo de solu¢Bes em éagua destilada e 4gua do mar
resultou em pequena decomposic¢do. Para a amostra com sais da &gua do mar detectou-se
interacdo da radiacdo com ion sulfato. Por outro lado, a irradiacdo de adenina em solucéo
aquosa resultou na decomposicdo e producdo de espécies oxidadas, como 8-hidroxiadenina e
N1-0xido de adenina. Entretanto, no ensaio de irradiacdo de adenina em solugdo de 4gua do mar
(4,0 Ga) se obteve menor taxa de decomposicao que em &gua destilada. Esse comportamento é
atribuido a presenca dos sais dissolvidos que interagem com os radicais provenientes da
interacdo da dgua com radiacdo gama. Estes resultados endossam a necessidade de se utilizar

modelos de &gua do mar em experimentos de Quimica Prebidtica.

3.1. Introducéo

A partir de uma perspectiva astrobiologica, adenina (Figura 1), uma base nitrogenada e
purina presente no DNA/RNA é uma importante molécula. Sua sintese abidtica foi demonstrada
anteriormente (Basile, 1984) e foi encontrada em meteoritos (Hayatsu, 1975). Portanto, é
plausivel supor que adenina estava presente na Terra Primitiva, sendo uma forte candidata para

experimentos em Quimica Prebidtica.

NH,
2 \ \>

Figura 1. Estrutura molecular da adenina.
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Simular condicfes da Terra Primitiva em experimentos de Quimica Prebiotica é
importante para garantir a confiabilidade dos resultados. Condig6es como salinidade e valor de
pH da agua do mar sdo passiveis de modelar (Zaia, 2012). Por exemplo, a razéo de concentracéo
de Na*/Mg?* e CI/SO4* na dgua do mar diferem da raz&o encontrada na agua do mar atual. Da
mesma forma, a Terra Primitiva possui grandes fontes de energia na forma de radiacao ionizante
(“°K, 22Th, 25U, 28U, 2%Po) (Negron-Mendoza, 2016). Radiacdo gama € resultado do efeito
de decaimento radioativo de um nucleo atbmico. Esta radiacdo € denotada como radiagédo
ionizante por causa de sua alta energia (Allen, 1961). Em experimentos de quimica prebidtica
sdo usadas como fontes de radiacio ionizante “°K e %°Co para simular os efeitos da radiacéo
gama (Negron-Mendoza, 2016). Portanto, experimentos usando radiagdo ionizante sdo
necessarios para entender o comportamento da estabilidade e decomposicdo de biomoléculas

candidatas para Evolugdo Quimica.

A radidlise de adenina tem sido objeto de investigacdes anteriores (Conlay, 1963,
Ponnamperuma, 1963, Van Hemmen, 1971, Yamamoto, 1980: Yamamoto e Fuji, 1986,
Hartmann et al., 2007 e Su et al., 2011). Foi reportado que adenina nao é facilmente decomposta
por interagdo com radiacdo ionizante. Ocorrem alguns produtos de decomposi¢do, como
radicais modificados de derivados de adenina (radical modified adenine derivatives) tais como
Nx-O0xidos de adenina (adenine Nx-oxides) e hidroxiadenina (hydroxyl-adenine), outras bases,

como xantina e hipoxantina, e espécies com o anel aberto.

Foi publicado que a radidlise de citosina resulta em uma reacdo de deaminacédo
produzindo uracila, outra base nitrogenada (Cruz-Castafieda, 2016). Por outro lado, os efeitos
na 4gua do mar pela radiacdo ionizante ndo sdo, todavia, entendidos (Dragani¢, 2005). A
radidlise de dgua do mar é um assunto importante para a quimica de radiacfes, uma vez que
pode alterar a quantidade de produtos pela radidlise da agua (Kumagai, 2013, Hata, 2015 e
2016).

Adenina foi medida por espectrofotometria (UV-Vis) e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). Os produtos da radiolise de adenina foram caracterizados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia aplicada a um espectro de massas (HPLC-Mass) e espectroscopia no
infravermelho (FT-IR). Calculos tedricos foram realizados de modo a elucidar os possiveis
produtos de decomposicao, por otimizacdo de geometria, simulacdo do espectro vibracional e

comparacéo de energia relativa.
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3.2. Objetivos
3.2.1. Objetivo Geral

Investigar o comportamento da base nitrogenada adenina quando exposta a radiacédo
ionizante no estado so6lido e em solucdo de agua destilada e &gua do mar 4,0 Ga, pois, esta

representa um ambiente anterior a datacdo do primeiro ser vivo.
3.2.2. Objetivos Especificos

Caracterizar as interacfes da radiagdo gama com solidos obtidos da liofilizacdo de
adenina aquosa em agua destilada e &gua do mar (4,0 Ga), utilizando as espectroscopias Raman

e de ressonancia paramagnética eletronica (RPE).

Quantificar e caracterizar a recuperacdo de adenina em agua ultra pura, solucdes salinas

e em agua do mar (4,0 Ga) quando exposta a radiacdo gama.

Identificar possiveis produtos de degradacéo e relacionar as informacGes no contexto de

quimica prebidtica.
3.3. Materiais e Métodos
3.3.1. Vidrarias

Todas vidrarias utilizadas nos ensaios de irradiacdo foram limpas de acordo com o0s
procedimentos de quimica de radiaces. As vidrarias foram submetidas a uma mistura quente
de HNOs e H2S04 por 4h, seguidos por uma lavagem com agua bidestilada e posteriormente
com &gua ultra pura (MilliQ). As vidrarias foram aquecidas a 300 °C durante a noite para

eliminacdo de matéria organica.
3.3.2. Agua do mar artificial 4,0 Ga

A é&gua do mar foi preparada pela dissolucdo em 1 L de agua ultra pura dos seguintes sais:
Na2S04 (0,271 g), MgCl..6H20 (0,500 g), CaCl2.2H20 (2,50 g), KBr (0,050 g), K2SO4 (0,400
g), e MgS0Os4 (15,00 g) (Zaia, 2012). Solugdes salinas de KCI, K2SO4, MgCl2.6H20 e MgSO4
com concentragdo de 0,129 mol L foram preparadas de modo a entender o comportamento de
cada sal. O valor da concentracéo (0,129 mol L) é similar ao valor da concentragéo de sulfato
(SO4%) na agua do mar (4,0 Ga)
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3.3.3. Preparo das amostras

Dois conjuntos de amostras foram preparados: i) Amostras solidas secas foram obtidas
através da liofilizacéo de solugBes de adenina (500 pug mL™) em &gua destilada e agua do mar
(4,0 Ga). As solugdes foram congeladas em um refrigerador e posteriormente colocadas em um
liofilizador & vacuo (alto vacuo, 50 mPa, -50 °C); ii) Solugbes contendo adenina (500 pg mL™)
foram preparadas em &gua destilada, solucgdes salinas e &gua do mar (4,0 Ga). As solugdes foram
borbulhadas com gas argonio (Ar), seladas e conduzidas ao reator de ®Co.

3.3.4. Ensaios de irradiacéo

As amostras foram irradiadas com auxilio de uma fonte de raios gama (Gammabeam 651-
PT) atemperatura ambiente (298K). A dose de irradiacao foi determinada usando um dosimetro
de sulfato ferroso-sulfato de cobre. A taxa de dose foi de 197 Gy min™. Doses de irradiacéo
foram de 0 a 94,52 kGy.

3.3.5. Espectrofotometria UV-Vis

A absorbancia de adenina foi determinada em um espectrofotbmetro UV-Vis Varian
modelo Cary 100 Scan. A quantidade de adenina foi determinada por leituras em 260 nm e 266

nm para soluc@es acidas e alcalinas, respectivamente.
3.3.6. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Adenina foi quantificada em um cromatédgrafo equipado com um detector UV-Vis e uma
coluna C-18. A fase mdvel empregada foi de 77 % A (acetato de aménia 0,1 mol L™ com pH
ajustado para 4,5 com &cido acético) e 23 % B (mistura de 250 mL de acetonitrila, 250 mL de
metanol e 4 mL de tetrahidrofurano). A taxa de fluxo foi de 0,3 mL min™ e a deteccéo realizada

em 260 nm.
3.3.7. Espectroscopia no Infravermelho (FT-IR)

Os espectros FT-IR foram obtidos com um acessério de reflectancia (PerkinElmer
spectrum 400, USA). Os espectros foram adquiridos no modo transmitancia de 650 a 4000 cm”

1 e 0 nimero de varreduras foi de 10.
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3.3.8. Espectroscopia Raman

Os espectros Raman foram obtidos em um WITec Confocal Raman Microscope System
alpha 300. Os espectros foram adquiridos com um laser em 785 nm, de 2000 a 370 cm™ e com

resolugdo de 4 cm™ com 10 scans.
3.3.9. Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE)

As amostras foram submetidas em um espetrometro RPE (Jeol JES-TE300) do Instituto
de Quimica, UNAM, operando na banda X, com 100 kHz de frequéncia de modulacdo e uma
cavidade cilindrica no modo TEO11. O campo magnético recebeu calibracdo externa com um
Jeol ES-FC5. As amostras foram colocadas em uma célula de quartzo (flat-type) e medidas em

temperatura ambiente.
3.3.10. Anélise Estatistica

O teste Tukey foi realizado para analisar a quantidade de adenina em diferentes niveis de
significancia (p<0,05).

3.3.11. Célculos Computacionais

As geometrias moleculares foram otimizadas, as frequéncias e energias relativas (Erel)
foram calculadas usando o método da teoria de densidade funcional (DFT) através do funcional
hibrido B3LYP (Becke, 1988; Becke, 1993; Lee, 1988), o conjunto de bases escolhido foi aug-
cc-pVDZ (Dunning, 1998) pelo software Gaussian 03 (Frisch, 2004). O conjunto de bases aug-
cc-pVDZ foi escolhido em razdo da correta descrigdo dos a&tomos de oxigénio e nitrogénio. O
conjunto de bases inclui as fungdes difusas (prefixo aug-), em que é considerada a relativa

natureza difusa dos pares isolados.
3.4. Resultados
3.4.1. Adenina solida exposta a radiacdo gama

Da liofilizacéo das solugdes de adenina (500 pg mL™) em agua ultra pura e agua do mar
(4,0 Ga), amostras solidas foram obtidas. Estes solidos foram expostos a radiacdo gama na dose
de 94,52 kGy. Os espectros Raman das amostras controle e irradiadas sdo mostradas na Figura
2. No espectro Raman do sélido irradiado obtido da liofilizacdo de agua destilada ocorre o
desaparecimento de uma banda em 1467 cm™ (Figura 2-a), atribuido ao estiramento v(C=N) do

anel pirimidinico, e uma pequena diminuigdo da intensidade da banda em 1312 cm?, atribuido
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ao estiramento v(C—N) do anel pirimidinico (Anizelli et al., 2014). Isso indica uma pequena
decomposicdo de adenina, devido ao estado s6lido da amostra, uma vez que a producdo de
radicais livres € maior em solucéo do que em sélidos. Deve ser salientado que a irradiagdo com
raios X de adenina forma radical no nitrogénio Nz, ligado ao carbono Cz (Nelson et al., 1992).
Nenhuma mudanca no espectro FT-IR é observada nos sélidos obtidos da liofilizacdo em &gua

destilada (Figura 2-c), o que indica a baixa decomposicao de adenina quando em estado sélido.
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Figura 2. Amostras controles (linha preta) e amostras expostas a radiagdo gama com dose de 94,52 kGy
(linha vermelha). Espectros obtidos da liofilizacdo da solucdo de adenina (500 pg mL™) em agua
destilada: a) Raman; c) FT-IR. Espectros obtidos da liofilizagdo da solucéo de adenina (500 pug mL™)
em agua do mar (4,0 Ga): b) Raman; d) FT-IR.

Mesmo procedimento foi realizado com as amostras obtidas da solugéo de adenina em
agua do mar (4,0 Ga). Contudo, nenhuma banda de adenina é observada, devido a menor
concentracdo de adenina quando comparada com os sais da dgua do mar. O espectro FT-IR
apresenta trés bandas em 667, 1104 e 1636 cm™. A banda mais intensa em 1104 cm™ é atribuida
aos modos vibracionais v da espécie de sulfato (SO4%) (Colthup et al., 1990). A frequéncia em
1636 cm* ¢ atribuida ao bending p(H-O-H), da hidratacéo dos sais (Ault, 1978). E observado

uma pequena diminuigdo na intensidade da absorcdo da banda em 667 cm™, atribuida ao
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bending B(SO4%) do ion sulfato (S04%), devido a formagao de sulfato de calcio (CaSO4.2H,0).
O mineral gesso possui mesma frequéncia de vibragdo no espectro FT-IR (Anbalagan et al.,
2009), assim como o sal sulfato de calcio (CaSO4) também tem (Miller e Wilkins, 1952). Néo

obstante, ap0s exposicao a radiacdo gama, estad frequéncia diminui de intensidade.

No espectro Raman observa-se um deslocamento de 1038 para 987 cm™ quando ap6s
exposta a radiagdo gama. Esta banda na regifo 1020-1200 cm™ é atribuida ao modo vibracional
(v1) do ion sulfato (Colthup, 1990). Deste modo, o deslocamento dessa banda esta relacionado
a interagdo da radiacdo com o ion sulfato. Wang et al. (2006) observaram que o sal sulfato de
magnésio desloca a frequéncia deste modo de vibracdo de acordo com a hidratacédo do sal. O
sal anidro possui a frequéncia em 1022 cm™, enquanto que o sal hidratado ou em solugdo aquosa
possui a frequéncia em 984 e 982 cm™, respectivamente. E a mudanca da frequéncia deste modo
vibracional é devido a mudanca de simetria do ion sulfato (Nakamoto, 2009). Estes resultados
sugerem uma interacdo da radiacdo gama com 0s sais presentes na agua do mar, e ndo

meramente interacdo com a molécula da base nitrogenada.

Além disso, a irradiacdo de espécies de sulfato promove defeitos como SO47, SO3’, SO7’,
O e Oz pela formacdo de um buraco eletrénico (electron-hole) (Nurakhmetov et al., 2016),
sendo SO4™ 0 primeiro defeito produzido (Equacdo 1), em que é detectavel por espectroscopia
RPE (Gromov e Morton, 1966, Byberg, 1986).

502~ ralosy SOz~ +e” (Equagdo 1)

Por outro lado, o fon sulfato (SO4>) que absorve na regido de 1020-1200 cm™, o jon
sulfito (SOs%) absorve na regido 920-980 cm™ (Colthup, 1990). Também, o espectro no
infravermelho (FT-IR) do sal sulfato de célcio (CaSO4) possui uma banda intensa entre 1130-
1010 cm?, e o sal sulfito de célcio (CaSOs3) possui uma banda intensa entre 970-945 cm
(Miller e Wilkins, 1952). Portanto, pode-se enunciar duas hipoteses: a) através da exposicao a
radiacdo, o ion sulfato muda de simetria, e b) ocorre a formacéao de defeitos (buraco eletronico)

produzindo SOs3".

As amostras controles dos sélidos obtidos pela liofilizacdo das solugdes de adenina em
agua destilada e do mar ndo apresentam sinal RPE (Figura 3, amostras a, c). Por outro lado, as
amostras expostas a radiacdo gama apresentam sinal RPE, o que indica a formac&o de radicais
livres induzidos por radiagdo gama (Figura 3, amostras b, d). A amostra obtida a partir da

solucdo de adenina em &gua destilada e posteriormente irradiada possui um sinal RPE com
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g~2,004, caracteristico de um radical livre. Este radical pode ser devido & degradacdo de
adenina. Conforme pontuado, a irradia¢éo de adenina promove a formacao de radicais, que séo
detectados por RPE espectroscopia (Nelson et al., 1992). Zehner et al. (1976) descrevem a
formacéo de radicais em derivados de adenina mediante irradiacdo com raios X, pela adic¢éo de

um préton no carbono C; ou Ce.

40 4 40 +
304 304 ‘ g=2.004
5] ! /
2 perh
k=] Ao A ANy e A P A A A s A A AN\ et APyt oot e N ARt UL i A At o NS Y Y B e
‘B TR
= H
2 204 20 i
=
10 - 10 -
a b
T T T T T T T T T T
330 332 334 336 338 340 330 332 334 336 338 340
40 - 40 - g=2.011
I\
IR /
30 30 o /\/ \/\ i
Woate b
% .‘ '\w\ﬂ_ r’\\ l |
% P A NPV ST Y I VPO VY DRV USCL, PUCNIIN WPt Sy B 1Y SV U Ty e t - //v"\,."‘%\«/""'“"v"' .
c
S 20 201 A !
£ : \ /\/
] \ ‘r/
10 | 10 4 / " |
[
g=2.004 | |/
€ d
T T T T T T T T T T
330 332 334 336 338 340 330 332 334 336 338 340
Campo Magnético (mT) Campo Magnético (mT)

Figura 3. Espectros RPE dos sélidos obtidos da liofilizacdo da solucdo de adenina (500 pg mL?) em:
a) agua destilada; b) adgua destilada e irradiado com dose de 94,52 kGy; ¢) agua do mar (4,0 Ga); d)
agua do mar (4,0 Ga) e irradiado com dose de 94,52 kGy

No caso da amostra obtida a partir da solucéo irradiada de adenina em agua do mar (4,0
Ga), vérias linhas de ressonancia no espectro sdo sobrepostas, o que dificulta a interpretacao.
Isto ocorre por causa da mistura dos sais (cations e anions) na amostra. Deve ser pontuado que
o0s fons com maior concentragdo sdo SO4%, CI, Mg?* e Ca?". Ap6s irradiacdo, ions sulfatos
podem gerar radicais livres que sdo detectados por espectroscopia RPE. Os sinais podem ser
atribuidos aos radicais formados pela decomposicao do &nion sulfato (Gromov e Morton, 1966,
Byberg, 1986).
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3.4.2. Adenina aquosa exposta a radiagdo gama

O radical *OH ¢ a principal espécie formada pela radiolise da agua (Equacbes 2-3) pela
radiacdo ionizante (Samuel e Magee, 1953, Allen, 1961, Dragani¢ and Dragani¢, 1971). O
oxigénio dissolvido (O2) pode mudar a principal espécie oxidante formada (Equacdo 4)
(Dragani¢ e Dragani¢, 1971). Para entender o comportamento de adenina agquosa exposta a
radiacdo gama em quatro diferentes doses, ensaios com adenina aquosa em agua destilada foram
realizados com oxigénio (Oz) e argdnio (Ar) dissolvidos, e também com solucbes salinas e agua
do mar (4,0 Ga), mas estes sem oxigénio (Oz) dissolvido, removido via adicdo de gas argdnio
(Ar).

raios—y

H,0 —— H,0" (Equacéo 2)
Hy0" - 1/2H; +1/2H; 0, + H-+ OH * + e(gq) (Equacéo 3)
0, + eqq = Oz (Equacéo 4)
€aqy + OH - OH™ (Equacéo 5)

O valor de pH das solucdes de adenina ap6s irradiacdo foi medido (Figura 4). E observado
uma tendéncia no aumento do valor de pH para as solucGes ap6s irradiacdo, mas nao para
adenina em solugdo salina de MgCl> e de 4gua do mar (4,0 Ga). Mudangas no valor do pH séo

uma indicacao de ocorréncia de reacdes quimicas.

8.5

T I R 28N

=)= Agua destilada 0,

—O= Agua destilada (Ar)
Agua do mar (4,0 Ga) (Ar)
Solucdo em KCI (Ar)

= Solugdo em K SO, (Ar)
Solugdo em MgCl, (Ar)
Solugdo em MgSO, (Ar)

Valor de pH

0,0 23,71 47,26 71,12 94,52
Dose (kGy)

Figura 4. Valor de pH das soluc6es de adenina ap6s irradiacao.
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O aumento no valor de pH pode ser devido: i) ao elétron hidratado que reage com o radical
hidroxila, formando ion hidroxila (Equacdo 5) (Schmidt e Ander, 1969, Hata et al., 2015); ii)
liberacdo de ion amdnio via degradacao da adenina em seu grupo NHa (reacéo de deaminacéo,
Ponnamperuma et al., 1963). Deve ser notado que a irradiacdo das solugdes resulta em uma

coloragdo amarelada, outra indicacéo de rea¢do quimica.

O espectro UV-Vis dessas amostras apresentaram uma pequena absorcéo na regido entre
350 e 280 nm. E também notado que quanto maior a dose de radiacdo exposta, menor a
intensidade da absor¢do da banda caracteristica da adenina, em 260 nm (Figura 5). Isso implica
na decomposicdo da adenina, e a quantidade da adenina remanescente foi quantificada por
HPLC.

10 1.0

08 .

064}

Abs (a.u.)

0.4

0.2 4

0.0
T T T T T T
200 250 300 350 400 200 250 300 350 400

Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 5. Espectros UV-Vis de adenina em: a) 4gua destilada; b) 4gua do mar (4,0 Ga). Espectros das

solucdes de adenina ndo irradiadas (linha sélida), e amostras irradiadas (linhas tracejadas).

[ Agua destilada (0,)

B2 Agua destilada (Ar)

Agua do mar (4,0 Ga) (Ar)
vlugiio de KC1 (Ar)
Solugdo de K:S()l (Ar)
- Solugdo de Mg(‘l: (Ar)
- Solugdo de MgSO, (Ar)
[ Mistura salina (Ar)

500 <
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300 -
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]

94,52

)
=)
-
0~

Dose (kGy)

Figura 6. Concentracdo de adenina por dose de radiacdo gama. Os valores estdo apresentados em forma

de barras com média (ug mL?) + erro padrdo da média.



46

Para as solugdes salinas e em agua do mar (4,0 Ga) de adenina, os cétions foram
removidos usando uma resina de troca cationica antes da inje¢do no cromatdgrafo (HPLC). A
figura 6 mostra a quantidade de adenina apds quatro doses de irradiacdo (23,71, 47,26, 71,12 e

94,52 kGy). Andlise estatistica foi realizada e esta descrita na tabela 1.

E observado que em 23,71 kGy ndo ha diferenca entre 4gua destilada (com ou sem O
dissolvido), solugbes salinas e 4gua do mar (4.0 Ga). No entanto, em uma dose maior (47,26
kGy) é observado uma maior quantidade remanescente de adenina em agua do mar (4,0 Ga) e
uma menor quantidade em solugdo de KCI. A concentragdo remanescente de adenina na dose
de 71,12 kGy em agua do mar (4,0 Ga) € estatisticamente a mesma apenas para a da solucao
em MgSO; e estatisticamente diferente de todas outras solugdes de adenina. Para a dose de
94,52 kGy, a quantidade restante de adenina em &gua do mar (4,0 Ga) é estatisticamente igual
apenas para a da solucdo em K>SOg e estatisticamente diferente de todas outras solucdes de
adenina. E importante ressaltar que as concentraces de adenina remanescente em agua do mar
(4,0 Ga) nas ultimas maiores doses sdo estatisticamente iguais as das soluces de sulfato

(Tabela 1), que é anion mais abundante na solucéo de 4gua do mar (4,0 Ga).

Tabela 1. Concentracéo de adenina por dose de radiagdo gama.

Solugéo de Dose (kGy)

adenina 0,00 23,71 47,26 71,12 94,52
Agua 506,0 + 5,3 339,7+15.1 206,4 + 11,2 181,0+£ 10,5 93,8+22,0
Destilada (O2) a, A a, B ab, C b,c, C b,D
Agua 506,3 + 2,7 335,4+19,5 236,5 £ 34,2 150,3+ 16,1 73,3182
Destilada (Ar) a, A a,B a,b, C c,D b, E
Agua do mar 506,0 £ 5,3 328,1+5,3 2615 +6,7 250,4 + 8,8 180,7+9,1
(4,0 Ga) (Ar) a, A a, B aC aC a,D
Solucéo de 505,3+0,7 338,7+15,3 180,0+ 9,4 1724 +124 87,7+185
KCI (Ar) a, A a,B b,C b,c, C b, D
Solucéo de 502,0+6,1 326,2+ 17,7 209,1+9,8 144,0£ 0,7 128,4+1,0
K2SO4 (Ar) a, A a,B a,b, C c,D a,b,D
Solucéo de 505,3+1,3 329,9+32,7 2308+ 14 167,4+12,9 111,711
MgCl; (Ar) a, A a, B ab, C b,c, D b, D
Solugéo de 497,3+0,3 299,1+95 262,3+12,9 214,9+ 14,2 94,5 + 38,6
MgSO. (Ar) a, A a, B a, B,C ab, C b, D
Mistura 103,3+5,7
Salina (Ar) ) ) ) ) B

Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média. O nimero de conjuntos foi de trés.
Foram irradiados 5 mL de adenina na concentragéo de 500 ug mL™*, em diferentes doses de exposi¢do a
radiagdo gama. Letras maitsculas nas linhas sdo estatisticamente diferentes entre si pelo teste Tukey (p
< 0,05). Letras minusculas nas colunas sdo estatisticamente diferentes entre si pelo teste Tukey (p <

0,05). A agua do mar (4,0 Ga) usada foi preparada como descrito por Zaia (2012).
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A concentragéo de adenina na mistura de solucdo salina de MgCIl.6H.O e MgSO4 ndo se
apresentou estatisticamente diferente da concentracdo de adenina nas solucbes de sais
separados. Isso significa que a menor taxa de degradacdo de adenina em agua do mar néo
depende apenas dos anions cloreto e sulfato, por que este efeito s6 é observado quando todos
0s sais estdo reunidos na solugdo de dgua do mar (4,0 Ga). A analise das soluces em diferentes
doses da radiagcdo gama mostrou que a concentracédo de adenina nas doses de 47,26 e 71,12 kGy
sdo estatisticamente as mesmas, exceto para adenina em dagua destilada sem oxigénio
dissolvido, agua do mar e solucédo de KCI (Tabela 1). Todas outras doses sdo estatisticamente
diferentes para todas solugfes de adenina. Esses resultados sugerem que em meio de agua do
mar (4,0 Ga), adenina possui maior resiliéncia em se decompor quando comparado com &gua

destilada e as solucdes salinas.
3.4.3. Rendimento radioquimico

O rendimento radioquimico é definido como o nimero de espécies produzidas ou
desaparecidas por 100 eV de radiacéo absorvida (Allen, 1961, Dragani¢ e Dragani¢, 1971). Pode
ser descrito pela equacdo 6, o rendimento radioquimico, G, € igual a0 nimero de mols de
adenina desaparecidos, n, multiplicado pelo nimero de Avogadro (6,023 x 10%), dividido pela
dose absorvida, Gy, multiplicada por um fator de conversio (6,245 x 10'®) de gray (Gy) para

elétron-volt (eV).
_ nx(6,023x102%3)
G =100 (ny(6,245><1018))

(Equacéo 6)

0.8 [

—0— Agua destilada (O,)
Agua destilada (Ar)
N Agua do mar (4,0 Ga) (Ar)

Solugéo em KCI (Ar)
oad N\ \ 77777777777777777777777777777777777777777777777 Solucdo em K,SO, (Ar)
\ Solugao em MgCI, (Ar)
\ — Solugéo em MgSO, (Ar)
== Mistura salina (Ar)

0.3 o S S — e

R A .- it ti’iik Libop

G (moléculas / 100 eV)

0.2
23,71 47,26 71,12 94,52

Dose (kGy)

Figura 7. Rendimento radioquimico em funcéo da dose. G ¢ definido como o nimero de moléculas de

adenina desaparecidas por 100 eV de radiacdo absorvida.
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A Figura 7 mostra os valores de G para todos os experimentos em solugdo. Observa-se
que o menor valor de G € obtido para solugdo de adenina em dgua do mar (4,0 Ga) para a maior
dose (94,52 kGy). O baixo valor de G para decomposicao de adenina sugere sua resiliéncia em
decomposicdo em solucdo, e pode ser devido as reacdes de reconstituicdo, tendo como adenina
seu produto (Van Hemmen e Bleichrodt, 1971).

3.4.4. Andlise Vibracional

As amostras irradiadas foram liofilizadas e obtidos os espectros FT-IR. Em doses mais
altas as moléculas sdo mais decompostas, e esse comportamento também é observado por
espectroscopia no infravermelho (FT-IR). Pela diminuicdo da intensidade das bandas de
adenina (Figura 8) observa-se a decomposicdo da molécula. Todas as bandas foram
caracterizadas de acordo com Anizelli et al. (2014). E observado a diminuicio da intensidade
das bandas em 911 e 938 cm® (Figura 8), que sdo atribuidas & deformacéo 8(C—N—C)y do anel
pirimidinico e deformacdo 6(N-C=N)im do anel imidazolico, respectivamente. As bandas em
1019 e 1123 cm séo atribuidos ao rocking p(NH2) e deformagdo 8(C—H)im, respectivamente.
Em 1251 cm™? ha o estiramento v(C-NHz) e em 1415 cm™ a deformacdo &(Cz—H)py. As
principais mudancas ocorrem em 1598 e 1668 cm™ que séo atribuidos ao estiramento v(C=C)
e ao bending no plano B(NH>), respectivamente. Nessa regido héa a formacao de novas bandas.

E inferido que a irradiacio gama afeta por toda a molécula de adenina, pelos anéis pirimidinico

e imidazélico.
Amostra controle

23,71 kGy

47,26 kGy

71,12 kGy

Transmitancia (%)

94,52 kGy

T T T T T T T T T T T T T T T
800 1000 1200 1400 1600 1800 2400 3000 3600

Ntmero de onda (cm™)

Figura 8. Espectro no infravermelho (FT-IR) dos s6lidos obtidos da liofilizacdo da solucdo de adenina
(500 pg mL) sem O dissolvido.
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Para entender as novas bandas e ombros formados, foi realizado a deconvolucéo (Figura
9) do espectro FT-IR da amostra de adenina controle e submetida a dose de 71,12 kGy (sem O>
dissolvido). O espectro FT-IR do controle de adenina apresenta duas bandas principais na regido
de 1550 a 1750 cm™. No entanto, essas bandas s&o formadas por outros modos vibracionais.
Foi realizada a deconvolucdo dessas duas bandas e a melhor regressao apresentou quatro bandas
(Figura 9). As bandas obtidas ocorrem em 1572, 1603, 1650 e 1674 cm™, e sdo atribuidas aos
estiramentos v(C=C), v(C=C), v(C=N) e ao bending no plano B(NH2), respectivamente
(Anizelli et al., 2014).

100
80

60

40 4

Transmitancia (%)

—— Adenina 0,0 kGy
—— 1572¢em*

—— 1603 cm*

—— 1650cm™

— 1674cm”

- - Somatdria das bandas

20 H

0 T T T T T 1
1500 1550 1600 1650 1700 1750 1800

Ndmero de onda (cm™

Figura 9. Deconvolucéo das bandas na regido de 1550 até 1750 cm™ no espectro FT-IR do sélido obtido

da liofilizacédo da solucéo de adenina. A melhor regresséo foi obtida com quatro bandas (R?=0,998).

Para a amostra irradiada com dose de 47,26 kGy com oxigénio dissolvido sdo observadas
bandas deslocadas em 1585, 1600, 1641 e 1668 cm™, e uma nova banda em 1711 cm™ (Figura
10-A). Para a amostra irradiada com a dose de 71,12 kGy sem oxigénio dissolvido é observado
um deslocamento em 1600, 1602, 1640 e 1668 cm™e um uma nova banda em 1713 cm™ (Figura
10-B). Estas novas bandas (1711 e 1713 cm™) indicam que héa a formag&o de uma nova banda
ou interacdo na molécula de adenina. Adenina em solucéo acida (pka1=4,20) torna-se protonada
no nitrogénio N1 do anel pirimidinico. A protonagéo leva ao deslocamento da banda em 1674
para 1699 cm™ no espectro vibracional (Anizelli et al., 2014). Portanto, um dos produtos de

decomposic¢éo de adenina deve ter esta nova banda no nitrogénio Ni.

No espectro FT-IR dos sélidos obtidos da liofilizacdo de adenina em &gua do mar (4,0
Ga) apos irradiacdo ndo é observado as bandas relativas a adenina, devido a intensa absorcéo

das bandas relativas aos modos vibracionais dos sais hidratados (Figura 11).
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Figura 10. Deconvolucéo das bandas na regido de 1550 até 1750 cm™ do espectro FT-IR dos sélidos
obtidos da liofilizagdo da solucdo de adenina: A) com oxigénio (O,) dissolvido e irradiado com dose de
47,26 kGy. A melhor regresséo foi obtida com 5 bandas (R?=0,999); B) sem oxigénio (O,) dissolvido e
irradiado com dose de 71,12 kGy. A melhor regresséo foi obtida com 5 bandas (R?=0,999).

As trés bandas de alta intensidade em 1103, 1628 e 3385 cm™ sdo atribuidas aos fons
sulfato (SO4), bending B(H-O-H) e ao estiramento v(O-H), respectivamente (Ferraro e Waler,
1965; Ault, 1978).

A amostra controle apresenta uma banda em 667 cm™ que pode ser atribuida ao bending
SO do ion sulfato (SO4%) presente no mineral gesso (lishi, 1979, Anbalagan et al., 2009), e
também é encontrado no espectro do sal sulfato de célcio (Miller e Wilkins, 1952). A
composicdo do gesso é o sulfato de célcio (CaSO4.2H-0), que pode ser formado a partir dos
ions presentes na dgua do mar (4,0 Ga) quando se é adicionado o mineral montmorillonita no

sistema (Este ensaio é explorado no capitulo 4).

No entanto, apds a irradiagdo, a banda em 667 cm™? ndo aparece. Quanto ao
desaparecimento desta banda, comportamento similar foi observado para os ensaios de
irradiacdo em estado solido. A formacdo do gesso ocorre apos a liofilizacdo da solucdo de
adenina (amostra controle). Assim, apos a irradiacdo este modo vibracional ndo é mais
observado.

Portanto, os resultados sugerem que a interacdo dos radicais livres provenientes da
irradiagdo das amostras com os ions sulfatos presentes na dgua do mar. Ou seja, supe-se uma
competicdo da adenina com os ions salinos pelos radicais formados. Isso diminuiria a
decomposic¢éo da adenina.
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Figura 11. Espectro FT-IR dos sélidos obtidos da liofilizagdo de adenina em &gua do mar (4,0 Ga): a)

amostra controle, e amostras irradiadas com dose de: b) 23,71 kGy; c) 47,26 kGy; d) 71,12 kGy; e)
94,52 kGy.
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Figura 12. Espectros FT-IR obtidos da liofilizacdo das solugbes de adenina em: A) KCI; B)
MgCl,.6H,0; C) K;SO4; D) MgSOQ.. Espectro de: a) amostra controle, e irradiadas nas doses: b) 23,71
kGy; ¢) 47,26 kGy; d) 71,12 kGy; e) 94,52 kGy.
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Com relacdo aos ensaios com solucbes salinas, apds irradiacdo as amostras foram
congeladas, liofilizadas e obtidos os espectros FT-IR (Figura 12). E observado o mesmo
comportamento que em agua destilada. As bandas relativas a adenina diminuem de intensidade,
e sdo formadas novas bandas na regido de 1500 a 1800 cm™. No entanto, isso é observado
apenas para as amostras em solugdes em KCI e MgCl».6H>O (Figura 12-A, B). Pois, para as
amostras obtidas a partir das solugfes de adenina em K>SO4 e MgSO4 (Figura 12-C, D) séo

observados apenas as bandas relativas aos sais hidratados.
3.4.5. Caracterizacdo dos produtos de decomposic¢ao

A irradiacdo de adenina aquosa produz um novo composto. Para testar as possiveis
formacdes de xantina e hipoxantina (bases similares a adenina), padrdes foram injetados no
HPLC e diferentes tempos de retencdo foram obtidos, os quais ndo correspondem ao novo
composto. O pico relativo ao composto desconhecido aparece perto do pico da adenina, com
menos de 0,5 minutos de diferenca (Figura 13). Este comportamento sugere uma estrutura

similar com a adenina.

E importante ressaltar que a quantidade do novo composto ndo é ampliada com o
aumento da dose. Em vez disso, a area do pico diminui na dose de 94,52 kGy. Para determinar
qual é o composto, as amostras foram injetadas em um cromatografo acoplado a um
espectrometro de massas (HPLC-MS). Realizou-se a analise de modo a detectar os sinais m/z
no modo positivo para adenina, hipoxantina e xantina. Nos ensaios com HPLC-MS, o tempo
de retencdo da hipoxantina, xantina e adenina foi de 1,84, 1,83 e 2,10, respectivamente. Assim,

foi possivel diferenciar adenina dos outros dois compostos, pelo tempo de reten¢édo (Figura 14).

O espectro de massas do composto hipoxantina possui um pico de maior intensidade em
137 m/z, xantina em um pico e 153 m/z, e adenina possui dois picos em 136 e 137 m/z como
intensidade similares (Figura 15).

Os compostos Nx-oxidos de adenina (Yamamoto, 1980) e 8-hidroxiadenina (Van
Hemmen e Bleichrodt, 1971), alguns dos produtos da radidlise de adenina, possuem a massa de
151 unidades atbmicas. No entanto, ndo foram injetados uma vez que ndo estavam disponiveis.
Portanto, os cromatogramas dos padroes foram divididos em canais com os picos e 136, 137,
152 e 153 m/z (Figura 16) e usados como referéncias para comparar com os resultados obtidos

da adenina aquosa exposta a radiacdo gama.
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Nos cromatogramas obtidos das soluc¢des de adenina apds irradiacao sdo observados que
quanto maior o tempo de exposi¢cdo, menor a area do pico de adenina (Figura 17). Isso
demonstra que adenina é decomposto pela radiacdo ionizante, o que esta de acordo com a

analise prévia por HPLC.

Apbs divididos em quatro canais, sdo observados picos em 136 e 137 m/z, que sdo
similares em area, mesmo comportamento da adenina. Além disso, as amostras apresentam um
pequeno pico em 152 e 153 m/z, com tempo de retenc¢do variando entre 2,01 e 2,07 minutos
(Figura 18). Esses sinais podem ser relativos aos compostos xantina, Nx-0xidos de adenina ou
hidroxiadenina. Xantina possui tempo de retencdo de 1,83 min, portanto, pode-se assumir que

xantina ndo é um dos produtos formados.
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Figura 13. Cromatogramas das solugdes de adenina em: a) agua destilada; b) agua do mar (4,0 Ga).

Curva analitica (Anexo II).
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Figura 14. Cromatogramas no HPLC-MS das solugbes de: a) hipoxantina; b) xantina; c) adenina.
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Cromatogramas (HPLC-MS) de: 1) hipoxantina; 2) xantina; 3) adenina. Canais nos picos m/z: a) 153; b) 152; c¢) 137; d) 136; e) somatoria de todos.
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Figura 17. Cromatogramas (HPLC-MS) das solugfes de adenina: a) amostra controle, e irradiadas nas doses: b) 23,71 kGy; c) 47,26 kGy; d) 71,12 kGy; e)
94,52 kGy.
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Figura 18. Cromatogramas (HPLC-MS) das solu¢des de adenina exposta a radiagdo gama nas doses de:
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3.4.6. Célculos Teoricos

A fim de investigar os possiveis produtos de decomposicdo da adenina irradiada,
realizam-se célculos tedricos. Figura 19 mostra a estrutura otimizada das moléculas simuladas.
Os célculos teoricos da molécula de adenina foram descritos por Anizelli et al. (2014), deste

modo, usados como referéncia para comparacdo com os novos calculos aqui descritos.

Otimizaram-se as geometrias (Figura 19) de trés Nx-0xidos de adenina (N1, N3 e N7-
oxidos), 2-hidroxiadenina (enol-amino e ceto-amino), 8-hidroxiadenina (enol-amino e ceto-
amino) e N-hidroxiadenina (6-N-hidroxol-aminopurina). Deve ser pontuado que algumas
dessas espécies foram detectadas em experimentos com adenina exposta & radiacdo gama
(Conlay, 1963, Ponnamperuma et al., 1963, Van Hemmen e Bleichrodt, 1971, Yamamoto,
1980: Yamamoto e Fuji, 1986). Essas moléculas possuem massa molecular de 151 unidades
atdmicas, mesmo valor detectado pela espectrometria de massas (HPLC-MS). A geometria das
moléculas foi otimizada através do funcional B3LYP e pelo conjunto de bases aug-cc-pvdz, e
também simulado o espectro vibracional. Existem varios Nx-0xidos de adenina possiveis, mas
apenas trés sao 0s mais recorrentes, com o oxigénio ligado aos nitrogénios N1, N3 e N7 da
adenina (Stevens, 1958a). Para as espécies de hidroxiadenina, existem varios tautbmeros,
amino, iminio, enol e ceto, mas apenas aquelas com menor energia relativa foram escolhidos
para investigacdes (Cysewski et al., 1995). As frequéncias das moléculas simuladas estdo

apresentadas na tabela 2.

Para adenina, as principais frequéncias simuladas foram 1513, 1600, 1636 e 1660 cm™, e
sdo atribuidas aos estiramentos v(C=N)im, v(C=C), v(C=N) e bending no plano B(NH.),
respectivamente (Anizelli et al., 2014). A tabela 2 apresenta as frequéncias simuladas dos Nx-
Oxidos de adenina e hidroxiadenina. As atribuicdes dessas frequéncias foram realizadas de
acordo com os célculos tedricos. E importante salientar que o Ni-Oxido de adenina apresenta
uma frequéncia em 1702 cm™. Esta frequéncia possui valor proximo a da nova banda observada
na deconvolucgéo do espectro FT-IR da amostra irradiada (Figura 10). Deve ser notado que 0s
N3 e N7-0xidos de adenina possuem 0s mesmos modos vibracionais, mas em nimeros de onda
menores (1673 e 1687 cm™, respectivamente). As espécies ceto-amino apresentam frequéncias
em 1746 e 1811 cm™ para 2-hidroxi-adenina e 8-hidroxi-adenina, respectivamente, que s&o
atribuidas aos estiramentos v(C=0). Essas frequéncias ndo sdo observadas experimentalmente,

portanto, pode ser assumido que os tautdmeros ceto-amino ndo séo formados.
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Figura 19. Representacdo tridimensional das estruturas optimizadas das moléculas calculadas: a) N1-6xido de adenina; b) Ns-6xido de adenina; ¢) N7-Oxido de
adenina; d) 2-hidroxiadenina (enol-amino); e) 8-hidroxiadenina (enol-amino); f) 2-hidroxiadenina (ceto-amino); g) 8-hidroxiadenina (ceto-amino); h) N-

hidroxiadenina.
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Figura 20 apresenta o diagrama de energia relativa (Ere) das moléculas livres. Os
compostos hidroxiadenina e Nx-6xidos de adenina possuem menor energia relativa que a
molécula de adenina. Para 0s Nx-0xidos de adenina, a molécula N:-0xido de adenina possui a
menor energia relativa (Erel) com pequena diferenca em kcal mol™, pela sequéncia N1<N7<Ns.
Os célculos para hidroxiadenina possuem menores valores de energia relativa (Erel) que 0 Ny-
Oxidos de adenina. As energias relativas das espécies ceto-amino sd0 menores que as espéecies
enol-amino (Figura 20). No entanto, como as frequéncias vibracionais calculadas das espécies
enol-amino ndo estdo de acordo com dados experimentais, conclui-se que ndo ocorre a

formagé&o destes.

Tabela 2 — Atribuicdo por tentativa das frequéncias observadas das moléculas simuladas.

Padrao N,-6xidos de adenina

N:-6xido Ns-0xido N-,-6xido

Adenina  Atribuigdo de adenina de adenina  de adenina Atribuigdo
1660 B(NH>) 1702 1673 1687 B(NH,)
1636 Vv(C=N) 1627 1643 1632 v(C=N)
1605 v(C=C) 1565 1612 1600 v(C=C)
1513 V(C=N)im 1525 1509 1550 V(C=N)im

- - 1294 1301 1266 v(N-0)
Enol-Amino Ceto-Amino Hidroxiaminopurina
2-Hid_roxi 8-Hid_roxi 2-Hid_roxi 8-Hid_roxi Atribuicio N-Hid_roxi Atribuicio
adenina adenina adenina adenina adenina
- - 1746 1811 v(C=0) - -
1664 1666 1683 1677 B(NH2) 1650 v(C=C)
1653 1648 1633 1644 v(C=N) 1629 v(C=N)
1614 1612 1596 1619 v(C=C) 1554 B(HNOH)
1523 1590 1524 1492 V(C=N)im 1506 V(C=N)im
1470 1534 - - B(C—OH) 1145 v(N-0)

v, estiramento; B, bending no plano; im, anel imidazélico.
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Figura 20. Diagrama de Energia Relativa (Erel) (Gcal mol™?) das moléculas simuladas: adn) adenina; a)
N:-Oxido de adenina; b) Ns-6xido de adenina; ¢) Ns-0xido de adenina; d) 2-hidroxiadenina (enol-
amino); e) 8-hidroxiadenina (enol-amino); f) 2-hidroxiadenina (ceto-amino); g) 8-hidroxiadenina (ceto-
amino); h) N-hidroxiadenina.

3.5. Discussao
3.5.1. Radicais derivados de adenina

A exposicdo de adenina em solucdo aquosa a radiacdo ionizante e/ou radicais hidroxilas
gera uma variedade de produtos como hipoxantina, xantina, 2-hidroxiadenina (isoguanina), 8-
hidroxiadenina, 6-N-hidroxiadenina, Nx-6xidos de adenina, a propria adenina e outras espécies
de anel aberto (Conlay, 1963, Ponnamperuma et al., 1963, Rhaese, 1968, Van Hemmen e
Bleichrodt, 1971, Yamamoto, 1980: Yamamoto e Fuji, 1986, Hartmann, et al., 2007, Su et al.,
2011). A Figura 21 apresenta algumas reacdes propostas neste trabalho, baseado nos dados
adquiridos e na literatura analisada. Equacdes 7 e 9 apresentam as reacOes de formacao dos N1
e N7-Oxidos de adenina. Deve ser notado que N3-0xido de adenina possui maior energia relativa
entre 0s Nx-6xidos de adenina. Calculos tedricos resultaram na menor energia do N1-0xido de
adenina, sugerindo na formacédo deste. Nenhum trabalho prévio publicado detectou a formacao
de Ns-Oxido de adenina. Yamamoto (1980) reporta a formagédo de N7-Oxido de adenina e sua
conversdo para N1-0xido de adenina (Equacao 8). Nx-0xidos de adenina sdo estaveis em solugédo
aquosa e ndo sdo observados qualquer conversao para adenina por perda atomo de hidrogénio
(Stevens et al., 1958b).
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Figura 12. Mecanismos de reacdo para a irradiacdo de adenina aquosa. Passos em braquetes se referem

a estados de transicgéo.

(A Adenina; *

radical).

Equacdes 10 a 12 apresentam a formacédo e 2-hidroxiadenina, 8-hidroxiadenina e N-

hidroxiadenina, respectivamente. A molécula 8-hidroxiadenina € o maior produto formado pela

irradiacdo de solucgéo de adenina (desareada), seguido por hipoxantina (Conlay, 1963), mas Nx-

Oxidos de adenina ndo sdo observados. A irradiagdo, promovida por Ponnamperuma et al.,
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(1963), levou a formagéo de 8-hidroxiadenina e 4,6-diamino-5-formamidopirimidina com
tragos de hipoxantina e 4-amino-5-formamido-6-hidroxipirimidina. Van Hemmen e Bleichrodt
(1971) observaram a formacao de seis compostos, sendo o majoritario 8-hidroxiadenina pela
exposicao de adenina aquosa pela radiacdo gama (desareada). Por outro lado, a exposic¢éo pela
radiacdo X de adenina aquosa promove a formacdo de varios produtos, como Ni-Oxido de
adenina, N7-Oxido de adenina, 8-hidroxiadenina, 2-hidroxiadenina e outros (Rhaese, 1968). A
irradiacdo gama de solucdo aquosa de adenina também produz Ni-0xido de adenina, N7-6xido
de adenina, 2-hidroxiadenina (isoguanina) e N7-0xido de isoguanina (Yamamoto, 1980). Em
trabalhos mais recentes, quando solugdo de adenina é irradiada com radiacdo gama, foi
detectado por HPLC a formagdo de 8-hidroxiadenina. Deve-se salientar que o perfil
cromatografico (Hartmann et al., 2007) foi similar ao obtido deste trabalho aqui descrito. De
modo semelhante, a descarga em gas argénio (Ar) promove a formacdo de ions e elétrons
energeéticos, resultando na radidlise da adenina aquosa. Neste experimento foram detectados
4,6-diamino-5-formamidopirimi-dine, 8-hidroxiadenina e 2-hidroxiadenina (Su et al., 2011).

Os hidréxidos e dxidos de purinas sdo conhecidos por terem relevancia bioldgica. Foi
reportado a possibilidade de Ni-6xido de adenina ter funcdo antimetabdlica (Brown et al.,
1958). Para 7-hidroxiguanina, é descrito como um antimetabolito (Kitahara et al., 1985) e 7-
oxido de guanina como um antitumor antibiético (Kern et al., 1985). Por outro lado, alguns Nx-
Oxidos de purinas sdo conhecidos como agentes oncogénicos (Brown et al., 1965). Estas bases
nitrogenadas quando oxidadas, 2-hidroxiadenina, 8-hidroxiadenina entre outras, possuem

potencial mutagénico (Kamiya, 2003).

Esses resultados sugerem que a irradiacdo de adenina em solucéo resulta na formacao de
uma variedade de espécies. No entanto, ndo resulta na total decomposicao de adenina, uma vez
que os produtos formados sdo similares a molécula de adenina. O baixo valor de G sugere que
adenina é resiliente quanto a decomposicao por radiacao ionizante.

3.5.2. Relevancia da Agua do Mar Prebiética

A irradiacdo de adenina no estado sélido promove a formacdo de espeécies radicais,
detectadas por espectroscopia RPE. Por outro lado, a irradiacdo de adenina solida obtida por
meio da liofilizacdo em solucéo de agua do mar (4,0 Ga) ha a promog&o de radicais, mas nesse
caso, também ha a contribuicéo de radicais provenientes dos ions sulfatos presentes na agua do

mar (ver equacdo 1).
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Para os experimentos em solugéo observam-se menor decomposicdo e menores valores
de G para irradiacdo de adenina em solugéo de agua do mar (4,0 Ga). Um resultado significativo
é no valor de pH, em que ocorrem pequenas alteraces em agua do mar (4,0 Ga) e em solucdo
de MgSQg (Figura 4), com excecao para dose de 71,12 kGy. Sulfato de magnésio é o principal
sal neste modelo de agua do mar, e o cation Mg?* interage por coordenacéo bivalente com a
molécula de adenina, diminuindo sua energia (Anizelli et al., 2014). Entretanto, a menor
decomposicéo de adenina ndo depende apenas dos cations e anions dissolvidos, uma vez que
nas solucdes salinas ndo ha diferencas estatistica nas concentracGes remanescentes de adenina,

quando comparadas com ensaios em &gua destilada.

Hata et al. (2015), com auxilio de calculos tedricos, apresentam 182 reac6es relacionadas
a formacgdo de radical em agua do mar, que contém os ions Na*, CI, SOs*, HCO®* e Br.
InvestigacOes experimentais sobre irradiacdo de agua do mar demonstram 0 aumento na
formacéo de Hz (Kumagai et al., 2013) e H.O. (Hata et al., 2016), que séo especies produzidas
pela irradiacdo da dgua (Equacdo 3), pela inibicdo das reacdes do radical *OH, chamada OH-
scavenging. Essa inibicdo € atribuida a presenca do ion Br- (Hata et al., 2016). Assim, estas
informagdes contribuem para explicar a diferenga encontrada nos ensaios com o modelo de

agua do mar (4,0 Ga), os quais contém o ion brometo (Br’).

Portanto, esses ensaios elucidam a importancia dos sais provenientes das solucbes de agua
do mar em experimentos de Quimica Prebidtica. Pode-se inferir que em solucdo de &gua do mar
(4,0 Ga), adenina possui maior resisténcia contra decomposi¢éo, por causa da juncdo dos sais
no modelo de 4gua do mar.

3.6. Conclustes

A irradiacdo gama dos sélidos de adenina obtidos da liofilizacdo da solucdo em agua
destilada e agua do mar 4,0 Ga resultaram em sinais RPE, que sdo atribuidos a formacéo de
radicais de adenina e sulfato, respectivamente. Uma pequena decomposicdo de adenina é
observada no sélido obtido de solu¢do em &gua destilada. Para o sélido obtido a partir de agua
do mar ¢ detectado a alteracdo no ion sulfato. Deste modo, assumi-se que os ions da agua do
mar tambeém interagem com a radiacdo ionizante, diminuindo os efeitos provenientes da

radiacdo nas biomoléculas.

A radidlise de adenina aquosa resulta na formacéo de hidroxidos e Nx-6xidos de adenina,

que estariam disponiveis para alguns passos da evolucdo quimica. Além do mais, demonstrou-
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se que em solucdo de &gua do mar, que se assemelha ao oceano primitivo (4,0 Ga), ha uma
menor decomposi¢do da adenina aquosa pela exposi¢do a radiagdo ionizante. Estes resultados
reafirmam a importancia de se utilizar analogos da dgua do mar em experimentos de Quimica
Prebidtica, uma vez que diferencas na decomposicdo de adenina sdo observadas quando se

utiliza &gua do mar (4,0 Ga), revelando-se em resultados de importancia Prebidtica.
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4. Estabilidade de adenina adsorvida sob montmorillonita KSF exposta a radiacao

ionizante

Neste capitulo, a radiolise de adenina adsorvida em montmorillonita KSF foi investigada. O
principal resultado obtido é que adenina adsorvida pela argila, tanto em agua destilada quando
em agua do mar (4,0 Ga), a base nitrogenada é protegida contra radiacao ionizante. No entanto,
a dessorcdo de adenina s6 foi possivel com uma solugdo de KOH (0,10 mol L), indicando que
adenina é fortemente ligada a argila. As anélises por espectroscopia no infravermelho (FT-IR)
e drifratometria de raios X (DRX) demonstram que a base nitrogenada é sorvida nas regides de
intercamadas da argila. Estes resultados estdo de acordo com a hipotese de Bernal, entretanto,

sugerem pouca disponibilidade da adenina para futuras reaces quimicas.

4.1. Introducéo

J. D. Bernal (1949 e 1951) sugeriu que minerais foram relevantes para evolugdo quimica,
estes poderiam concentrar biomoléculas a partir de solugbes diluidas, proteger contra
degradacdo proveniente de radiacdo e hidrélise, catalisar reagdes organicas, e funcionar como
cddigo genético primitivo. Vérias publicacbes demonstram que a hipétese de Bernal é possivel
(ver revisdes de Lahav e Chang, 1976, Mosqueira et al., 1996, Zaia, 2004 e 2012; Lambert,
2008). Desde a formacdo da Terra, radiacdo ionizante estava presente, oriunda de nudcleos
radioativos. Esta fonte de energia possui o diferencial de promover reagOes radicalares.
Portanto, teve um papel importante na Evolucdo Quimica, favorecendo a reatividade de
biomoléculas, especialmente, em meio aquoso, onde radicais livres sdo produzidos (Negrén
Mendoza et al., 2016).

E bem conhecido que a montmorillonita (mineral de argila 2:1), um filossilicato do grupo
das esmectitas, € um bom material adsorvente de moléculas organicas e emergiu na Terra
Primitiva por volta de 4,55-4,00 bilhGes de anos atras (Hazen et al., 2008). Montmorillonita
também foi encontrada na superficie de Marte (Poulet et al., 2005). Por outro lado, adenina €
uma purina, uma das bases nitrogenadas do DNA e RNA. Na Terra Primitiva duas fontes de
adenina sdo possiveis: i) fontes exdgenas, significando que adenina foi trazida para a Terra por
meteoritos, cometas e poeira interplanetaria, e; ii) fontes endogenas, em que adenina foi

sintetizada na Terra Primitiva (Hayatsu et al., 1975, Basile et al., 1984, Ferris e Hagan Jr., 1984,
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LaRowe e Regnier, 2008, Martins et al., 2008). Desde que ambas montmorillonita e adenina
encontravam-se na Terra Primitiva, estes sdo bons candidatos para ensaios em Quimica

Prebiética.

Adsorcao de adenina, nucleosideos e nucleotideos de adenina em argilas séo dependentes
do valor de pH da suspensao, e da troca de cations (Lailach et al., 1968a e 1968b, Lailach e
Brindley, 1969, Winter e Zubay, 1995, Benetoli et al., 2008, Carneiro et al., 2011, Feuillie et
al., 2013 e 2015, Pedreira-Segade et al., 2016). A radidlise de adenina em solugdo, promovida
por radiagdo ionizante, produz uma quantidade complexa de espécies quimicas. A
decomposicdo de adenina é conduzida por radicais livres da agua produzidos pela radiacédo
ionizante, e esses radicais sao dependentes do valor de pH e oxigénio molecular (O2) dissolvido
(Conlay, 1963, Van Hemmen e Bleichrodt, 1971, Yamamoto e Fuji, 1986, Su et al., 2011). A
permanéncia das purinas e pirimidinas sorvidas em montmorillonita expostas a radiagcdo gama
foi reportada por varios autores (Guzman et al., 2000, Guzman-Marmolejo, 2003, Guzman-
Marmolejo et al., 2009, Meléndez-Lépez et al., 2014). No entanto, a maioria dos experimentos
de sorcdo e radiolise foram realizados em solucdo de agua destilada, diferindo da composi¢édo

estimada dos oceanos primitivos.

Baseados nos trabalhos de Izawa et al. (2010), Zaia (2012) sugeriu um modelo de agua
do mar artificial, que quando comparado com a composi¢do da dgua do mar atual possui
maiores quantidades; Mg*> Ca?*>> Na* ~ K* e SO4*>> CI". Este modelo de agua do mar
assemelha-se a concentracdo salina dos oceanos primitivos de 4,0 bilhGes de anos atras (4,0
Ga). Os valores de concentracdo foram baseados nas quantidades de ions extraidas de um

meteorito datado de 4,0 bilhGes de anos atras.

Portanto, o0 objetivo deste trabalho foi de comparar a sorcdo de adenina sob
montmorillonita em &gua destilada e solucdo de dgua do mar. Ademais, objetiva-se avaliar a
resisténcia de adenina em suspensdo de agua destilada-argila e agua do mar-argila expostas a
radiagdo ionizante. As interag0es nos sistemas adenina-argila foram investigadas com as

técnicas de espectroscopia no infravermelho (FT-IR), e difratometria de raios X (DRX).
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4.2. Objetivos
4.2.1. Objetivo Geral

Investigar a decomposicao de adenina adsorvida em montmorillonita quando exposta a

radiagéo ionizante.
4.2.2. Objetivos Especificos

Avaliar a recuperacdo de adenina em suspensao com agua destilada e do mar em argila,

quando exposta a radiacdo gama.

Identificar possiveis interacdes e efeitos dos sais da &gua do mar neste sistema e relacionar
com a Quimica Prebiotica.

4.3. Materiais e Métodos
4.3.1. Adenina e montmorillonita

Adenina e montmorillonita KSF foram compradas de Sigma Aldrich® e Acros Organics
®, respectivamente.

4.3.2. Vidrarias

Todas vidrarias utilizadas nos ensaios de irradiagdo foram limpas de acordo com o0s
procedimentos de quimica de radiacBes. As vidrarias foram submetidas a uma mistura quente
de HNOs e H2SO4 por 4h, seguidos por uma lavagem com &gua bidestilada e posteriormente
com agua ultra pura (MilliQ). As vidrarias foram aquecidas a 300 °C durante a noite para

eliminacdo de matéria organica.
4.3.3. Agua do mar artificial 4,0 Ga

A é&gua do mar foi preparada pela dissolucdo em 1 L de agua ultra pura dos seguintes sais:
Na2SO4 (0,271 g), MgCl».6H-0 (0,500 g), CaCl..2H20 (2,50 g), KBr (0,050 g), K2SO4 (0,400
0), e MgSOs4 (15,00 g) (Zaia, 2012).

4.3.4. Experimentos de irradiagao

Dois conjuntos de experimentos foram conduzidos: 1) solugdes de adenina (500 pg mL-
1y em &gua ultrapura (MilliQ) e 4gua do mar 4,0 Ga foram borbulhadas com gés argénio (Ar)

para eliminacdo do oxigénio (O2) dissolvido, antes dos ensaios de irradiacdo. Aliquotas de 5
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mL das solucbes de adenina foram adicionados em 100 mg de argila, as suspensdes foram
agitadas por 3 h. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 10 min a 20.000 rpm a 15
°C em uma centrifuga Beckman Coulter Allegra ™ 64R. A quantidade de adenina no
sobrenadante foi medida por espectrofotometria (UV-Vis) e cromatografia (HPLC); 2) para os
procedimentos de irradiacéo, ensaios de adsor¢do de adenina (500 pug mLt) em montmorillonita
(100 mg) foram preparados em agua ultra pura (MilliQ) e agua do mar artificial (4,0 Ga). As
amostras foram agitadas por 3 h e expostas a radiacdo gama. As amostras foram irradiadas em
uma fonte de raios gama (Gammabeam 651-PT) a temperatura ambiente (298 K). A dose de
irradiacdo foi determinada usando um dosimetro de sulfato ferroso-sulfato de cobre. A taxa de
dose foi de 197 Gy mint. Doses de irradiacdo foram de 0 a 94,52 kGy. Apos irradiacéo, as
amostras foram centrifugadas por 10 min a 20000 rpm a 15 °C, e o sobrenadante foi removido.
Apobs irradiacdo adenina foi dessorvida da argila pela agitacdo das amostras com 5 mL de uma
solugdo de KOH (0,1 mol L). A quantidade de adenina no sobrenadante foi medida por

espectrofotometria (UV-Vis) e cromatografia (HPLC).
4.3.5. Espectrofotometria UV-Vis

A absorbancia de adenina foi determinada em um espectrofotometro UV-Vis Varian
modelo Cary 100 Scan. A quantidade de adenina foi determinada por leituras em 260 nm e 266
nm para solu¢des acidas e alcalinas, respectivamente. Equacado 1 foi usada para a determinacéo
da quantidade de adenina adsorvida em montmorillonita. Equacdo 2 foi usada para a
determinacdo da quantidade de adenina desorvida de montmorillonita. Os termos C e Abs
representam concentracdo e absorbancia, respectivamente, da quantidade de adenina na

solucdo padréo, sobrenadante da amostra, adsorvida e desorvida.

C C

adsorvido (ug mL~Y) = Lpadrio — Camostra (Equa(;éo 1)

onde Camostra = [(Cpadréo)(Absamostra/Abspadréo)]

Cdesorvida (ug mL‘l) = [(Cpadréo)- (Abspadrﬁo/AbSamostra)] (Equagéo 2)
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4.3.6. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Adenina foi quantificada em um cromatdgrafo equipado com um detector UV-Vis e uma
coluna C-18. A fase mdvel empregada foi de 77 % A (acetato de amébnia 0,1 mol L™ com pH
ajustado para 4,5 com &cido acético) e 23 % B (mistura de 250 mL de acetonitrila, 250 mL de
metanol e 4 mL de tetrahidrofurano). A taxa de fluxo foi de 0,3 mL min™ e a detecgéo realizada

em 260 nm.
4.3.7. Espectroscopia no infravermelho (FT-IR)

Os espectros FT-IR foram obtidos com um acessério de reflectancia (PerkinElmer
spectrum 400, USA). Os espectros foram adquiridos no modo transmitancia de 650 a 4000 cm”

1 e 0 nimero de varredura de 10.
4.3.8. Difratometria de Raios X (DRX)

Amostras foram analisadas nos modos orientados e p6s orientados por difratometria de
raios X. Medidas foram realizadas em um difratdmetro Empyrean operando com uma voltagem
de aceleracao de 45V, ¢ uma corrente de filamento de 30mA, usando radiagdo CuKa,
monocromador e um detector PixCELL 3D. Todas amostras foram medidas em na faixa de 2-
80° angulo 26 com o passo de 0,04° (20) e 40s te tempo do passo. A disténcia interplanar foi
obtida pela lei de Bragg (equacéo 3). Os termos referem-se ao numero natural, n, comprimento
de onda dos raios X, A, distancia interplanar, d, fungdo trigonométrica seno, sen, e angulo

incidente, 0.
nA = 2dsend (Equa(;é_o 3)
4.3.9. Analise Estatistica

O teste Tukey foi realizado para analisar a quantidade de adenina em diferentes niveis de

significancia (p<0,05).
4.4. Resultados
4.4.1. Ensaios Quantitativos

Para agua destilada e agua do mar, a quantidade de adenina adsorvida sob
montmorillonita foi de 99,8 % e 98,4 %, respectivamente, esses valores ndo sdo estatisticamente

diferentes entre si (Tabela 1, p<0,05). O valor de pH das suspensdes apds sorcdo variou de 2,20
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a 2,74. Nessa faixa de pH, devido a protonac¢do do nitrogénio N1 (pKa: = 4,2) adenina estava
positivamente carregada (Christensen et al., 1970) e porque montmorillonita possui 0 ponto
isoelétrico de pKiso = 2,04 (Carneiro et al., 2013), portanto os grupos de borda (egde groups)
estdo carregados negativamente. Assim, a carga da regido entre camadas é negativa e

independente do valor de pH.

As amostras de adenina adsorvidas em montmorillonita em agua destilada e &gua do mar
4,0 Ga foram irradiadas com doses de 23,71, 47,26, 71,12 e 94,52 kGy. De modo a avaliar a
resisténcia da adenina adsorvida em montmorillonita sob exposicdo de radiacdo gama, €

necessario realizar a dessorcdo de adenina da argila.

Tabela 1. Adsorcdo de adenina em montmorillonita.

Mineral Solucéo Q(mgg?) Q (%) Intervalo de pH

Agua destilada 24,96 £0,08 99,8 2,20 - 2,53

Montmorillonita
Aguadomar (40Ga) 2459+0,11 984 2,68 2,74

Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média. O nimero de sets foi de n = 8. Em
cada ensaio 5 mL de adenina (500 ug mL™) foi adicionado em 100 mg de argila. Q representa a
quantidade de adenina adsorvida em mg g* de mineral ou em porcentagem %. Teste Tukey (p > 0,05)
para Q (mg g%). Agua do mar (4,0 Ga) foi preparada como descrito por Zaia (2012).

[ Agua Destilada [ Agua destilada
Agua do Mar (4,0 Ga) A 100 Agua do mar (4,0 Ga)
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Figura 1. Recuperacdo de adenina adsorvida em montmorillonita em funcdo da dose. Grafico: A)
Espectrofotometria UV-Vis; B) Cromatografia (HPLC). Todos valores foram estatisticamente iguais
entre si (Teste Tukey, p > 0,05). Cada resultado é a média de trés ensaios com uma amostra cada. Apos
irradiacdo, adenina foi dessorvida da montmorillonita usando solucio de KOH 0,01 mol L. Agua do

mar (4,0 Ga) foi preparada como descrito por Zaia (2012).
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A dessorcao foi realizada com uma solugdo de KOH (0,1 mol Lt). Sob essas condicdes,
a decomposicdo de adenina ndo ocorre. Para esta base nitrogenada, sua decomposicao é iniciada
quando aquecida a 95 °C em solugdo de KOH 1,0 mol L™ (Stevens et al., 1959). Adenina em
solucdes alcalinas (pH > 9,87) é negativamente carregada devido a desprotonacéo (Christensen
et al., 1970). Deste modo, 0 maximo do pico de absorcdo de adenina no espectro UV desloca
de 260 para 266 nm. Para 0s ensaios em agua destilada e agua do mar, a recuperacao de adenina
apos dessorcdo com solucao de KOH foi de 78,35 £ 1,72 % e 88,05 + 3,50 %, respectivamente
(Figura 1). Os valores ndo foram estatisticamente diferentes entre si (p>0,05). Para amostras de
adenina adsorvidas em montmorillonita em &gua destilada ou agua do mar (4,0 Ga), a
quantidade de adenina dessorvida em amostras irradiadas ou amostras controle (ndo irradiadas)
ndo foram estatisticamente diferentes entre si (Figura 1, p>0,05). Esses resultados demonstram
gue adenina foi adsorvida em montmorillonita e foi protegida contra radiacdo ionizante. Deve
ser pontuado que nenhum outro produto de decomposi¢do de adenina foi observado nas
amostras analisadas por cromatografia (HPLC). Adenina e outras bases nitrogenadas séo
facilmente decompostas em solu¢do, quando exposta a radiacdo ionizante (Scholes et al., 1960,
Hartmann et al., 2007). No entanto, em presenca de argilas, a decomposi¢éo diminui (Guzman
et al., 2000, Guzman-Marmolejo, 2003, Guzman-Marmolejo et al., 2009, Meléndez-Lo6pez et
al., 2014).

4.4.2. Ensaios Qualitativos

Para 0 melhor entendimento do processo de sor¢do de adenina em montmorillonita,
espectros infravermelhos (FT-IR) e difratogramas de raios X foram adquiridos. Espectros FT-
IR da montmorillonita sem tratamento prévio mostraram trés bandas maiores em 1010, 1635 e
3072 cm, e um ombro em 3618 cm™ (Figura 2-1). A banda larga em 1010 cm™ é uma
somatoria de vérias frequéncias atribuidas as deformagdes Si-O (Bukka et al., 1992). A banda
em 1635 cm™ é atribuida a hidratacdo da argila ou H-O-H bending (Bukka et al., 1992, Tyagi
et al., 2016). A banda larga em 3072 cm™ e 0 ombro em 3618 cm™ séo atribuidas a hidratacéo

por agua e deformacgdo O-H de grupos estruturais (Madejové, 2003).

As amostras agitadas de montmorillonita com agua destilada e/ou agua do mar (4,0 Ga)
foram liofilizadas, e mostraram que a absorcdo das bandas na regifo de 1635 e 3072 cm
diminui, devido a retirada de moléculas de agua (Figura 2). Em adi¢&o, para amostras tratadas
com agua destilada e do mar (4,0 Ga), as bandas em 1635 e 3072 cm™* deslocam para 1631/1622

e 3399 cm?, respectivamente (Figura 2), indicando a desidratacdo da argila (Madejova, 2003).
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A amostra de montmorillonita tratada com agua do mar (4,0 Ga) (Figura 2, amostras 3) mostrou
a banda em 667 cm™ que pode ser atribuida ao bending SO do fon sulfato (SO4%) (lishi, 1979,
Anbalagan et al., 2009). As bandas atribuidas ao estiramento SO na regido em 1130 cm™
(Anbalagan et al., 2009) ndo sdo observadas, uma vez que o espectro da montmorillonita possui
uma banda larga na mesma regido (Figura 2). No entanto, deve ser notado que nos
difratogramas de raios X mostram padrdes atribuidos a gesso precipitado em montmorillonita
(Figura 4).
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Figura 2. Espectros FT-IR de: 1) montmorillonita sem tratamento; 2) montmorillonita agitada com agua
destilada; 3) montmorillonita agitada com agua do mar (4,0 Ga). Amostras foram agitadas por 3h. Agua
do mar (4,0 Ga) foi preparada como descrito por Zaia (2012). As bandas em 667 e 1010 cm™ sdo
atribuidas ao bending SO do ion sulfato (SO4?*) e frequéncias a deformagdes Si-O, respectivamente. As
bandas na regido em 1635 cm™ sédo atribuidas a hidratacéo da argila ou bending H-O-H, e a banda em

3072 cm a hidratagéo da 4gua e deformacdo O-H de grupos estruturais.

Adenina tem duas bandas em 1599 e 1667 cm™ (Figura 3-a) atribuidas ao estiramento
(C=C) e ao bending no plano (NH2) (Anizelli et al., 2014). Apds a sor¢do de adenina em
montmorillonita em &gua destilada e &gua do mar (4,0 Ga) a banda em 1599 desloca para 1624
e 1620 cm™, enquanto que a banda em 1667 desloca para 1702 e 1699 cm™, respectivamente
(Figura 3-b, c; amostras 4 e 5). Este deslocamento deve-se a protonacdo da molécula de adenina
(Anizelli et al., 2014). Deve ser notado que na banda em 1620 cm™ montmorillonita exibe uma

banda devido a hidratacdo da agua (Figura 3; amostras 2 e 3). Os espectros FT-IR da adenina
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adsorvida em montmorillonita em agua destilada mostraram ombros em 1599 e 1667 cm™,
quando expostas a radiacdo ionizante (94,52 kGy) (Figura 3-b, amostra 6). Essas duas
frequéncias sdo as mesmas encontradas em adenina sélida (Figura 3-a). Ndo obstante, nos
experimentos em agua do mar (4,0 Ga) essas frequéncias ndo sdo observadas (Figura 3-c,
amostra 7). Possivelmente, os sais fornecem alguma estabilizacdo a estrutura da adenina, como
reportado anteriormente por Anizelli et al. (2014).
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Figura 3. Espectros FT-IR de: a) adenina liofilizada; b) 2-montmorillonita agitada com agua destilada,

4-montmorillonita agitada com adenina (500 pg ml?) em agua destilada e 6-montmorillonita agitada
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com adenina (500 pug mlt) em agua destilada, irradiada a 94,52 kGy; c) 3-montmorillonita agitada com
agua do mar (4,0 Ga), 5-montmorillonita agitada com solugéo de adenina (500 pg ml*) em dgua do mar
(4,0 Ga) e 7-montmorillonita agitada com solugéo de adenina (500 pg ml?) em agua do mar (4,0 Ga),
irradiado a 94,52 kGy. Agua do mar (4,0 Ga) foi preparada conforme descrito por Zaia (2012).

Para os dados de difratometria de raios X, montmorillonita sem tratamento prévio possui
picos atribuidos & montmorillonita, ilita, quartzo e dois pequenos picos atribuidos a gipsita
(Figura 4-a, amostra 1). No entanto, quando montmorillonita € agitada com agua destilada os
picos atribuidos ao Gesso desaparecem, e 0s outros picos se mantém (Figura 4-a, amostra 2).
Além do mais, quando montmorillonita é agitada com &gua do mar (4,0 Ga), além dos picos
atribuidos a montmorillonita, ilita e quartzo, outros seis picos atribuidos a fase gesso sdo
observados (Figura 4-a, amostra 3). Este resultado foi confirmado por espectroscopia FT-IR
(Figura 2, amostra 3), e indica que o mineral gesso foi formado a partir dos ions Ca?* e SO4*

presentes na solucdo de agua do mar (4,0 Ga).

Para as amostras de montmorillonita agitadas com agua destilada (Figura 4, amostra 2) e
com agua do mar (4,0 Ga) (Figura 4, amostra 3), quando comparadas com montmorillonita sem
tratamento prévio (Figura 4, amostra 1), o pico relativo ao plano basal doo1 desloca para menores
valores (°20) e se apresenta mais definido. O valor de largura a meia altura (FWHM) foi maior
para as amostras 2 e 3 que quando comparado com a amostra 1 (Tabela 2). A distancia do plano
basal doo1, calculado pela Lei de Bragg, das amostras 1, 2 e 3 foi de 12,3, 13,7, e 13,9 A,
respectivamente (Tabela 2). Nguyen-Thanh et al. (2005) também observaram valores similares
para distancias no plano basal para Na-montmorillonita sem tratamento prévio. A expansao de
grade é seguida por alteracdes nos valores de distancia no plano basal (doo1). Os deslocamentos
estdo relacionados com o espacamento ou distancia interplanar do plano basal (doo1) da
montmorillonita (Nguyen-Thanh et al., 2005).

Ap0s a sorcdo de adenina em montmorillonita usando agua destilada ou 4gua do mar (4,0
Ga) (Figura 4, amostras 4 e 5), os drifratogramas de raios X dessas amostras mostram 0s
mesmos picos da montmorillonita sem adenina adsorvida. Deve ser pontuado que adenina néo
previne a precipitacdo de gesso em montmorillonita. Das amostras 4 a 7 possuem valores de
FWHM proximos a 1,3 para amostras ndo orientadas e orientadas (Tabela 2). Isso implica que
a adicdo de adenina no sistema aumenta a cristalinidade da argila. A maior cristalinidade
verifica-se no primeiro pico (doo1) dos dados de difratometria de Raios X, por meio da

estimativa do valor de largura a meia altura (FWHM). A sorcéo de adenina preenche 0s espacos
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de entre camadas, aumentando a ordem do empilhamento (stacking) das camadas da argila, e
consequentemente aumentando a cristalinidade das mesmas. Bal et al. (2012) observaram
aumento na cristalinidade com a adicao de adenina em zeolitas. O que, entretanto, ndo é devido

ao mesmo efeito, uma vez que zeolitas ndo sdo minerais em camadas capazes de expansao.
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Figura 4. Difratogramas de raios X de: a) 1-montmorillonita sem tratamento prévio; 2-montmorillonita
agitada com agua destilada; 3-montmorillonita agitada com &4gua do mar (4,0 Ga); b) 4-montmorillonita
agitada com adenina (500 pg ml?) em &gua destilada e 6-montmorillonita agitada com adenina (500 g
mlt) em 4dgua destilada, irradiada a 94,52 kGy; c¢), 5-montmorillonita agitada com solucéo de adenina
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(500 pg mlt) em agua do mar (4,0 Ga) e 7-montmorillonita agitada com solugéo de adenina (500 pg ml-
1) em 4agua do mar (4,0 Ga), irradiado a 94,52 kGy. Agua do mar (4,0 Ga) foi preparada conforme
descrito por Zaia (2012).

De modo a obter-se um melhor entendimento na variacdo do espaco entre camadas, as
amostras foram submetidas a deposicéo orientada e introducéo de etileno glicol. O pico relativo
ao plano basal doo: € alterado, dependendo do tratamento das amostras (Figura 5). A principal
diferenca entre os valores de FWHM das amostras nédo orientadas e orientadas € observada na
amostra 1, em que muda de 1,6 para 2,3, enquanto que a distancia interplanar muda de 12,3
para 12,8 A (Tabela 2). Deve ser notado que o processo de orientacdo consiste em adicionar
agua destilada, criando uma suspensao que é seca ao ar. Ap06s o tratamento com etileno glicol
das amostras 1, 2 e 3 a distancia interplanar aumenta até 17,1 A, significando que o etileno
glicol entrou nas regides de intercamadas da montmorilonia (Tabela 2). Por outro lado, quando
adenina é adsorvida em montmorillonita (amostras 4-7) um pequeno aumento até 13,2 A é
observado. Isso indica que o etileno glicol ndo entrou na regido de intercamada da

montmorillonita, devido a presenca de adenina nestas regides.

2.6

=1
2.4 4 e 2
' oA A3
v 4
2.2 -
4 6
7 2.0 - . 7
4 6 1.8 4
=
5% 164 B
w
4 a4 P
=4
3 1.2 4
w2
1.0
1
T T T T T 1 08 T T T T T
4 6 8 10 12 14 12 13 14 15 16 17 18
°20, CuKa Distancia Interplanar (A)
b
26 . 1
24 ° 2
) - (-] 43
v 4
221 s 5
7 A <4 6
201 > 7

1.8

1.6

4
144
3 48 >
124
"%2 .
1

r T T T T 1 0.8 T T T T
4 6 8 10 12 14 12 13 14 15 16 17 18

°20, CuKo. Distancia Interplanar (A)

(2] (2]
FWHM




79

2.6

2.4

2.2

6 2.0 4
5

18
4

=
I
= 16
w

-
i
TAPADOD
NOoO O BR WN R

144

1.2 4

1.0

T T T 1 08 T T T T T
4 6 8 10 12 14 12 13 14 15 16 17 18

°20, CuKa Distancia Interplanar (A)

Figura 5. Difratogramas de raios X das amostras: a) ndo orientadas; b) orientadas; c) tratadas com
etileno glicol (Imagem a esquerda). Solidos obtidos de: 1-montmorillonita sem tratamento prévio; 2-
montmorillonita agitada com agua destilada, 3-montmorillonita agitada com agua do mar (4,0 Ga), 4-
montmorillonita agitada com adenina (500 pug ml?) em agua destilada, 5-montmorillonita agitada com
solucéo de adenina (500 pg mlt) em agua do mar (4,0 Ga), 6-montmorillonita agitada com adenina (500
ug mi™t) em &gua destilada, irradiada a 94,52 kGy e 7-montmorillonita agitada com solugéo de adenina
(500 pg mit) em dgua do mar (4,0 Ga), irradiado a 94,52 kGy. Gréficos plotados com valores de FWHM
(Largura & meia altura) pela distancia interplanar (A) (Imagem a direita). Agua do mar (4,0 Ga) foi

preparada conforme descrito por Zaia (2012).

Tabela 2. Disténcia interplanar e valores FWHM.

Amostra Nao orientadas Orientadas Glicoladas
d (A)* FWHM** d (A) FWHM  d(A) FWHM

1 12,3 1,6 12,8 2,3 16,6 2,1

2 13,7 2,3 13,8 2,3 17,1 1,3

3 13,9 2,3 14,1 2,1 16,9 1,3

4 12,6 1,3 12,7 1,3 12,9 1,0

5 12,5 1,3 12,7 1,3 12,9 1,3

6 12,5 14 12,5 13 12,9 13

7 12,5 1,3 12,9 1,3 13,2 1,6

Amostras: 1-montmorillonita sem tratamento prévio; 2-montmorillonita agitada com agua destilada, 3-
montmorillonita agitada com &gua do mar (4,0 Ga), 4-montmorillonita agitada com adenina (500 pg ml-
1) em &gua destilada, 5-montmorillonita agitada com solucdo de adenina (500 pug ml™) em égua do mar
(4,0 Ga), 6-montmorillonita agitada com adenina (500 pg ml*) em dgua destilada, irradiada a 94,52 kGy
e 7-montmorillonita agitada com solugéo de adenina (500 pg mlt) em dgua do mar (4,0 Ga), irradiado
a 94,52 kGy.

* Distancia Interplanar.

** | argura a meia altura (Full Width at Half Maximum).
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4.5. Discusséo
4.5.1. Adsorcdo e protecdo da adenina sob superficie mineral

E bem conhecido que a radiacdo ionizante possui alguns efeitos em argilominerais.
Gournis et al. (2000) e Plotze et al. (2003) observaram que o Fe®* ¢ parcialmente reduzido para
Fe2*. Esta reacdo € atribuida & formagc&o do radical H* das moléculas de aguas intercaladas na
montmorilonta. Devido a tamanho pequeno do radical hidrogénio, neste é possivel ocorrer
difusdo pelos anéis hexagonais (Si-O) da camada tetraédrica para a camada octaedrica, assim
reduzindo o Fe®*. Além do mais, radical OH* e H,0> sdo formados (Gournis et al., 2000). No
entanto, em outros parametros fisico quimicos ndo sdo observados efeitos provenientes da
radiacdo gama na montmorillonita ou em outras argilas. Mediante da espectroscopia EPR,
Gournis et al. (2001) observaram a formacéo de defeitos paramagnéticos em laponita e SWy-1
(argila) apos irradiacdo. Também foi observado a migracdo do ion Li* em direcdo sitios
octaédricos vazios de SWYy-1 e zenith. A molécula de Hz pode ser produzida pelo radical H* das
moléculas de aguas encontradas nas intercamadas ou pela quebra da ligagdo O-H dentro na
camada do mineral (Fourdrin et al., 2013). Pelas espectroscopias FT-IR, ?’Al e 2°Si RMN,
Negron et al. (2002) ndo observaram mudancas estruturais na montmorillonita em até 2000
kGy de exposicao de radiacdo gama. Apenas foi observada uma pequena variagdo no teor de
agua. Assim sendo, como neste presente trabalho uma baixa dose de exposicao a radiacdo gama

foi utilizada (94,52 kGy), assume-se que a argila ndo sofreu aparente mudancas estruturais.

A adsorcdo de adenina em montmorillonita pode ser entendida por dois diferentes
mecanismos: 1) interacOes eletrostaticas entre a superficie da montmorillonita (negativamente
carregada) e a molécula de adenina (positivamente carregada), seguida provavelmente pela
intercalacdo de adenina catibnica (positivamente carregado) nas entre camadas da argila
(negativamente carregada); 2) pela interacdo do grupo —NHz da adenina com a montmorillonita.
O deslocamento da banda em 1667 cm™ (bending no plano B(NH.)) para regido em 1700 cm™
(Figura 3) sugere que o grupo NH> da adenina interage com a montmorillonita. Por outro lado,
Anizelli et al. (2014) observaram que a banda em 1667 desloca para 1699 cm™ e uma nova
banda em 1573 cm™ quando o nitrogénio N; da adenina é protonado. Essa banda (1573 cm™)
ndo é observada no espectro (Figura 3, amostras 4 e 5). Deve ser notado que os valores de pH
das suspensdes indicam um meio acido (Tabela 1), resultando na protonacgéo do N (Christensen
et al., 1970). Portanto, infere-se que o grupo NH interage com a argila, e interacdes

eletrostaticas também ocorrem. Uma vez que etileno glicol ndo entra na regido entre camadas
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da argila, apds sor¢cdo de adenina (Tabela 2), a intercalacdo de adenina em montmorillonita
também ocorre. Isso significa que adenina (positivamente carregada) interage com a superficie
da regido intercamada da montmorillonita (negativamente carregada), deste modo, prevenindo
o etileno glicol de entrar neste espaco (Lailach e Brindley, 1969, Weckhuysen et al., 1999,
Carneiro et al., 2011).

Varios autores observaram a diminui¢do da quantidade de adenina sorvida quando o valor
de pH da suspensé@o aumenta (Lailach et al., 1968a, 1968b, Lailach e Brindley, 1969, Winter e
Zubay, 1995, Benetoli et al., 2008, Carneiro et al., 2011). Deste modo, € inferido que interaces
eletrostaticas e a entrada da biomolécula na intercamada da montmorillonita desempenha o
papel principal no processo de sor¢do. Uma vez que o aumento no valor de pH implica
inicialmente na neutralidade da molécula de adenina, e em seguida em cargas negativas
(Christensen et al., 1970), conclui-se que as interagdes eletrostaticas diminuem. Deve ser
pontuado que no caso de nucleotideos em valores baixos de pH (meio &cido), o nitrogénio N1 é
envolvido no processo de adsorcdo, enquanto que em valores maiores de pH (meio alcalino) o

grupo fosfato participa da adsorcéo (Feuillie et al., 2013).

Para tratamentos com etileno glicol, amostras sem adenina, a distancia interplanar (Tabela
2) teve maiores valores do que para amostras com adenina. Isso indica que o etileno glicol ndo
entrou na regido entre camadas da montmorillonita, uma vez que adenina ocupou os sitios das

entre camadas da argila.

A quantidade de adenina que foi dessorvida da montmorillonita com solugdo de KOH
(0,1 mol L) variou de 78 a 88 % (Figura 1). Guzman-Marmolejo (2003) também obteve
valores similares na recuperagdo de adenina apds uma extracdo com solucdo de KOH (pH 14).
De acordo com o autor, apos 4 extracdes, em torno de 97 % de adenina é recuperada da argila.
Desorc¢do de adenina em montmorillonita também foi realizada com agua destilada, CaCl» (0,01
mol L1) e reagente Mehlich-1 (0,050 mol L de HCI mais 0,0125 mol L de H2S0O4). Utilizando
estas trés solucdes extratoras foi dessorvido em torno de 4,1 a 6,6 % de adenina em

montmorillonita. Esses resultados foram confirmados por espectroscopia FT-IR (Figura 6).

Os espectros FT-IR das amostras apo6s dessorcdo com solugdo de KOH (0,1 mol L) ndo
apresentaram a banda caracteristica da adenina na regido de 1700 cm™. Por outro lado, quando
ensaios de dessorcéo foram realizados com solugdes de CaClz (0,01 mol L) e Mehlich-1 (0,050
mol L de HCI mais 0,0125 mol L™ de H,SOa), os espectros FT-IR apresentaram a banda

caracteristica da adenina na regido de 1700 cm™. Em quimica de solos, os reativos CaCl; e
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Mehlich-1 sdo usados para verificar se uma substancia é adsorvida em um s6lido com os

modelos de complexo de esfera externa e interna, respectivamente (Sposito, 1989).
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Figura 6. Gréfico: A) ensaios em agua destilada; B) ensaios em agua do mar (4,0 Ga). Espectros FT-IR
de: a) montmorillonita sem tratamento; b) montmorillonita agitada com solucdo sem adenina (amostra
controle); ¢) montmorillonita agitada com solugéo de adenina; d) Dessor¢do com solucgéo de CaCl, (0,01
mol L?); e) Dessorcéo com solucédo de Mehlich-1 (0,050 mol L de HCI mais 0,0125 mol L de H,SO.);
f) Dessorcédo com solucdo de KOH (0,1 mol L.

Adenina e outras bases nitrogenadas sdo facilmente decompostas em solu¢do quando
expostas a radiacdo ionizante (Scholes et al., 1960, Hartmann et al., 2007). No entanto, na
presenca de argila a decomposi¢do diminui (Guzman et al., 2000, Guzman-Marmolejo, 2003,
Guzman-Marmolejo et al., 2009, Meléndez-Lopez et al., 2014). Nestes ensaios, a recuperacao
de adenina por dessorcdo nas amostras irradiadas foi estatisticamente a mesma das amostras
ndo irradiadas (Figura 1). Entretanto, usando 125 kGy, Guzman-Marmolejo (2003) observou
uma decomposicao de adenina perto de 20 % quando uma solugéo de adenina (1,0 10 mol L-
1) foi adsorvida em 100 mg de montmorillonita. Por outro lado, quando utilizado uma solug&o
mais concentrada (1,0 102 mol L) e uma dose de 180 kGy, a decomposi¢do foi menor. Deve
ser pontuado que neste presente trabalho a concentragio de adenina foi de 3,7 102 mol L e a
maior dose foi de 94,52 kGy.

Outro ponto é que nenhum produto de decomposicao foi observado. No entanto, para
adenina dissolvida em agua destilada e adsorvida em montmorillonita, apds irradiacdo, o
espectro FT-IR da amostra mostrou dois ombros com as mesmas frequéncias que adenina sélida
(Figura 3-b). Deve ser ressaltado que na analise cromatografica nenhum pico que indicasse
decomposicéo de adenina foi observado. O aparecimento de frequéncias em 1599 e 1667 cm™
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(ombros), apos irradiacdo pode ser devido a desprotonacao da adenina por irradiacdo. Deve ser
notado que nem toda adenina sofre processo de desprotonacdo, uma vez que a intensidade das
bandas é baixa. Além do mais, a irradiacdo de cristais de adenina com raios X (Nelson et al.,
1992) investigacOes teoricas por DFT (Teoria de Densidade Funcional) sugerem que radicais
de adenina dehidrogenada sdo formados pela radiagéo ionizante (Wetmore et al., 1998). N&o
obstante, transferéncia protbnica intramoleculares no estado excitado (Excited-State
Intramolecular Proton Transfer — ESIPT), um mecanismo de protonacdo e desprotonacéo pela
ligacdo de hidrogénio, acontece, em outras palavras, transferéncia de prétons. ESIPT € um
fendmeno de tunelamento, onde a transferéncia de protons € induzida pela radiagéo ionizante,
promovendo a formacao de tautdmeros (Tang et al., 2011), ou também pode ser definido como
o transporte de um préton de uma molécula inicialmente oxidada para uma espécie fortemente
aceptora de elétrons (Nelson et al., 1998). Neste cenario, adenina esta protonada no nitrogénio
N1, e adsorvida nas regides entre camadas da montmorillonita, portanto, é plausivel a perda do
proton-N1, induzida pela radiagdo ionizante. Nelson et al. (1992 e 1998) demonstram que a
desprotonacdo da espécie adenina Ni-protonada no estado excitado ocorre mais facilmente em

condices acidas (pKai1=4,2), pela subtracdo do proton-N1 (H*)

Por outro lado, quando adenina é dissolvida em &gua do mar (4,0 Ga) e adsorvida em
montmorillonita, apds exposicdo a radiacdo gama, o espectro FT-IR ndo apresentou essas
frequéncias (ombros) (Figura 3-c). Se a desprotonacdo de adenina ocorreu em agua destilada,
mas ndo em agua do mar (4,0 Ga). Provavelmente os ions presentes na &gua do mar consomem
os radicais livres formados, uma vez que anions sao considerados OH® scavengers (Kumagai et
al., 2013, Hata et al., 2016). Além do mais, os cations bivalentes da agua do mar sdo capazes
de coordenar na posicéo bidentada, resultando na diminuicdo de energia dos orbitais HOMO da
adenina e timina, portanto, tornando-as espécies menos reativas (Anizelli et al. 2014). Esses
ensaios estdo de acordo com a hipotese de Bernal, sobre protecdo mineral para biomoléculas.
Paralelo a isto, outra inferéncia pode ser elaborada. Sais da agua do mar ou meio salino podem

dar suporte para protecdo de biomolécilas, diminuindo sua reatividade.
4.5.2. Implicagdes para a Quimica Prebidtica

De acordo com Bernal (1949 e 1951), minerais provavelmente desempenharam um papel
importante para a origem da vida na Terra. Minerais seriam concentradores de biomoléculas a
partir de solugdes diluidas, catalisariam suas reac@es (formacao de polimeros), protegeriam as

biomoléculas contra hidrolise e decomposigéo por radiagdo e promoveriam um codigo genético
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primitivo. Neste capitulo, € demonstrado que montmorillonita pode concentrar adenina
proveniente de uma solucédo diluida e protege-la contra radiagdo ionizante. No entanto, varios
trabalhos mostram que minerais concentram e protegem biomoléculas. A principal diferenca
desta pesquisa € 0 modelo de 4gua do mar artificial (4,0 Ga) utilizado, que poderia representar
melhor a Terra Primitiva. Maior parte dos outros trabalhos utilizam solugdes em agua destilada
ou com cloreto de sddio (Zaia, 2012). Portanto, usando condi¢cBes mais proximas as que
existiam na Terra Primitiva, foi demonstrado que a hipotese de Bernal é plausivel. No entanto,
uma questdo pouco discutida na literatura é sobre a forte adsorcdo de biomoléculas em minerais
(Lambert, 2008). A dessorcdo de adenina em montmorillonita sé foi possivel usando uma
solugdo de KOH altamente concentrada (0,1 mol L), significando que adenina esta fortemente
ligada a argila. Isso sugere que adenina ndo sera facilmente dessorvida, assim sendo protegida

contra hidrdlise e radiacdo ionizante, mas ndo disponivel para evolugdo quimica.

O fato de que adenina estd fortemente ligada a montmorilonta leva a alguns
apontamentos. Primeiramente, pode-se argumentar que adenina ndo estaria disponivel para
qualquer futura reacdo quimica, uma vez que esta ligada, tornando-a indisponivel. N&o obstante,
deve ser salientado que Lambert et al. (2013) demonstraram que quando o aminoacido glicina
é sorvido nas entre camadas da argila, tornando-se pouco reativo para formacéo de peptideos.
Contudo, poderia ser também argumentado que em algumas vezes a imobilizacdo é requerida
a fim de promover reacfes de oligomerizacdo. De fato, foi demonstrado que nucleotideos e
polinucleotideos s&o sorvidos em montmorillonita e a formagdo de dimeros de nucleotideo
através de uma ligacdo fosfodiéster (Ferris et al., 1989a, 1989b; Ferris 2002, 2005). Mesmo
assim, experimentos de Ferris foram realizados com auxilio de agentes condensantes, ou seja,
espécies que ndo estavam presentes na Terra Primitiva. Para simples bases nitrogenadas
(adenina), at¢ o momento nenhuma evidencia de reacGes de dimerizacdo foi publicada
(Hashizume, 2015). Concluindo, de modo a simular reacGes de oligomerizacéo, condi¢es mais
adequadas para Quimica Prebidtica devem ser investigadas, ou seja, utilizar apenas reagentes

possiveis de existir na Terra Primitiva.
4.6. Conclusdes

Mesmo que adenina é fisicamente protegida pela montmorillonita, contra altas doses de
radiacdo ionizante, o sistema adenina-argila em agua destilada apresenta mudancgas na molécula
de adenina. Apesar disto, em meio de agua do mar nenhuma evidéncia de reacdo com adenina

foi detectada. Portanto, o uso de analogos de agua do mar mais sistemas com argilas em
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Quimica Prebidtica mostra-se desenvolver protecdo contra radiacao ionizante. Deste modo, trés

principais apontamentos podem ser sumarizados por:

1) Adenina é fortemente ligada a superficie e entre camadas da argila, durante o processo

de sorc¢éo (adsorc¢éo).

2) Montmorillonita foi capaz de totalmente proteger adenina contra alta dose de radiacédo

ionizante.

3) Modelo de agua do mar (4,0 Ga) proveu estabilizacdo do sistema adenina-argila,

diminuindo sua reatividade.

Concluindo, uma forte interacdo entre biomoléculas e superficie mineral é prejudicial
para alguns processos prebidticos, e favoravel para outros. Apear de que néo é claro o papel de
fortes interacGes biomoléculas-superficie mineral, assim, mais investigacdes nesta area de

estudo sdo necessarias.
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5. Formagcao térmica de peptideos sob superficie de goethita

Experimentos foram realizados com os aminoacidos (Gly e Ala) e duas amostras de goethita
(G-1 e G-II) obtidas a partir de sinteses diferentes. Foram preparados trés tratamentos (A, B e
C) simulando condic6es da Terra Prebiotica. Por meio das anélises cromatograficas (HPLC) e
espectrometria de massas (ESI-MS) foi observada a formacdo dos peptideos. O experimento
com glicina produziu peptideos apenas para G-I1. Para alanina, com ambas G-I e G-11 foram
sintetizados peptideos. Entretanto, pelo tratamento seco/molhado (C) obteve-se maior
rendimento. Ndo foram observadas mudancgas no mineral com os tratamentos. A formacéo do
peptideo anidro (C-ala) se ajustou ao modelo cinético de ordem zero. A investigacdo cinética
resultou em uma baixa constante de velocidade para a formacdo dos peptideos. Por fim, os
resultados suportam a hipotese de Bernal sobre a protecdo e oligomerizacdo de biomoléculas
para a Evolugcdo Quimica.

5.1. Introducao

Desde o classico experimento de Miller (1953), sobre a sintese de aminoacidos em
condicBes da Terra Primitiva, ensaios de Evolugdo Quimica tem se tornado objeto de interesse
para pesquisadores em Quimica Prebiotica. A investigacdo dos mecanismos para formacéo da
ligacdo peptidica também possui sua importancia para o campo de estudo. Isto se d& de modo
a formar oligdbmeros (pequenos peptideos) por meio de dois ou mais monémeros, neste caso,
aminoacidos. A formacdo da ligacdo peptidica acontece via a perda de um préton (H) e uma
hidroxila (OH) provenientes de duas moléculas de aminoacidos, resultando em uma molécula
de 4gua e um (di) peptideo (Figura 1). Desta forma, a formacéo de peptideo ocorre mediante a
desidratacdo de aminoacidos. Este processo seria improvavel de acontecer em solucao aquosa,
uma vez que se torna necessario a diminuicdo da atividade da &dgua. De acordo com John
Desmond Bernal (1949 e 1951), minerais desenvolveram um papel importante na evolugédo

guimica, e consequentemente origem da vida.

A polimerizacdo termal de aminoacidos mediante a superficie de minerais tem sido
amplamente estudada (Fox, 1995, Bujda’k e Rode, 1996, Meng, 2004, Marshall-Bowman,
2010, Shanker et al., 2011, Kumar e Kamaluddin, 2012) e revisada (Lambert, 2008). O

aquecimento da matriz mineral forneceria a energia necessaria para a promocao da reagdo. A
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entdo chamada Polimerizagdo em rochas (Polymerization on Rocks) (Orgel, 1998) requereria
um efeito catalitico de modo a aumentar a massa molecular da matriz organica. Por outro lado,
poder-se-ia argumentar que a oligomerizacdo de aminoacidos ndo ancora-se apenas no ponto
de vista cinético, mas também no ponto de vista termodinamico (Lambert, 2008). Alguns modos
de ultrapassar o degrau termodinamico se ddo pelo fenémeno de adsorcéo, secagem da agua

por aquecimento e uso de agentes condensantes.

No campo da Quimica Prebidtica, uma das principais questfes é ““ Quais minerais devem
ser usados em experimentos de Quimica Prebiotica? ” (Zaia, 2012). Com a hip6tese de que a
vida se originou na Terra (origem endogena), devem ser usados minerais que existiam na Terra
Primitiva, anteriores a origem da vida. Na literatura poucas publicacdes exploraram o papel
prebidtico dos éxidos e hidroxidos de ferro (Holm et al., 1993, Matrajt e Blanot, 2004, Shanker
etal., 2011, Vieiraet al., 2011, Shanker et al., 2012, Carneiro et al., 2013, Shanker et al., 2013,
Kamaluddin, 2013, Canhisares-Filho et al., 2015, Farias et al., 2016, Georgelin et al., 2017).
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Figura 1. Estruturas quimicas dos aminoacidos (Gly e Ala), peptideos anidros (C-gly and C-ala) e os

dipeptideos (G-gly e A-ala).

Glicina e alanina sdo aminoacidos proteicos simples, 0S mais comuns aos seres Vivos, e
foram sintetizados no experimento classico de Miller (1953). S&o encontrados em maior
concentracdo em meteoritos e em experimentos simulando a Terra prebidtica. S&o sugeridos
por Zaia et al., (2008) para serem usados em ensaios de quimica prebidtica. Goethita é um oxi-
hidroxido de ferro com férmula molecular FeOOH. E caracterizada por uma estrutura
octaédrica com um atomo de ferro (Fe) ligado a seis ions de oxigénio (O) e ou hidroxilas (OH)
(Cornell e Schwertmann, 2003) (estrutura representada no capitulo 1).
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Este capitulo visa estudar a interacdo dos amino&cidos glicina e alanina com o mineral
goethita sob aquecimento de 90 °C. As amostras foram submetidas ao aquecimento de 90 °C
nos metodos A, B e C, e a formacdo de peptideos foi investigada. A sintese de peptideos

necessita da unido de duas moléculas de aminoacidos (Figura 1).
5.2. Objetivos
5.2.1. Objetivo Geral

Investigar a interacdo dos aminoacidos glicina e alanina com o mineral goethita obtido

mediante duas rotas sinteses diferentes, sob aquecimento, em condic¢Ges de quimica prebidtica.
5.2.2. Objetivos Especificos

Estudar a influéncia dos diferentes tratamentos térmicos sobre os aminoacidos Gly e Ala
com Goethita, utilizando espectroscopias no infravermelho (FT-IR), de ressonancia

paramagnética eletrénica (RPE), espectrofotometria UV-Vis e andlise térmica (TG/DTG).

Avaliar a formacdo de peptideos utilizando espectroscopia de massa e a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC).

5.3. Materiais e Métodos
5.3.1. Biomoléculas

Foram utilizados os aminoécidos glicina, alanina, os peptideos diglicina, dialanina,
glicina anidrida, alanina anidrida. Os reagentes utilizados sdo de grau analitico, e foram
comprados de Sigma-Aldrich® (EUA).

5.3.2. Mineral Goethita

As Goethitas | e Il foram sintetizadas de duas formas diferentes. As sinteses foram
adaptadas de Schwertmann e Cornell (1991): G-1) Sintese via oxidacdo de Fe (I1). Em um
recipiente plastico com 300 mL de agua destilada previamente purgada com gas nitrogénio
(N2), de modo a remover todo oxigénio (O.) dissolvido, 3,0 g de cloreto ferroso tetrahidratado
(FeCl2.4H20) foram adicionados e solubilizados. Posteriormente adicionam-se 33 mL de uma
solugdo de bicarbonato de sodio (NaHCOs) 1,0 mol L sob forte agitagdo. Em seguida,
removeu-se a purga de gas nitrogénio para que o precipitado de coloragdo verde marrom

inicialmente gerado seja oxidado e forme o mineral goethita de coloragdo amarelada. Filtrou-
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se 0 precipitado formado e lavou-se com agua destilada como objetivo de remover espécies
ibnicas restantes; G-11) Sintese via hidrdlise de Fe (I11). Em um recipiente pléastico, 400 mL da
solucéo de hidréxido de potéassio (KOH) 2,5 mol L foram adicionadas em 1659 mL da solug&o
de nitrato férrico nonahidratado (Fe(NOs)3.9H.0) 0,15 mol L. A mistura foi agitada
vigorosamente até completa homogeneizacéo. A solucéo foi deixada na estufa durante 60 horas
a 70 °C. Do precipitado formado foi retirado o sobrenadante, e adicionado &gua ultra pura.
Repetiu-se esse procedimento até que o material fique em suspensao. Apos a lavagem, secou-

se 0 material por liofilizacao.
5.3.3. Tratamentos Térmicos

As amostras foram preparadas em agua ultra pura (MilliQ) e submetidas a trés diferentes
tratamentos (nomeados de A, B e C). Nos trés tratamentos as amostras foram conduzidas a uma
estufa a 90 °C por 10 dias. Prepararam-se amostras controles. Tratamento A representa um
ambiente seco na Terra Primitiva. Uma por¢do de 100 mg de mineral foi mecanicamente
misturada com 50 mg de aminoacido (Gly ou Ala). Tratamento B representa um ambiente
Umido. Em uma porg¢do de 100 mg de mineral, adicionou-se 500 pL de solugdo (100 mg mL™?)
de aminoacido (Gly ou Ala). Tratamento C simula os ciclos secos/molhados (wet/dry cycles)
na Terra Primitiva. Em uma por¢do de 100 mg de mineral, adicionou-se 500 pL de solucéo (100
mg.mL™?) de aminoacido (Gly ou Ala), e completou-se o volume para 5 mL. Ap6s 24 h de

aquecimento na estufa, adicionou-se mais 5 mL de agua ultra pura.
5.3.4. Extracdo dos aminoacidos

Para analise do produto formado realizou-se a extracdo da fase organica da matriz
mineral, com &gua ultra pura. Em um tubo plasticos de 15 mL adicionou-se 50 mg de amostra
de cada tratamento (A, B e C) mais 10 mL de agua ultra pura. A suspensdo foi agitada por 15
min, e posteriormente centrifugada por mais 15 min, separando o material solido do
sobrenadante. O processo foi repetido por mais duas vezes, resultando ao final 30 mL de fase
extraida. Os extratos foram filtrados em uma membrana de 22 um. Entdo congelados e

liofilizados para analise espectroscopica.
5.3.5. Experimento de Cinética

Foram preparadas quinze (15) amostras, em duplicata, pela adi¢do de alanina em goethita
G-Il submetida ao tratamento C. Em cada tudo foram adicionados 20 mg da Goethita (G-II) e

200 pL da solucdo de alanina com concentragdo de 100 mg mL™. Dois tubos com controle para
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0 mineral e para 0 amino&cido foram preparados. Os tubos foram colocados na estufa a 90 °C,
e a cada 24h adicionados mais 1 mL de &gua ultra pura. Do mesmo modo, a cada 24h eram
retirados dois tubos de amostras e armazenados no congelador para encerrar a reacao quimica.
Os produtos formados foram caracterizados e quantificados por cromatografia (HPLC). A
quantidade de peptideos produzidas foram tratadas com as leis de velocidade para ordens de
reacao zero (equacgéo 1), primeira (equacao 2) e segunda ordem (equacéo 3).

[A] = [A]o — kt (Equacdo 1)
In[A] = In[A], — kt (Equacdo 2)
=L bkt (Equagéio 3)
(4] ~ [Alo quag

5.4. Instrumentacdo
5.4.1. Espectroscopia no infravermelho (FT-IR)

Espectros FT-IR das amostras de 400 a 4000 cm™ foram obtidos utilizando um
espectrofotdbmetro FT-IR da Bruker modelo Vertex 70, com acessorio de refletancia Platinum
ATR. A resolucdo de 4 cm™ e 10 varreduras foram utilizados para obtengdo dos espectros. Na
regido Far (infravermelho longinquo), de 150 a 600 cm™, foram obtidos os espectros utilizando
a resolucdo de 4 cm™ e 16 varreduras foram utilizados para obtencao dos espectros.

5.4.2. Difratometria de Raios X (DRX)

As amostras foram analisadas em ldminas ndo orientadas, na forma de pd. Os
difratogramas foram obtidos em um equipamento Shimadzu, modelo XRD 6000, utilizando-se
radiacdo CuKa e um monocromador, operando a 30 mA e 40 kV, numa varredura escalonada
de 0,02 °26 por 0,6 segundos e amplitude de 5 a 70 °26. As posi¢des dos picos foram analisadas

usando o software X’PertHighScore 2.1.
5.4.3. Analise térmica (TG/DTG)

As curvas TG e DTG foram obtidas de um TGA 4000 da Perkin Elmer, a varredura foi
feita de 30 a 800 °C, com uma razao de aquecimento de 10 °C min, fluxo de nitrogénio de 40

mL min, e utilizada 20 mg de massa da amostra, em um cadinho de ceramica.
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5.4.4. Analise Cromatografica (HPLC)

As anélises da glicina e dos peptideos foram realizadas no cromatografo liquido de alta
performance (HPLC) Perkin Elmer Flexar equipado com detector de UV-Vis Flexar FL. Os
produtos foram injetados e separados em coluna C-18 (150 mm x 4,6 mm) com fluxo de 1,0
mL mint. A fase movel utilizada foi isocratica (95 % A: 5 % B) composta de (A) 10 mmol L
de fosfato monosddico (NaH2PO4), 5 mmol L™ e de hexanossulfonato de sodio (CeH13SO3Na),
e posteriormente o valor de pH da solucéo foi ajustado para 2,8 com uma solucéo de HsPO4 10
% e (B) acetonitrila. A leitura da absorbéncia foi em 195 nm (Bjudak e Rode 1996, Kumar e
Kamaluddin, 2012).

5.4.5. Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletrénica (RPE)

As amostras foram submetidas ao experimento RPE em banda X (ca. 9 GHz) com 20 G
modulacdo de amplitude e modulacdo de campo magnético 100 kHz usando um espectrémetro
JEOL (JES-PE-3X) em temperatura ambiente. DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) foi
utilizado como um marcador g e padrdo de intensidade da linha. O fator g (g2) das linhas do
espectro RPE das amostras foi calculado de acordo com a equacéo 4, onde g; € o valor do fator
g do DPPH (g = 2,0036), e B1 e B> sdo os valores do campo magnético da linha central do

DPPH e amostras, respectivamente.

__91B1

92 =~ (Equagéo 4)

5.4.6. Andlise Textural (BET)

A determinacdo da area superficial, volume e tamanho do poro foi realizada em um
equipamento High Speed Gas Sorption Analyzer Version 11.02. As amostras foram
previamente tratadas a 120 °C em vacuo por 3h. As medidas foram realizadas na temperatura
do N2 liquido (77,3 K). Os dados foram analisados pelo software NovaWin 11.0. Foram
calculados os valores de area superficial de Brunauer, Emmett, e Teller (BET) por meio do
gréfico de P/v(Po-P) versus P/Po (equacgéo 5). Onde Po é a presséo de equilibrio, P é a pressédo
de saturacdo, v ¢ o volume de gas adsorvido, vm € 0 volume da monocamada do gas adsorvido,
e C é aconstante BET. Os métodos BJH e DH foram usados para o calculo de tamanho e volume
do poro.

P 1 (c-1)P
v(Po—P)  vmC = CvmPo

(Equacéo 5)
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5.4.7. Espectrometria de massas (ESI-MS)

Foi utilizado um espectrometro de massas com ionizagéo por eletrospray (ESI-MS) em
um MICROMASS® Quattro MicroTM API. O espectro de massas foi obtido com ESI no modo

positivo.
5.5. Resultados
5.5.1. Caracterizacdo das goethitas

Os minerais sintéticos foram obtidos a partir de duas vias sintéticas distintas. Figura 2
apresenta os difratogramas de Raios X das amostras G-I e G-I1, onde foi confirmada a sintese

da fase goethita, e que 0os materiais sdo puros e cristalinos.

o o o
I — I
S — —

=) =) =)

o 0O )

Intensidade (u.a.)

20 30 40 50 60 70
°260, CuKa

Figura 2. Difratogramas de raios X para materiais a base de goethita obtidas a partir de duas rotas

sintéticas distintas: G-I (linha preta) e G-I (linha vermelha).

Os espectros FT-IR da Goethita G-1 e G-Il possuem mesma forma na regido do
infravermelho médio (mid) e longinquo (far) (Figura 3). Observa-se uma pequena diferenga na
regido do infravermelho longinquo. Para G-I, as bandas s&o mais estreitas e quatro bandas séo
observadas nas frequéncias em 259, 303, 386 e 453 cm™. O espectro da amostra G-Il possui

bandas mais largas em um ombro em 348 cm™. De acordo com Cornell e Schwertmann (2003),
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goethita deve ter bandas nas frequéncias de 263 cm™ e 397 cm™, atribuidas aos estiramentos
v(O-H) e v(Fe-0), respectivamente.

Os espectros adquiridos na regido do infravermelho médio sdo similares e ndo ocorrem
diferencas. A banda em 455 e 642 cm™ sdo atribuidas ao estiramento v(Fe-O). As bandas em
796 e 890 cm? sdo atribuidas a deformacdo y(Fe-OH) fora do plano e no plano,

respectivamente. A banda em 3118 cm™ ao estiramento v(O-H) (Cornell e Schwertmann, 2003).
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Figura 3. Espectros FT-IR de goethita G-I (linha preta) e G-11 (linha vermelha): a) far FT-IR; b) mid
FT-IR.

A anélise térmica (Figura 4) para as goethitas apresentou 0os comportamentos similares,
detectam-se dois eventos térmicos. O primeiro evento em 62 e 67 °C para G-l e G-I,
respectivamente, é devido a perda de dgua de hidratacdo. O segundo evento térmico ocorre em
293 e 298 °C para G-l e G-II, respectivamente, este devido a mudanca de fase mineral via
desidratacdo. Os vales obtidos no segundo evento aparentam ser uma somatoria de vales. Isto

se da devido a diferentes granulometrias da fase mineral goethita.

Quando aquecidas a temperaturas em torno de 260-300 °C, a fase goethita transforma-se
para fase hematita (de Faria e Lopes, 2007). A fase goethita quando aquecida sofre desidratacao,
0 que resulta em uma perda de massa de aproximadamente 10,14 %. Na desidratacéo ocorre a
perda de ¥ mol de agua, transformando a fase goethita (FeOOH) em hematita (Fe2Os3), a qual
é a fase termodinamicamente mais estavel, nesta temperatura, e de coloracdo avermelhada
(equacdo 6). Os dois materiais (G-1 e G-11I) tiveram a perda de massa neste evento de 10,5 e

11,0 %, respectivamente.

2FeO0OH — Fe,05 + ¥2H,0 (Equacéo 6)
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Figura 5. Isotermas de adsorcdo/desorcéo de N para: a) Goethita G-I (linha preta); b) Goethita G-Il

(linha vermelha); c) distribuicio de tamanho de poro para Goethitas G-I e G-II.

As isotermas de adsorcéo e dessorcdo de nitrogénio (N2) foram obtidas com o coeficiente

de determinagio de 0,999 para ambos casos. A area superficial foi de 35,0 e 37,0 m? g para

goethitas G-1 e G-II, respectivamente (Tabela 1). A isoterma de adsor¢do/dessorcdo apresentou
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um perfil com uma pequena histerese para as duas goethitas (Figura 5). Isto significa que os
materiais séo de baixa porosidade. Os valores de volume e tamanho do poro foram obtidos pelos
métodos BJH e DH mediante da curva de dessorcao (Tabela 1). A goethita G-I possui o tamanho
de poro de 15,2 A e a goethita G-11 de 16,9 A. No entanto para o volume do poro, a goethita |1
apresentou um valor inferior a goethita 1, que foi de 0,09 para 0,12 cm? g, respectivamente
(Tabela 1). A distribuicdo do tamanho de poro é similar para os dois materiais (Figura 5),

concentrando maior quantidade de poros com raio pequeno.

Tabela 1. Pardmetros obtidos da isoterma de adsorgéo e dessorgéo de No.

Parametros Método Goethita G-I  Goethita G-Il
Avrea superficial (m?g?) BET 35,0 37,0
. BJH 0,123 0,091
Volume do poro” (cm?® g?)
DH 0,120 0,089
. BJH 15,2 16,9
Tamanho do poro”™ (A)
DH 15,2 16,9

* Valores obtidos da isoterma de adsorcéo e dessorgao de No.

A figura 6 apresenta os espectros RPE para as goethita G-I e G-I1, é observada uma linha
de ressonancia (g=2) para G-I. Para a obtencéo do espectro foi utilizado um padrdo de DPPH,
gue possui um sinal caracteristico. Deve ser notado que o mineral goethita, em temperatura
ambiente, ndo apresenta sinal RPE, isso ocorre devido ao seu carater antiferromagnético
(Guskos et al., 2002).
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Figura 6. Espectro RPE da goethita G-I (linha preta) e G-11 (linha vermelha).
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Carneiro et al., (2013) atribuiram este sinal a interacdo entre Fe** com cations Ca?* e
Mg?*. No entanto, esta goethita foi sintetizada em agua do mar artificial. No caso da goethita
G-I, a sintese foi realizada em &gua destilada e ndo deve apresentar essa interacdo. Por outro
lado, este sinal pode ser atribuido as imperfeicdes que geram momentos ndo compensados com

relacdo ao spin, na superficie do mineral (\Valezi et al., 2017).
5.5.2. Aminoécidos e Peptideos
De modo a quantificar possiveis peptideos formados, preparou-se um método de

separagdo cromatografico para glicina e alanina, e seus respectivos peptideos. A Figura 7
apresenta o perfil cromatogréafico de separacdo dos aminoéacidos e peptideos.

Alanina | 120 4 Glicina 1]
50 C-ala

100 4
40
80
30
A-ala 60 +
20

Absorbancia

18-20 21-28 43-49 13-16 17-18 g 2,7-31
-10 T T T T T T T T T T T T T T T T T
15 20 25 30 35 4.0 45 5.0 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32

Tempo (min) Tempo (min)
Figura 7. Cromatogramas das misturas de aminoacidos e seus peptideos para: 1) Alanina e; 1) Glicina.

As curvas analiticas foram preparadas nas concentragoes de 8, 10, 12, 14, 16 e 18 mg L™
para os aminoacidos, € 0,1, 0,2, 0,4, 0,8, 2,0, 4,0 e 6,0 mg L™ para os peptideos. As regressdes
lineares dos aminoAcidos glicina e alanina tiveram um coeficiente de determinacéo linear (R?)
de 0,759 e 0,907 respectivamente. E para os peptideos C-gly, C-ala, G-gly e A-ala tiveram o R?
de 0,999, 0,999, 0,998 e 0,998 respectivamente. Na figura 8 sdo apresentadas as curvas
analiticas dos grupos da glicina e alanina. Com esses cromatogramas pode-se concluir que 0s

aminoéacidos foram separados dos peptideos e foi possivel sua identificacdo e quantificacao.

A tabela 2 apresenta os valores das massas em unidade de massa atbmica (u.m.a.) dos
compostos investigados na espectrometria de massas. A analise por espectrometria de massas
identifica os compostos pela razdo massa carga (m/z). Como o método produz ionizagédo
positiva na molécula, acrescentando um ion H*, os valores investigados de massa somam uma

unidade, por exemplo, Gly-H*, m/z = 76.
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Figura 8. Curvas analiticas dos peptideos: I) C-all; I1) C-gly; 111) A-alae ; V) G-gly.

Tabela 2. Massas dos aminoacidos e peptideos investigados na espectrometria de massas.
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Glicina Alanina
Molécula
Massa Formula Massa Formula
Aminoécido 75,03204 NH,.CH,COOH 89,04768 CsH/NO,
Ciclo peptl'deo 114,04294 C4HeN2O» 142,07424 CeH1oN20O2
Dipeptideo 132,05351 C4HsN203 160,08481 CsH12N203
Tripeptideo 189,07498 CsH11N304 231,12193 CoH17N304

Neste sentido, as amostras foram injetadas no espectrdmetro de massas para identificacdo

dos picos moleculares presentes. No primeiro quadrupolo ocorre a protonacao e formacéo da

carga positiva das moléculas. E em seguida, no segundo quadripolo um excesso de energia é

aplicada e ocorre a fragmentacdo de um pico do ion molecular previamente selecionado. No

terceiro quadripolo, os picos moleculares gerados da fragmentacéo sdo identificados e assim ¢

obtido um novo espectro de massas. Como a fragmentacao de um composto é reprodutivel, ou

seja, ndo aleatorio, a identificacdo do pico do ion molecular inicialmente selecionado se torna
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mais favoravel. Essa estratégia é adotada neste estudo para comprovar se um pico do ion
molecular previamente atribuido a um peptideo realmente é devido ao mesmo. Sendo assim, se
um suposto peptideo, apds a fragmentacdo gera um pico de mesma razdo m/z do aminoécido

de que é formado, se obtém a confirmacdo do composto.
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Figura 9. Espectros de massas de: 1) glicina; 111) alanina. Fragmentacdo do pico com m/z: 11)
76; 1V) 90.

Na figura 9 sdo apresentados os espectros de massas dos aminoacidos glicina e alanina e
0s espectros de massas da fragmentacdo dos picos em 76 e 90 m/z. O espectro de massas da
solucdo de glicina apresenta o pico de maior intensidade em 76, razdo m/z atribuida a Gly-H",
e também outros picos em 101, 122, 143 e 153 m/z. Apds a fragmentacdo do pico em 76,

observam-se 0s picos em 47 e 49 m/z.

O espectro de massas da solugéo de alanina apresenta o pico de maior intensidade em 90
m/z atribuido a Ala-H*, mais outros picos em 102, 153 e 131. Este Gltimo pode ser atribuido a
uma associacdo de Ala com acetonitrila (ACN) que é utilizada no preparo das solucgdes para
injecdo. Esse mesmo comportamento acontece em outras amostras com glicina, onde se tem o

pico em 117 m/z, resultado da associagéo de Gly-ACN.
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5.5.3. Amostras controle

Foram testadas amostras controle, sem a fase mineral, de modo a investigar a estabilidade
dos aminoacidos submetidos aos tratamentos A, B e C. Analisaram-se os solidos obtidos por
espectroscopia no infravermelho (FT-IR). As amostras de alanina nao apresentaram diferencas
no espectro (Figura 10-1), o que significa que quando aquecida a 90 °C por 10 dias, alanina ndo
se altera e mantém sua estrutura quimica. Por outro lado, para glicina, observam-se algumas
alteracOes no espectro FT-IR. Pontua-se que a glicina apresenta polimorfismo no estado solido.
As fases mais comuns sdo a, B e y. O tipo de fase depende do método de cristalizacdo utilizado.
A deteccdo de cada fase é realizada por FT-IR. O reagente utilizado nos ensaios, sem tratamento
prévio, apresenta bandas caracteristicas as fases o ¢ y. Mesmas fases observadas quando a
glicina é submetida ao tratamento A (apenas aquecimento). Quando glicina é solubilizada em
agua e posteriormente aquecida, (tratamentos B e C) ocorre a formacdo da faze a, apenas
(Boldyreva et al., 2003, Varshney et al., 2007). Quando submetida aos tratamentos B e C, as
bandas em 930 e 1154 cm™ desaparecem. Essas frequéncias sdo atribuidas aos movimentos
rocking p(CHz) e p(NHs), respectivamente, e sdo caracteristicas da fase y. Também ¢é observado
a formagdo da banda em 1606 cm™, atribuida & deformacao assimétrica 5a(NHs) da fase a da

glicina (Figura 7-11).
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Figura 10. Espectros FT-IR dos amino&cidos: 1) alanina e; I1) glicina. Nos tratamentos: a) A; b) B; ¢)

C; d) sem tratamento prévio.

Pela analise cromatografica (HPLC) ndo se detectou nenhum pico relativo a formacao de
peptideos e/ou produtos de degradacdo (Figura 11). Esses resultados estdo de acordo com 0s
obtidos pela espectroscopia FT-IR. O que significa que os aminoacidos submetidos aos

tratamentos A, B e C ndo reagem do modo a formar peptideos.
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Figura 11. Cromatogramas dos controles de alanina e glicina nos tratamentos: a) A; b) B; c) C e d)
branco.

As amostras controles para os minerais (sem fase organica) nao apresentaram diferencas
no espectro FT-IR quando aquecidos a 90 °C por 10 dias (Figura 12). Os minerais G-I e G-I

se conservam como goethita.
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Figura 12. Espectros FT-IR de: 1) @) goethita | submetida ao tratamento A; b) goethita | submetida ao
tratamento B; c) goethita | submetida ao tratamento C; d) goethita | sem tratamento; I1) a) goethita Il
com glicina submetida ao tratamento A; b) goethita Il com glicina submetida ao tratamento B; ¢)
goethita Il com glicina submetida ao tratamento C; d) goethita Il sem tratamento.

No entanto, s&o observadas algumas mudangas nos espectros na regido de 150 a 600 cm”
! (Far). A goethita G-I apresenta um deslocamento de duas bandas quando submetida aos trés
tratamentos. A primeira banda desloca de 385 para 377 cm™ e a segunda de 257 para 253 cm™
(Figura 13-1). O mesmo deslocamento para nimeros de onda menores, de 257 para 248 cm™,
acontece para a goethita I, mas apenas no método B (Figura 13-11). Deve ser notado que a
frequéncia em 630 cm™ é sensivel a cristalinidade e morfologia das particulas, e os dados n&o

apresentam deslocamento desta banda. Entretanto, os resultados, na regido do infravermelho
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longinquo (Far), ndo indicam modificagdo no mineral, pois a banda nesta regido € insensivel a

forma e cristalinidade de particula (Cornell e Schwertmann, 2003).
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Figura 13. Espectros Far FT-IR de: 1) a) goethita | submetida ao tratamento A; b) goethita | submetida
ao tratamento B; ¢) goethita | submetida ao tratamento C; d) goethita | sem tratamento; 11) a) goethita
Il com glicina submetida ao tratamento A; b) goethita Il com glicina submetida ao tratamento B; ¢)

goethita Il com glicina submetida ao tratamento C; d) goethita Il sem tratamento.

No entanto, é observado algumas diferencas no espectro RPE para G-I (Figura 14). A
intensidade relativa do sinal RPE diminui de 1,00 para G-I sem tratamento prévio para 0,56,
0,53 e 0,76 quando submetido aos tratamentos A, B e C, respectivamente, mesmo assim o fator
g ndo muda (g~2). Este resultado indica que ha modificacdo na vizinhancga do Fe (l11). Portanto,
adiminuicdo da intensidade pode ser explicada pela reorganizacao dos ions Fe (111), diminuindo
os defeitos do material. Para goethita G-Il ndo sdo observadas mudancas devido a falta de sinal

RPE.
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Figura 14. Espectros RPE de: 1) a) goethita | submetida ao tratamento A; b) goethita | submetida ao

tratamento B; c) goethita | submetida ao tratamento C; d) goethita | sem tratamento; I1) a) goethita Il
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com glicina submetida ao tratamento A; b) goethita Il com glicina submetida ao tratamento B; c)
goethita Il com glicina submetida ao tratamento C; d) goethita Il sem tratamento.

Realizaram-se os procedimentos de extra¢cdes com os minerais G-I e G-11 sem tratamento
prévio. Estes extratos foram analisados por cromatografia (Figura 15) e espectrometria de
massas (Figura 16) para garantir que nenhum outro composto seja extraido, como amostras

controles. Nenhum composto foi identificado por estas técnicas.
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Figura 15. Curva cromatografica dos extratos controles de G-1 e G-II.
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Figura 16. Espectros de massas dos extratos das amostras controle de: 1) G-I; 11) G-II.

A figura 16 apresenta os espectros de massa dos extratos de controle das goethitas | e I1.
Onde aparecem os picos em 90, 102 e 153 para goethita G-1 e 74, 102 e 153 para goethita G-II.
Deve-se ressaltar que a intensidade do sinal desses picos é baixa quando comparada com 0s
espectros obtidos das solugdes com aminodcidos. Por fim, foram preparadas amostras controles
de minerais mais adigdo de aminoacidos no tratamento A, por mistura mecanica, e tratamento

B pela adicdo da solucao de aminoacidos e posterior liofilizacdo. As amostras sem aquecimento
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resultam em uma somatoria dos espectros FT-IR do mineral mais do aminoéacido. Portanto,

pode-se assumir que a mera mistura de ambos ndo resulta na formacgéo de peptideos.
5.5.4. Ensaios de formacao de peptideos

Os solidos obtidos dos experimentos com goethita (1 e I1) e os aminoacidos (glicina e
alanina) submetidos aos tratamentos A, B e C n&o apresentaram formacdes de bandas novas ou
deslocamentos nos espectros FT-IR (Figura 17). E observada uma somatdria dos espectros FT-

IR dos sélidos obtidos do controle de aminoacidos com os espectros FT-IR das goethitas | e 11.
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Figura 17. Espectros FT-IR das amostras com: 1) goethita I; I1) goethita Il. a) goethita com aminoacido
submetida ao tratamento A; b) goethita com aminoécido submetida ao tratamento B; c) goethita com

aminoacido submetida ao tratamento C; d) goethita sem tratamento; e) aminoacido sem tratamento.

Nos espectros Far-FT-IR dessas mesmas amostras (Figura 18) aparecem pequenas
modificagBes. No caso do experimento com goethita G-I e glicina, a banda em 385 cm™ aparece
em 386, 388 e 389 cm™ para as amostras submetidas aos métodos A, B e C respectivamente.
Quando o experimento é realizado com goethita I1, a banda 258 cm™ é deslocada para 265 cm-

! para 0 método B, e a banda em 385 cm™ é deslocada para 390, 391 388 cm™* para as amostras
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submetidas aos métodos A, B e C respectivamente. Nos casos dos experimentos com alanina
também sdo observados deslocamentos. Quando em Goethita G-I, a banda em 385 é deslocada
para 388 cm™. Quando em goethita G-Il a banda em 257 desloca para 262 cm™ e 385 para 391
cm®. A banda que aparece em 538 cm™ pode ser atribuida & mesma frequéncia na regido do

infravermelho médio da alanina sem tratamento.
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Figura 18. Espectros Far FT-IR das amostras com: 1) goethita I; I1) goethita Il. a) goethita com
aminoacido submetida ao tratamento A; b) goethita com aminoacido submetida ao tratamento B; c)

goethita com aminoacido submetida ao tratamento C; d) goethita sem tratamento.

Os experimentos com goethita G-1 apresentam diminuicdo na intensidade do sinal RPE.
No caso com glicina a intensidade relativa diminui de 1,00 para 0,53, 0,33 e 0,35 nos
tratamentos A, B e C, respectivamente. Com a alanina também ocorre diminui¢éo do sinal RPE
para 0 método A de 1,00 para 0,15. Para os métodos B e C ocorre o desaparecimento do sinal
(Figura 19). Os experimentos com goethita Il ndo apresentam sinal RPE, da mesma forma que

G-Il ndo possui sinal.
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Figura 19. Espectros RPE das amostras de: 1) alanina com G-I; 11) glicina com G-II; I11) alanina

com G-I; 1V) glicina com G-II. Espectros RPE das amostras submetidas aos a) tratamento A; b)

tratamento B; c) tratamento C; d-I, 111) alanina sem tratamento; d-11, 1V) goethita sem tratamento

De modo a analisar os possiveis produtos de polimerizacdo termal, extratos foram
realizados com agua ultra pura. Os extratos foram filtrados, congelados e liofilizados. Nos
espectros FT-IR da matriz mineral apds a extracdo dos aminoacidos observam-se as bandas
relativas a goethita. E para ambos extratos dos aminoacidos Gly e Ala, apenas é observada as
bandas relativas aos aminoacidos, demonstrando uma extracdo bem-sucedida (Figuras 20 e 21).
Quando sdo analisados os espectros FT-IR dos sobrenadantes liofilizados ndo é observado

bandas que indiquem formacéo de ligagdo peptidica.

Os espectros FT-IR dos extratos de glicina apresentaram mudancgas com o deslocamento
da banda de 1033 para 1040 cm™ atribuida ao estiramento assimétrico va(CCN), devido a
formagéo da fase e y (Pyne et al., 2001; Varshney et al., 2007) (Anexo I11). No caso da alanina,

ndo ha ocorréncia de deslocamentos ou novas bandas no espectro FT-IR.
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Figura 20. Espectros FT-IR das amostras apds extracdo em: | e 1) G-1; 111 e 1V) G-1I. Quadrantes | e
111 sdo referentes aos sobrenadantes e 11 e IV aos solidos. Espectros a) tratamento A; b) tratamento B;

¢) tratamento C; d-1, I11) alanina sem tratamento; d-11, 1) goethita sem tratamento

As fases extratoras foram injetadas no cromatégrafo (HPLC) e comparadas como
solucdes padrbes de aminoacidos glicina e alanina, e de peptideos glicina e alanina anidra, e
diglicina e dialanina. A figura 22 apresenta o perfil cromatografico dos extratos obtidos. Deve
ser pontuado eu alanina anidra (C-ala) possui dois picos no cromatograma. Este comportamento
é devido a composicao do padrdo, uma mistura de D, L e meso alanina anidra.

Nos experimentos com mineral e alanina foi identificado a formacdo do peptideo C-ala
para goethita G-1 e G-Il em todo os tratamentos, e o dipeptideo A-ala para G-1 e G-1l nos
tratamentos A e C. A tabela 3 apresenta a quantidade de peptideos formados. Esses valores
indicam a concentragdo em mg L™ como média + erro padrdo da média. O valor é relativo a

quantidade de aminoacido que reagiu e formou o0s peptideos.
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Figura 21. Espectros FT-IR das amostras apds extracdo em: | e 1) G-1; 111 e 1V) G-1I. Quadrantes | e

111 sdo referentes aos sobrenadantes e 11 e IV aos solidos. Espectros a) tratamento A; b) tratamento B;

c) tratamento C; d-I, I11) glicina sem tratamento; d-11, 1V) goethita sem tratamento.

A quantidade de C-ala no tratamento C para G-1 e G-Il foi de 1,08 e 1,05 mg L*,
respectivamente, e estatisticamente iguais. As quantidades de C-ala nos tratamentos A e B para
G-l e G-11 foram estatisticamente iguais. Mas, estes dois grupos sao estatisticamente diferentes,
portanto, pode-se inferir que o tratamento C resulta em maior rendimento na formagéo do
peptideo C-ala. A quantidade de A-ala para os tratamentos A e C sdo estatisticamente iguais.
Nos cromatogramas com o0s extratos de glicina sdo observados picos relativos a C-gly para G-
| e G-1l submetidas ao tratamento C. Também séo observados picos que sdo atribuidos a G-gly
para G-l e G-Il submetido ao tratamento C. De modo a confirmar os produtos formados, 0s

extratos foram injetados em um espectrometro de massas (ESI-MS).
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Figura 22. Cromatogramas das amostras apos extracdo em Goethita: | e 111) G-I; 1l e 1V) G-Il

Cromatogramas das amostras nos tratamentos: a) A; b) B; ¢) C; d) branco.

Os extratos foram injetados no espectrdmetro de massas (Figuras 23 — 25). No primeiro
quadrupolo ocorre a protonacdo e identificacdo da molécula. No segundo quadrupolo, um
excesso de energia é aplicado resultando na fragmentacdo da molécula. Os fragmentos
formados sdo identificados no terceiro quadrupolo. Como a fragmentacdo de um composto

possui um padrdo reprodutivel, ou seja, ndo aleatorio, é possivel garantir sua identificacéo.

Os picos dos ions moleculares detectados por fragmentacdo foram investigados. Os picos
117 e 131 m/z nos espectros de Gly e Ala, respectivamente, sdo devido a associacao desses
aminoacidos com acetonitrila (ACN). A fragmentacgao desses picos resulta em outros picos com
76 e 90 m/z, respectivamente, valores relativos aos aminoacidos. A diferenga entre o pico
identificado e o pico resultante da fragmentacéo € de 41, o valor da massa molecular de ACN.
O espectro de massa da fragmentacdo dos picos em 133, 143 e 161 m/z sdo evidéncias dos
peptideos G-gly, C-ala e A-ala, respectivamente. A fragmentacéo do ion molecular em 133 m/z
gera um pico em 76 m/z (valor de Gly). A fragmentacdo dos ions moleculares 143 e 161

resultam no pico em 90 m/z, valor atribuido a alanina.
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Nos experimentos com o mineral e alanina foi detectado um pico em 143 m/z, atribuido
ao C-ala-H™, mesmo peptideo detectado por cromatografia. O pico em 161 m/z, atribuido ao A-
ala-H", é detectado apenas nos tratamentos A e C para as goethitas G-I e G-Il, e no tratamento
B apenas em goethita G-1. No entanto, neste ensaio por cromatografia, este peptideo ndo é
observado, indicando sua baixa concentragdo. Nos experimentos com Gly em goethitas G-I e
G-Il submetidas ao tratamento A, ndo foi detectada a formacdo de peptideos. Mesmo
comportamento com Gly em goethita G-I nos tratamentos B e C. Por outro lado, nos
experimentos com goethita G-11 submetida aos tratamentos B e C é detectada a formacéo de
peptideo G-gly. As quantidades deste dipeptideo nos tratamentos B e C foram estatisticamente

iguais.

Nos espectros de massas dos experimentos de Gly e goethitas é observada apenas a
formacdo de peptideos para a goethita G-11 e nos tratamentos B e C. Nestes, ocorre o pico em
133 m/z, relativo ao peptideo G-gly. Mesmo que na analise cromatografica (HPLC), o composto
C-gly tenha sido detectado, este ndo foi considerado por nao ter sido detectado na
espectrometria de massas. Portanto, C-gly foi descartado como um produto de reacdo. Mesmo

procedimento foi realizado para os experimentos com G-I.

Tabela 3. Quantidade de peptideos formados.

Aminoacido Tratamento  Goethita Peptideo anidro Dipeptideo
G-l - -
A
G-Il - -
G-l - -
Gly B
G-Il - 0,27 £ 0,04 2 (0,24 %)
c G-I - -
G-Il - 0,41+£0,122(0,37 %)
A G-I 0,25+0,02(0,23%) 0,16 + 0,03 % (0,14 %)
G-l 0,37+0,03° (0,34 %) 0,13+0,012(0,11 %)
G-l 0,21+ 0,06 ® (0,19 %) -
Ala B
G-Il 0,17 + 0,04 (0,15 %) -
c G-l 1,08 £0,272(0,97 %) 0,18 +0,09 ? (0,16 %)
G-Il 1,05+ 0,272(0,95 %) 0,17 + 0,032 (0,15 %)

Valores das concentracdes como média + erro padrdo da média (mg L™). Valores entre parénteses
indicam a porcentagem de peptideos formados (%), relativa a quantidade inicial de aminoécidos. O
namero de experimentos foi de n=4. Média com letras mindsculas, nas colunas de cada grupo de
aminoacido, diferem para o teste Tukey (p<0,05). Nenhuma comparagdo estatistica foi realizada para

diferentes compostos.
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Figura 23. Espectros de massas dos extratos dos experimentos com glicina:

A-G-IlI; V) tratamento B-G-II; VI) tratamento C-G-II.
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Figura 24. Espectros de massas dos extratos dos experimentos com alanina: 1) tratamento A-G-I; 1) tratamento B-G-I; 111) tratamento C-G-I; 1V) tratamento

A-G-II; V) tratamento B-G-II; VI) tratamento C-G-II.
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Figura 25. Espectros de massas das fragmentacdes dos picos de peptideos com razdo m/z para experimentos com glicina: 1) 117; 11) 133. Para experimentos
com alanina: 111) 131; 1V) 143; V) 161.



113

5.5.5. Ensaios cinéticos

Figura 26 apresenta o comportamento da evolucdo da formacao do peptideo anidro (C-
ala) e do dipeptideo (A-ala) até quinze dias de reacdo quimica (tratamento C). A quantidade de
C-ala formada possui um rendimento crescente até o fim de 11 dias e estabilizada com 15 dias.
De modo oposto, o rendimento para A-ala foi baixo, durante o tempo observado, e néo se

verificou crescimento no rendimento com o tempo.
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Figura 26. Quantidade de peptideos formados a partir de alanina em goethita G-11 a 95 °C: a) alanina

anidra (C-Ala); b) dialanina (A-ala); ¢) modelo cinético de ordem zero aplicado aos dados de C-ala.

Para a sintese de C-ala, do dia 2 ao dia 11, aos dados podem ser aplicados a equacao
cinética para ordem zero com R? de 0,997. O modelo cinético de ordem zero implica em uma
reacdo que é independente da concentracdo dos reagentes. Esse comportamento indica que a
concentracdo dos reagentes nédo altera a velocidade da reacdo quimica. Para a sintese de A-ala,

nenhum modelo pode ser aplicado, devido a baixa quantidade formada. O que significa que a
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formacdo de C-ala ndo depende da quantidade de mineral ou alanina. Se ndo ha variacéo da

quantidade de mineral, pode-se assumir que 0 mineral age como uma superficie catalisadora.

O modelo de ordem de reacdo igual a zero resultou em uma constante de velocidade de
2,867 x 10 mg L* s*. Bujdak e Rode (2004) obtiveram valores para constante de velocidade
de 1,19 x 107 st e 7,13 x 108 s na presenca e auséncia de argila. Deve ser pontuado que 0
aumento da constante de velocidade para formacéao de peptideos pode resultar em um aumento
na constante de velocidade de hidrolise de peptideos (Lambert, 2008).

5.6. Discussao
5.6.1. Implicagdes para a Evolugdo Quimica

Investigacdes anteriores demonstraram que a adsor¢do dos aminoacidos glicina, alanina,
lisina treonina e acido glutdmico em hematita (Fe2Oz3), e de glicina, alanina, serina, histidina e
fenilalanina em akaganeita (B-FeOOH) é dependente do valor de pH (Holm et al., 1983 e Ben-
Taleb et al., 1994). No entanto, glicina possui baixa interacdo com Hematita. Mais
recentemente, a adsorcdo de cisteina, um aminoacido com trés grupos funcionais (tiol, amina e
carboxilico), foi testado com trés diferentes Oxidos e oxi-hidroxidos de ferro, Hematita,
magnetita e ferrihidrita. Esses testes de adsorcédo resultaram em reacfes quimicas de conversdo
de cisteina em cistina. Os autores reportaram que a adsorcdo em Hematita poderia ser
dependente do valor de pH (Vieira et al., 2011). Do mesmo modo, outro artigo reportou que a
adsorcdo de L-alanina em hematita possui seu maximo no ponto isoelétrico, o que significa que
interacOes eletrostaticas estdo envolvidas no processo de adsorcdo (Pandey et al., 2013). Para
aminoacidos mais complexos, como sarcosina, MIDA e EDDA, a adsorcdo em goethita é
dependente de pH, grupo funcional e estrutura (Norén et al., 2008). O efeito i6nico na adsor¢édo
de glicina, a-alanina e 3-alanina e goethita resulta na diminui¢do da quantidade de glicina e a-
alanina adosrvida. Por outro lado, goethita adsorve maior quantidade de B-alanina, um amino
acido ndo proteico (Farias et al., 2016). Paralelo a estes dados, a adicdo de aminodcidos em
solucBes de ferro ibnico pode alterar o caminho da reacdo quimica de sintese de minerais
(Carneiro et al., 2013). Esses resultados sugerem que dependendo do aminoacido adicionado

na sintese, podem ser formados fases de diferentes 6xidos e hidroxidos de ferro.

Foi demonstrado que o oxi-hidroxido ferrihidrita é capaz de promover a ligacéo peptidica
(Matrajt e Blanot, 2004). Por meio de um processo inicial de adsorcdo, ensaios experimentais

em condicgdes secas e molhadas resultaram na formacdo dos peptideos G-gly e A-Ala. As
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formas ciclicas (Diketopiperazines) C-gly e C-ala foram também observadas. Peptideos
maiores como tripeptideos, ndo foram detectadas. Um resultado significativo é que o
rendimento da reacdo quimica aumentou com maior tempo reacional de um (1) dia para uma
semana. O rendimento da polimerizacdo de L-fenilalanina em hidréxidos de ferro (l11)
aumentaram com interacdes de adsorcdo (Naka et al., 2007). A oligomerizacao de aminoacidos
também foi testada com goethita, akaganeita e hematita no estado seco (Shanker et al., 2012).
Os resultados mostraram que hematita catalisou principalmente peptideos ciclicos a partir de
glicina e L-alanina. Por outro lado, goethita favorece a sintese de dipeptideos. Neste capitulo
apresentam-se procedimentos similares aos de Shanker et al. (2012) com relagdo aos
tratamentos A e B (estado seco). Entretanto, os dados aqui apresentados nao revelam a formagéo
de dipeptideos a partir de glicina, apenas para L-alanina. De fato, a formacdo apenas ocorre
para glicina na presenca de goethita G-11 para os tratamentos B e C. Sendo assim, resultados
mais otimistas ocorrem para L-ala (Tabela 3). Os melhores rendimentos ocorrem para L-ala
gerando C-ala para ambas goethitas G-I e G-II. Georgelin et al., (2017) reportaram a formagéo
de peptideos de glicina em superficie de magnetita, hematita e akaganeita na temperatura de
180-190 °C. A reacdo de oligomerizacéo de glicina e L-ala em quatro tipos de ferritas também
foram detectadas nas temperaturas de 50 até 120 °C, por 35 dias e sem o uso de ciclos
secos/molhados (lqubal et al., 2017). Deve ser pontuado que ferrita ndo é um o6xido de ferro.

Portanto, uma questdo surge: Tiveram os Oxidos de ferro uma relevancia prebidtica?

Dever ser destacado que experimentos de Quimica Prebidtica com éxidos e hidréxidos
de ferro séo escassos. Apenas algumas investigacdes foram desenvolvidas até atualmente. Ferro
é um elemento abundante e difundido na crosta terrestre, e é vital para funcionamento adequado
dos seres vivos. Neste sentido, mesmo que a sintese de peptideos ndo seja eficiente, como os
dados sugerem, é um importante resultado para a Quimica Prebidtica. Sendo assim, sabe-se
que: i) Aminoacidos interagem com a superficie de 6xidos de ferro, com relagdo a processos de
adsorcdo. Ndo obstante, essa interacdo é dependente do valor de pH. Assim, nem todos 0s
cenarios sdo favoraveis a processos prebioticos; ii) Peptideos ciclicos e dipeptideos séo
formados vi assisténcia de 0xidos de ferro. No entanto, grandes peptideos ndo séo sintetizados,
pelo menos em quantidades consideraveis. Ndo sendo uma perspectiva favoravel para a

Evolucdo Quimica.

A formacéo da ligacdo peptidica requer a retirada de uma molécula de agua a partir de

duas moléculas de aminoacidos. Em solucdo aquosa a reacdo € termodinamicamente
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desfavoravel, pois, requer a eliminacdo de uma molécula de 4&gua em solugédo. Por outro lado,
h& a barreira cinética, onde a presenca do mineral pode resultar na diminui¢do do obstaculo
energético. De fato, superficie mineral age de modo a diminuir a energia de ativacdo pelo
processo de adsorcdo. Portanto, poderia se assumir que de modo a oligomerizacgéo se iniciar,
interacOes de superficie, como processos de adsorcéo, sao requeridas. Este capitulo apresenta
ensaios onde apds 10 dias de aquecimentos a quantidade de peptideos ndo aumentou, Matrajt e
Blanot (2004) observaram comportamento similar. Deve ser pontuado que Shaker et al. (2012)

ndo observaram esta queda no rendimento reacional.
5.6.2. Revisitando a Hipotese de Bernal — Minerais como Fabricas Prebidticas

De acordo com a Hipdtese de Bernal, o papel dos minerais seria de solucionar dois
principais problemas prebioticos, a diluicdo infinita e suportar evolugdo quimica por meio de
polimerizag&o, o que significa promover reagfes quimicas. Na superficie mineral, como argilas,
oOxidos de ferro e zedlitas, reacdes de oligomerizacdo podem acontecer (Lambert, 2008). Deste
modo, levanta-se a seguinte questdo: Poderiam os minerais agir como fabricas prebiotica para
Evolucédo Quimica? A partir da producéo de oligdmeros, as investigacdes levam a dois dilemas:
i) o chamado dead end (fim das reagdes); ii) e disponibilidade prebiotica. O primeiro ocorre
pela formacéo de peptideo ciclicos, em que ndo se torna mais possivel o aumento do peptideo.
Uma vez que formada a ligacdo peptidica (ligacdo amina) requer a remoc¢do de uma molécula
de &gua, € precedida de um ataque nuleofilico no atomo de nitrogénio (N) do grupo amino no
atomo de carbono no grupo carboxilico (COOH) (El-Faham e Albericio, 2011). Assim, nos
peptideos ciclicos o grupo amina ndo esta disponivel para promocdo do ataque nucleofilico, ou

seja, 0 alongamento termina.

Para peptideo lineares, quanto maior a cadeia, maiores as interagcbes com a superficie
mineral por forcas de van der Waals. Se um oligbmero longo é preso (trapped) por processo de
adsorcdo, sua disponibilidade prebidtica é comprometida, uma vez condi¢fes quimicas mais
extremas sdo necessarias para dessorver esses peptideos. Nos capitulos anteriores, ensaios
sugerem que adenina, fortemente ligada & montmorillonita, necessita de uma solugéo 0,1 mol
L de hidroxido de potassio (KOH) para promover a dessorcdo. Holm et al (1983) sugeriram
que polimeros resultados de replicacdo prebidtica poderiam ser removidos da matriz mineral
por solucdes redutoras. No entanto, um comportamento interessante para goethita foi a extragdo
dos peptideos por simples agua ultra pura. Nenhuma solucéo foi necesséria para se obter a fase

organica. Se por um lado, os resultados mostram um cenario de baixa cinética e rendimento
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para formagcao dos peptideos sob superficie de Goethita, por outro lado ha disponibilidade para
0s produtos formados.

Concluindo, Poderiam os minerais agir como fébricas prebidticas para Evolucéo
Quimica? Os resultados suportam a hipdtese de Bernal em evolucdo quimica. Entretanto, a
obtencdo peptideos prebidticos com maiores cadeias, e até com algumas propriedades
bioguimicas, como enzimaticas, permanecem com um proximo passo para estudos de Quimica

Prebidtica.
5.7. Conclusao

A formacédo de peptideos em goethita sob aquecimento foi observada. Para a glicina
observou-se formacéo de dipeptideo G-gly, e para Ala ciclo (C-ala) e dipeptideo (A-ala). Dessa
forma foi possivel demonstrar a formacéo de oligbmeros simples simulando condi¢Ges da Terra
Primitiva. Mesmo que a constante de velocidade foi baixa, a barreira cinética foi superada

mediante assisténcia do mineral.
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6. Considerac0es Finais

Realizaram-se diversos ensaios quimicos simulando algumas condicGes da Terra
Primitiva. A base nitrogenada Uracila é capaz de interagir com os cations provenientes das
diferentes aguas do mar, mediante do grupo carbonila (C4=0). Pode-se constatar mudangas na
reatividade, com relag&o ao nitrogénio N1, devido a diminuig&o de energia dos orbitais HOMO
e diminuicdo da carga neste atomo (N1 com carga mais negativa). Estes resultados demonstram
que quando coordenada com alguns cétions metalicos, uracila altera sua reatividade. Isto
resulta, no caso da quimica prebiotica, na formacao de nucleosideos ou nucleotideos, moléculas
componentes do DNA/RNA.

Observou-se também que a radiagdo ionizante (gama-Co®°) degrada facilmente a base
nitrogenada adenina em solucdo aquosa. Entretanto, um resultado inédito é que a taxa de
degradacdo € menor quando em solucéo salina, simulando agua do mar com concentracGes de
ions de 4,0 bilhdes de anos atras. Isto € um forte indicativo de que é necessario utilizar-se de
solucdes analogas as das variadas aguas do mar, conforme proposto por Zaia (2012). Uma vez

que ions em solucdo aquosa podem alterar a quantidade de adenina que é degradada.

Paralelo a estes dados, quando adenina € adsorvida em suspensdo de montmorillonita sua
decomposicdo via irradiagdo ndo € observada. Resultados estes que fortalecem a hip6tese de
Bernal (1949 e 1951). Entretanto, quando em suspensdo de montmorillonita em agua do mar,
este sistema se apresentou mais estdvel que em suspensdo de argila em &gua destilada.
Indicando mais uma vez a importancia de se usar ions em ensaios prebioticos. A irradiacdo dos
solidos obtidos a partir de solucdes de adenina em agua destilada e do mar mostraram que 0s
ions sulfatos interagem com a radiagdo ionizante. Dessa forma, por uma espécie de competicao,
0s ions provenientes da &gua do mar auxiliam na diminui¢do da decomposi¢do da adenina, em

outras palavras, pode-se assumir um efeito de protecdo das moléculas organicas.

Reacdes de oligomerizacdo foram testadas, afim de se obter peptideos com maior massa
molecular. Entretanto, em superficie de goethita obteve-se baixo rendimento reacional para 0s
peptideos a partir dos aminoacidos glicina e alanina. A parte organica foi facilmente extraida
da matriz mineral, tornando-a disponivel para outras reagdes quimicas. Mas, a formagéo
majoritaria de peptideos ciclicos indica um dead end. Ou seja, pode-se supor que talvez o
mineral goethita ndo tenha majoritaria contribuicdo para reacdes de polimerizacdo na Terra
Primitiva. Deve-se salientar que mesmo este ultimo ndo sendo um resultado favoravel para

Evolucdo Quimica, é importante pois o elemento Ferro (Fe) era abundante na Terra Primitiva,
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e Oxidos de ferro estavam presentes, portanto, estes minerais devem ser investigados no

contexto da quimica prebidtica.

Concluindo, caracterizaram-se varios tipos de interacfes fisico quimicas entre duas
espeécies de bases nitrogenadas e dois aminoacidos com ions presentes em solucdes de agua do
mar e com dois tipos de minerais, todos ensaios simulando condic¢des da Terra primitiva. Estes
experimentos foram realizados de modo a aprofundar as hipo6teses de Oparin e Haldane, em
evolucdo quimica, e de Bernal, sobre a assisténcia e protecdo mineral. Assim como Charles
Darwin eshogou, 0 surgimento da vida deve ter seguido as leis da quimica, ou rea¢fes quimicas.
Esta presente tese corrobora com ideia de que moléculas organicas esséncias aos seres Vivos
interagem com espécies quimicas, ions da dgua do mar, e com estruturas maiores, argilas e
Oxidos de ferro. Os comportamentos observados sdo regidos por interac@es fisico quimicas,

contribuindo assim para a evolucdo quimica e protecdo destas biomoléculas.
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Figura 1. Espectros FT-IR obtido em KBr: a) uracila liofilizada de dgua ultra pura, b) uracila

liofilizada de solu¢do com pH 2,00 (linha); c) uracila liofilizada de solu¢do com pH 12,0.

Espectros FT-IR das amostras de 400 a 4000 cm? foram obtidos utilizando um
espectrofotdometro FT-IR da Shimadzu modelo IR PRESTIGE-21. Uma resolucéo de 4 cm™ e
100 varreduras foram usadas para obter o espectro. Os espectros foram analisados utilizando o
programa Origin (8.0, 2001).
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Figura. Curva analitica de adenina em solucdo. Determinacdo realizada por cromatografia
(HPLC): a) 4gua destilada, Coeficiente de determinagéo igual a R?=0,998, equac&o da reta y =
269697x + 17750; b) 4gua do mar, Coeficiente de determinagéo igual a R?=0,997, equacio
dareta = 147026x + 9802,7.
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Tabela. Atribuicdo por tentativa das amostras de glicina.
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o o ) A Ext A Ext B ExtC
Atribuicdo Alfa Beta Gama  Glicina Lio
I I I I | I | I | I I I
Chernobai,

2007 a § Y oy o/l y oy oy o o a a o/B/y o/B/y a/B/y a/B/y o/l y o/l y
v(NH..O) 3165 3188 3100 3158 3175 ; ; 3150 3150 3149 3149 3175 3175 3175 3175 3175 3175
Vas(CHz2) 3007 3006 2999 3008 3008 3007 3007 3008 3007 3006 3006 - - - - - -
vs(CHz) 2069 2969 2962 2970 2972 2961 2960 2970 2968 2968 2969 2980 2980 2980 2980 2980 2980
8)‘%?;% 2128 2136 2172 2121 2130 ; ; 2111 2116 2115 2114 2130 2130 2130 2130 2130 2130
Sa(NHs) 1611 1655 iggg 1607 igég 1668 1666 1605 1610 1606 1606 1661 1661 1661 1661 1661 1661
va(COO) 1584 1606 1580 1579 1591 1574 1574 1578 1580 1580 1583 1593 1593 1593 1593 1593 1593
§s(NHs) 1513 1543 1496 1514 1517 1496 1494 ; ; - - 1514 1514 1514 1514 1514 1514

1503 1526 - 1499 1505 ; ; 1499 1499 1449 1501
8(CHo) 1444 1445 1437 1443 1444 1440 1439 1443 1442 1441 1443 1444 1444 1444 1444 1444 1444
vs(COO) 1414 1416 1397 1408 1410 1409 1408 1407 1408 1408 1406 1413 1413 1413 1413 1413 1413
W(CHo) 1333 1336 1336 1332 1333 1391 1391 1328 1331 1328 1329 1334 1334 1334 1334 1334 1334
1(CHy) 1314 ; 1326 1311 1310 1330 1329 1312 1311 1312 1312 1308 1308 1308 1308 1308 1308
1131 1126 1127
p(NH3) 1132 1385 1185 ;oo 118 . e, 1031 1181 1033 1081 1134 1134 1134 1134 1134 1134
1112 1120 1129 1111 1117 1112 1111 1110 1110 1110 1110 1117 1117 1117 1117 1117 1117
va(CCN) 1034 1041 1044 1033 1039 1034 1033 1033 1033 1033 1032 1040 1040 1040 1040 1040 1040
910 910 909
p(CH) 911 916 930 930 914 028 026 908 908 907 908 915 915 915 915 915 915
v(CC) 893 894 892 892 892 890 891 892 891 892 893 894 894 894 894 894 894

v, estiramento; 3, bending no-plano; vy, bending fora do plano; 8, deformacao; p, rocking; t, twisting.



