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N&o sei... Se a vida é curta

Ou longa demais pra nés,

Mas sei que nada do que vivemos tem sentido,
se nao tocamos o coracao das pessoas.
Muitas vezes basta ser:

Colo que acolhe,

Braco que envolve,

Palavra que conforta,

Siléncio que respeita,

Alegria que contagia,

Lagrima que corre,

Olhar que acaricia,

Desejo que sacia,

Amor que promove.

E isso ndo é coisa de outro mundo,

E o que d& sentido a vida.

E o que faz com que ela

N&o seja nem curta,

Nem longa demais,

Mas que seja intensa,

Verdadeira, pura... Enquanto durar.

Cora Coralina (1889 — 1985)
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RESUMO GERAL

Nessa tese foi realizado um estudo de Quimica Prebidtica, na qual o objetivo é
entender como surgiu a vida na Terra. O estudo foi conduzido a partir da hipétese de
Bernal, de que, minerais podem ter desempenhado um papel de protecdo contra
degradagdo por hidrolise ou radiagao ultravioleta, das moléculas organicas ou
mesmo como catalisadores na formacido de polimeros. A tese € apresentada em
quatro capitulos, utilizando minerais e biomoléculas que poderiam ser encontrados
no periodo de 3,8-4,0 bilhdes de anos atras, periodo em que surgiu a vida. O
ambiente primitivo foi simulado nos experimentos utilizando uma agua do mar
artificial de composi¢cao média salina dos oceanos atuais. Foram utilizadas zedlitas,
montmorillonita e goethita, assim como os aminoacidos glicina (Gly), a-alanina (o-
Ala), B-alanina (B-Ala), acido 2-aminoisobutirico (AIB), cisteina (Cys), histidina (His),
metionina (Met) e as bases nitrogenadas adenina (A), timina (T), uracila (U) e
citosina (C). As caracterizagdes e as analises quimicas foram feitas utilizando as
técnicas espectroscopicas de Infravermelho, Raman, RPE, Mdsbauer, também a
difratometria Raios X, a Microscopia Eletrénica de Varredura e Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia. O capitulo 1 mostra a adsor¢ao de aminoacidos (ala, cys,
his, met) em zedlitas. A Cys foi o aminoacido mais adsorvido por todas as zedlitas, e
a adsorgao relativa (aminoacidos/Ala) foi proxima de 1,00. No capitulo 2 foi
estudada a modificagdo da montmorilinita com sulfeto de sédio, para utilizacdo em
estudos de quimica prebidtica. A modificacdo da montmorrilonita fez com que o Fe
2* na composicdo do mineral, ficasse protegido apos o contato do mineral com a
agua do mar artificial. O capitulo 3 mostra a adsor¢gado de adenina, citosina, timina e
uracila em montmorillonita modificada com sulfeto. A adenina e a citosina foram as
bases mais adsorvidas pelo mineral. Os resultados de Mdssbauer mostrarm que as
bases consomem quase que totalmente o Fe?*. No capitulo 4 foi estudada a sintese
e a caracterizagdo de goethita em condigdo hidrotermal de quimica prebidtica, na
presenca de aminoacidos protéicos e nao protéicos. Quando, presente na sintese
aminoacidos nao protéicos, foi obtida uma mistura de goethita e hematita. No
entanto, na presenca de aminoacidos protéicos, apenas goethita foi sintetizada. Os
espectros Raman pelo efeito SERS mostraram a presenca dos aminoacidos nos
materiais sintetizados, assim como, amida, indicando uma possivel formacao de
peptideos. A formacgao de ligagcao peptidica, na presenca dos 6xidos-hidroxidos de
ferro, obtidos nas sinteses, fazem deles importantes minerais para o estudo de
quimica prebidtica.

Palavras-chave: Quimica prebidtica. Aminoacidos. Minerais. Bases nitrogenadas.
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ABSTRACT

In the present thesis a prebiotic chemistry study was done, which aim is understand
how the life arose on Earth. The study was from Bernal's hypothesis conducted,
which minerals could be used to protect organic molecules from degradation due to
hydrolosis or UV radiation. The work is presented in four chapters, using minerals e
biomolecules that could have found in 3.8-4.0 Ga, period in which live appeared. In
experiments the primitive environment was simulated using a artificial seawater of
media composition saline of actual oceans. In the studies were used the zeolites,
montmorillonite e goethita as minerals e glycine (Gly), a-alanine (a-Ala), B-alanine (3-
Ala), 2-aminoisobutiric acid (AIB), cysteine (Cys), histidine (His), metionine (Met) as
amino acids e adenine (A), thymine (T), uracil (U) e cytosine (C) as nucleic acid
bases. The Infrared, Raman, RPE, Mdssbauer, X-ray difracctometry, SEM, e HPLC
techniques were used to characterization e the analysis of the samples. The first
chapter shows the adsorption amino acids (ala, cys, his, met) on zeolites. Cys was
adsorbed in higher amount by all zeolites, and the relative concentrations of (amino
acid/Ala) are closed to 1.00. The second chapter the modification of montmorillonite
with sodium sulfide was studied to use this material in prebiotic chemistry. The Fe?*,
in mineral composition was protected in montmorillonite modified after the mix with
seawater artificial. The third chapter shows adsorption of adenine, cytosine, thymine,
e uracil on sulfide-modified montmorillonite. Adenine and cytosine were more
adsorbed on clays. Mossbauer results showed that nucleic acid bases consumed
nearly all Fe?*. The fourth chapter was studied the synthesis e characterization of
goethita under hydrothermal prebiotic chemistry conditions, with proteics amino acids
and no proteics. When no proteics amino acids present in synthesis, the mix of
goethite and hematite was obtained. However, in the presence of protein amino
acids, only goethite was synthesized. The Raman SERS effect showed the presence
of amino acids in sinthesized materials, such as, amide, indicating the possibility the
formation of peptide. The peptide bond formation in the presence of iron oxides-
hydroxides obtained in the synthesis, make them important minerals for the study of
prebiotic chemistry.

Key-words: Prebiotic chemistry. Amino acids. Minerals. Nucleic acid bases
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CAPITULO |

1 INTRODUGAO GERAL

Desde a década de 60 os estudos em quimica prebidtica tém
crescido e as novas pesquisas vém mostrando diferentes hipoteses para se pensar
sobre origem da vida. Essa tese teve como objetivo compreender as interagdes
entre aminoacidos e bases nucléicas do DNA/RNA, moléculas fundamentais a vida,
com minerais, em ambiente prebidtico. Os aminoacidos ou bases nucléicas foram
dissolvidos em de agua do mar artificial, cuja composicéo € a mesma de uma agua
do mar natural, no que se refere ao conteudo da composicdo salina. O uso dos
minerais neste estudo se justifica, pois esses estdo presentes desde a formagao do
sistema solar. No periodo de formacdo do sistema solar esses nao passavam de
aproximadamente 12 tipos, no entanto, nos dias atuais chegam a mais de 4400
tipos. O aumento dos tipos de minerais vem crescendo desde a presenca de agua
(lagos e oceanos), aumento da concentragdo de oxigénio e mudangas gasosas da
atmosfera e também o aparecimento das moléculas organicas.

A hipotese dos minerais estarem envolvidos nos processos de
catalise na quimica prebidtica esta sendo estudada ha aproximadamente cinco
décadas, desde que eles foram descobertos como excelentes materiais para serem
utilizados nas catélises industriais. No entanto, a questao de degradagao envolvendo
0S processos em quimica prebidtica, hoje, também €& discutida. Pois a mesma
energia que pode converter moléculas simples em mais complexas, pode ser
utilizada para sua quebra e degradacao.

No presente estudo foram utilizadas técnicas como Infravermelho,
Raman, Mossbauer, Ressonancia Eletronica Paramagnética, Raios X e Microscopia
Eletrbnica de Varredura para estudar as interagdes entre aminoacidos/bases

nucleicas do DNA/RNA e minerais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.2 QuimICA PREBIOTICA

Ha mais de 2.000 anos a teoria da geracédo espontanea, elaborada
por Aristétoles, ou seja, a formagao dos seres vivos a partir de matéria inanimada foi
plausivel para explicar a origem da vida. No entanto, essa teoria foi provada ser
totalmente errada apos os experimentos de Pasteur e Tyndall no século XIX. A
comunidade cientifica, diante dos novos relatos, entdo vé a necessidade da criagcédo
de novas tecnologias que possibilitem ampliar os conhecimentos para fornecer a
sociedade explicagbes légicas sobre a grande questdo sobre a origem da vida. No
entanto, somente os cientistas Alexander Oparin em 1924 e J. B. Haldane em 1928,
influenciados pela teoria Darwniana, propuseram uma hipétese para estudar
novamente a questdo da origem da vida. Com desenvolvimento e o
amadurecimento cientifico, surgiram varias abordagens para elucidar a origem da
vida na Terra, iniciando os estudos de quimica prebidtica. Esse ramo da ciéncia
envolve o estudo das reagdes que poderiam ter contribuido para o surgimento da
vida em nosso planeta (Zaia e Zaia, 2008), sendo que tais estudos sé&o
desenvolvidos simulando os possiveis ambientes e condi¢des que poderiam ter
existido na chamada Terra Primitiva.

A quimica prebiotica baseia-se no fato de que a partir de moléculas
simples como CO,, NO, CHg4, Hy, H2S, HCN, NH3, H,O e moléculas mais complexas,
como aminoacidos, poderiam ser formadas, consequentemente, ocorreria a
complexacao destes originando peptideos, os quais continuariam a se polimerizar
até chegar a organizacao de uma estrutura celular (Miller, 1953; Zaia e Zaia, 2008).

O maior desafio no estudo de quimica prebidtica € o tempo. A
variavel tempo, nos experimentos atuais de prebidtica é insignificante quando
comparada ao periodo exigido para que pudesse haver qualquer indicio de vida na
Terra. Estima-se que o surgimento da vida na Terra tenha sido por volta de 3,8
bilhdes de anos atras. Considerando o tempo de formacéo do planeta, o evento para
0 aparecimento da vida necessitou de aproximadamente de um periodo de 300 a
800 milhdes de anos. Experimentos de longa duragdo tiveram um periodo de
aproximadamente de 30 anos. As demais variaveis envolvidas no estudo de quimica

prebidtica sdo em sua maioria baseadas em estudos geoldgicos, pois é,
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praticamente impossivel saber com exatiddo as reais condi¢gdes que existiram na

Terra primitiva.

2.3 ATERRA

O sistema Solar surgiu ha aproximadamente, 4,6 bilhdes de anos,
quando uma nuvem interestelar colapsou, provavelmente advinda de uma onda de
choque causada pela explosdo de uma supernova (Oro, 2004). O material consistia
principalmente de hidrogénio e hélio, com tragos de outros elementos e temperatura
estimada em 15 K (Rauchfuss, 2008). O primeiro milhdo de anos foi repleto de
colisbes de planetesimais e cometas com corpos maiores. Entdo os materiais
precursores do planeta Terra foram rochas de planetesimais e poeira interestelar. A
acrescao desses materiais iria compor o planeta e continham em grande parte agua
e compostos organicos, formando a Terra Primitiva.

O planeta passou por varios estagios envolvendo o processo de
formacdo de muitos minerais, dos quais muitos eram novos e outros apenas
transformacdes (Hazen, 2010). Na era da acresgao planetaria, por volta de 4,55
bilhdes de anos, os minerais presentes ndo eram mais que uma duzia. Ja na era da
alteracao e diferenciagao planetesimal, os minerais acumulavam mais ou menos 250
espécies e hoje ja passam de 4.400 espécies.

No periodo de acresgao do planeta o conteudo de agua foi um
importante fator, pois se considera que ela resfrie o sistema, retirando o excesso de

energia livre no processo de colapso protoestelar (Rauchfuss, 2008). A agua pode
existir na forma gasosa, liquida ou sdlida nas particulas interestelares. A agua que
se acumulou ou se formou na terra deu origem aos rios, mares e oceanos. A
formacao dos oceanos na Terra e sua composicao ainda sao bastante discutidas e
merece atencdo. Os oceanos primitivos tiveram sua formagao na era Hadean, apés
o periodo de acrescéao entre 4,5 e 4,4 bilhdes de anos, quando entdo o magma dos
oceanos comecgava a se solidificar devido ao resfriamento pela presenga da agua
(Hazen et al, 2008). Nesse periodo ainda havia intenso bombardeamento de
meteoros e é sugerido que quando houve a formacgdo da Lua devido a um forte
impacto, esses oceanos primitivos foram perdidos e foram novamente regenerados

mais tarde no periodo de 4,2 a 3,7 bilhdes de anos (Izawa et al., 2010).
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Uma hipotese para a formagao dos oceanos € de que os corpos das
colisbes planetesimais eram compostos em sua grande parte por agua no estado
solido. A composicao basica desses cometas e asterdides eram de silicatos
hidratados (Rauchfuss 2008). Uma consideracao bastante importante € a de que o
oxigénio é o terceiro elemento depois do hidrogénio e o hélio, o que possibilitaria a
formacgao de gelo nos corpos planetesimais (Cyr et al., 1998). Esses corpos ao
atingirem a Terra foram se acumulando até formar os oceanos. Portanto uma boa
parte da agua existente hoje nos oceanos é exdgena. Os cometas tém em média
40% de agua e a hipotese de que os oceanos foram formados por esse tipo de agua
€ aceita observando a relagao de dois isétopos de hidrogénio. O D/H no Cometa
Halley e em condritos carbonaceos esta entre 0,6 a 4,8 x 10* e, em agua do mar
terrestre existe uma magnitude semelhante para o valor da relagédo D/H que é de 1,6
x 10 (Robert, 2001). De acordo com Raymond et al., (2003) mais de 10% da agua
veio de cometas.

Outra hipotese € a presenga da atmosfera gasosa depois do periodo
de acrescao da Terra. Apos esse periodo a Terra era muito quente e entdo ocorria a
emissao de gases que formavam a atmosfera nesse periodo, qual era composta por
vapor d’agua em sua maior composi¢cdo. Com o passar do tempo e o resfriamento
da Terra essa agua no estado de vapor se condensou e precipitou na superficie do
planeta. De qualquer maneira ha que se considerar que parte dessa agua que
formava uma atmosfera gasosa era composta por agua exégena. Pois na acrescgao
do planeta, os corpos que faziam parte dessa composi¢do continham agua em

valores apreciaveis.
2.4 MINERAIS

Bernal (1951) foi o primeiro a sugerir que minerais poderiam ter
desempenhado um importante papel na origem da vida na Terra. Os minerais teriam
participado na pré-concentragdo de biomoléculas no mar da Terra primitiva, assim
como na sua posterior condensagédo para a formacédo de biopolimeros (Ferris et
al.1996; Zamaraev et al., 1997; Hill Jr. e Orgel, 1999; Ferris, 2002).

Os minerais sao moléculas que exibem atividade -catalitica e
especificidade para determinadas reagbes (Schoonen et al., 2004), de maneira que

ao mesmo tempo que podem auxiliar a sintese de moléculas, podem também
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decompor as mesmas. Industrialmente e na quimica ambiental, suas propriedades
cataliticas sdo bem conhecidas. Portanto, € plausivel que os minerais teriam
participagcéo ativa na sintese de moléculas orgénicas complexas na Terra primitiva.
Os minerais agem como catalisadores por reduzirem a energia de ativagdo das
reagdes envolvidas na formagao de moléculas organicas complexas.

No periodo de acresgcao (4,55 bilhdes de anos) com
aproximadamente doze tipos de minerais, ainda ndo havia indicio de vida ou células
como conhecemos hoje, portanto a presenga desses talvez nédo tenha sido de
importancia para o aparecimento da vida. Ja no periodo de 4,0 a 3,5 bilhdes de
anos, a evolugdo mineral foi significativa, pois ja eram encontrados
aproximadamente 500 tipos de minerais (Hazen et al., 2008) e junto com essa gama
de diferentes minerais os primeiros organismos vivos. Os minerais encontrados
nesse estadio eram dos grupos dos filossilicatos, carbonatos, sulfatos e hidréxidos.
A presenca de agua foi também um dos principais fatores contribuintes para o
intemperismo dos minerais assim como o vulcanismo. Entdo, o grande numero de
novos minerais e suas diferentes caracteristicas faz com que a hipétese de Bernal
seja aceitavel. Pois, teriamos cada mineral com sua propria caracteristica, como a
presenga de poros, carga permanente, carga variavel, capacidade de adsorgao, etc.
E cada um, contribuiria de maneira determinada de acordo com sua caracteristica.
Entdo, poderiamos encontrar no ambiente, minerais que estariam contribuindo em

diferentes graus para o aumento da complexidade das moléculas organicas.

Figura1 - Esquema dos papéis dos minerais para a Quimica Prebi6tica

hv 1) h\-:' |
4 IS Y IS
Minerais Minerais
sintese Nlolneclulas sintese Molec_ulas
C,H,O,N,PS > orgdnicas >  organicas
simples € Complexas

.~
decomposicdo decomposicao

hv

4 I :
Minerais

decomposicao

Fonte: Schoonen et al., 2004
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Alguns trabalhos mostram claramente a participagédo dos minerais na
adsorcao de aminoacidos e formacgao de peptideos e outras moléculas de maior
complexidade (Zaia et al., 2002, Plekan et al., 2007, Noren et al., 2008; Lambert et
al., 2009). De acordo com Lahav, (1994) a montmorillonita promove a
oligopolimerizacédo de bases nucleicas. Vieira et al., (2010) mostraram a adsorg¢ao de
cisteina por 6xidos de ferro como, hematita, magnetita e ferrihidrita. Bau et al.,
(2011) adsorveram adenina e timina em varias zedlitas e que a adsorgdo nao
depende somente do tamanho de poro, relagao Si/Al, mas que além da interagao
eletrostatica, outras interacbes devam ser consideradas, como forca de van der
Waals. Arnarson e Keil, (2000) também mostraram que as for¢cas de van der Waals
sdo importantes para explicar a adsor¢ao de matéria organica em montmorillonita e
que os ions também tém influéncia significativa no processo de adsor¢do. Os
autores colocam que a presenca de sulfato reduz o teor de matéria orgéanica
adsorvida e que Ca** e Na* intensificam a adsorcdo, inferindo que ligagdes em ponte

estao sendo formadas.

2.5 AGUAS DO OCEANO

Os primeiros povos a estudar e relatar caracteristicas salinas das
aguas dos oceanos foram os Gregos. Aristételes (384-322) B.C. descreveu as
caracteristicas fisicas e quimicas de varios mares como: Mar Morto, Mar Vermelho,
Mar Negro, Mar Aegean, Mediterraneo e também o Atléntico, qual ele considerava
ser o maior de todos (Wallace, 1974).

A composicao da agua do oceano tem variado desde a formagao do
mesmo e essa alteracdo tem sido atribuida ao intemperismo que as rochas tem
sofrido ao longo dos periodos. Os estudos dos processos de alteragdes rochosas
(formagado e decomposigado) que a Terra tem sofrido sdo importantes para elucidar
as possiveis variagdes quimicas dos oceanos. As hipbéteses e comprovagdes das
diferentes composicdes das aguas tém sido feitas baseadas nas composi¢cdes dos
sedimentos marinhos, dos condritos e dos acondritos. Geralmente os estudos
simulam processos de lixiviagédo (Izawa et al. 2010), que pode ser realizado sob uma
determinada temperatura ou em temperatura ambiente, assim como variando a
pressao parcial de CO;, (Schoonen et al., 2004). Os Condritos sdo variedades de

meteoritos rochosos que se formaram no inicio do sistema solar, portanto sua
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composi¢cdo mineralogica deve diferir dos acondritos que sado condritos que ja
sofreram alteragdo por intemperismo. De acordo com lzawa, et al. (2010) os
condritos carbonados sao os materiais mais comuns, por isso sao tidos como os
principais contribuintes para a formagao dos oceanos, sendo em sua composicao
ricos em volateis. E importante ter em mente que nos estudos de quimica prebidtica
a perfeita simulacdo do ambiente primitivo € impossivel. No entanto, contando com
boas ferramentas (programas computacionais, modelos e a moderna dinamica
quimica e fisica), a predicdo de resultados chega muito préxima da realidade.

Em quimica prebidtica, o interesse sobre a composi¢gao das aguas
do oceano esta em meédia, no periodo de 4,0 a 3,5 bilhdes de anos. Esse periodo €
considerado ter sido o inicio da vida na Terra e, portanto de acordo com estudos
geoldgicos, ja havia se estabelecido o novo oceano permanente primitivo (Chyba,
1987). Segundo de Ronde et al., (1997) o cenario do oceano permanente primitivo
era muito variavel. A temperatura da agua era < 100° C, existiam regides acidas ou
extremamente alcalinas, decorrente do intemperismo dos minerais presentes e dos
gases expelidos pelos vulcdes, assim como dos gases presentes na atmosfera. A
composi¢cao das aguas poderia variar de aproximadamente em cem elementos, mas
seis ions sempre foram os maiores constituintes, como o Ca**, Mg®*, K*, Na*, Cl' e
S04* (Morse e Mackenzie, 1998). Alguns autores (de Ronde et al., 1997, Morse e
Mackenzie, 1990, Knauth, 1998) mostram que a concentragdo salina das aguas
seriam mais elevadas com relagcdo ao conteudo de NaCl, podendo ser em média
duas vezes maior do que a atual. Também existe uma grande contradicdo em
relacdo aos teores de Ca?* e Mg?*. Se realmente a concentragdo dos principais fons
considerados fosse mais elevada do que as atuais, certamente a salinidade seria
mais elevada (Izawa et al. 2010). No entanto, se a concentragdo dos principais ions
fosse devida somente ao intemperismo de materiais contendo SO4%, como principal
constituinte, essa agua teria baixa salinidade, pois sais de sulfato exibem baixos
valores de condutividade. A salinidade atual dos oceanos € em média de 35 PSU
(Unidades Praticas de Salinidade), podendo variar de 33 a 38 quando se tratar de
aguas superficiais ou profundas respectivamente (Wallace, 1974). Em regides de
grande evaporagdo esses valores podem ser maiores, assim como proximo de
minas salinas (NaCl ou KCI) (Stewart, 2008). A salinidade em aguas superficiais &

menor devido ao influxo de agua doce dos rios e da precipitagao.
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Morse e Mackenzie, (1990) propuseram que a atmosfera primitiva
(de 4,0 a 3,8 bilhdes de anos) era deficiente em oxigénio e que prevaleciam
ambientes anaerdbicos no oceano, com pressdes de CO, de cerca de dez vezes
maior do que hoje, portanto, existindo uma tendéncia do pH ser menor do que nos
dias atuais, o qual pode variar de 6,5 a 7,5. Varias hipoteses para composi¢des de
agua do mar tém mostrado que elas seriam mais salinas do que nos dias atuais.
Essa salinidade poderia ser representada ndo sé pelos teores de cations
monovalentes, mas principalmente pelos bivalentes como Ca?* e Mg?*. Zaia, (2012)
reproduzindo a composi¢gdo das aguas propostas por Ronde et al., (1997) obteve os
pHs de 12,0 para agua hidrotermal e 6,5 para agua de superficie. Nas duas aguas
as concentracdes de Ca®" e Mg*‘estdo bem acima da agua do mar atual. No
entanto, Zaia, (2012) ndo conseguiu atingir a concentragéo de Na* e K* proposta por
Ronde et al., (1997), pois nas condi¢des ambientais atuais ocorre a precipitacao de
fases minerais, quando se reproduz as mesmas concentracdes dos cations Na* e K.
Ries, (2009) destaca que é de suma importancia a taxa de Mg/Ca nas aguas dos
oceanos, pois essa relacdo controla o polimorfismo e entdo a formagao de CaCOs.
Segundo Ries (2009), as flutuagdes a que cada periodo esta submetido influencia na
calcificacdo e crescimento dos organismos presentes no ambiente marinho e que
essas modificagbes foram importantes no periodo do surgimento da vida, para os
organismos que tinham em sua composigao basica o CaCO3; e MgCOs;. No entanto,
Ronde et al., (1997) em seu trabalho ndo inclui Mg®* em sua composicdo da agua
hidrotermal.

Hoje, muitos experimentos sdo feitos em agua do mar simulando
ambientes primitivos (Lahav, 1994; Prabahar e Ferris, 1997; Ferris, 2002; Benetoli et
al., 2007, Carneiro et al., 2011, Bau et al., 2011). Atualmente, a composigao de agua
do mar utilizada em experimentos de quimica prebidtica simula uma agua moderna,
aproximadamente a partir de 3,2 bilhdes de anos, mantendo-se um pH proximo a
neutralidade, baixa concentracdo de cations bivalentes e uma concentragdo média
de NaCl, quando comparado a possiveis valores primitivos. Zaia, (2012) em sua
revisdo mostra algumas variagdes na concentragao salina e na composi¢cdo da agua
do mar (Tabela 1), simulando varios periodos, e que essas variagdes poderiam

desempenhar importante papel para a quimica prebidtica.
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Tabela 1 - Sugestbes para composi¢coes de agua do mar

*Composicao da agua do mar

Periodo (Ga) p Ph Referéncia
(L)
NaCl (28,57 g), MgCl, 6H,0 (3,88 g), KBr
0 (0,103 g), CaSO, (1,308 g), K,SO, (0,832 =8,0 Brown etal.
g), H3BO3 (0,028 g), MgSO, (1,787 g), (2004)
NaCl (37,05 g), KBr (0,310 g), KI (0,010
3,20 g), NH,CI (0,610 g), SrCl, 6H,0 (0,040 g), =120 de Ronde et
(hidrotermal)  CaCl, 2H,0 (6,26 g), KOH (1,07 g), NaOH al. (1997)
(0,200 g),
CaCl, 2H,0 (34,12 g), MgCl,. 6H,0 (10,35
3,20 g), KBr (0.268 g), NaCl (19.90 g), Kl 65 de Ronde et
(dgua do mar) (0,006 g), NH4CI (0,273 g), SrCl, 6H,O al. (1997)
(1,205 g), Na,SO, (0,333 g)
Na,SO, (0,271 g), MgCl,.6H20 (0,500 g),
400 CaCl, 2H,0 (2,50 g), KBr (0,050 g), K,SO, ~6.0 Izawa et al
(0,400 g), H3BO3 (0,028 g), MgSO, (15,00 (2010)

g)

*Cada sal deve ser adicionado na ordem mostrada.
Fonte: Zaia, 2012.

2.6 MOLECULAS ORGANICAS PREBIOTICAS

Os aminoacidos sao moléculas organicas essenciais para a vida,
suas estruturas basicas contém carbono, hidrogénio, oxigénio e nitrogénio. A partir
da policondensacdao sao obtidas estruturas bioativas, as proteinas, de suma
importancia para os organismos vivos. A grande maioria das reagdes quimicas que
ocorrem em todos os seres vivos do nosso planeta de alguma forma envolve
proteinas, peptideos e aminoacidos (Darnell e cols., 1990).

Na Terra prebidtica supde-se a existéncia de duas fontes de
aminoacidos: exdégena sendo o0s aminoacidos sintetizados fora da Terra e
enddégenos os aminoacidos sintetizados na Terra. Os aminoacidos exdégenos eram
sintetizados no meio ambiente interestrelar ou interplanetario ou sobre cometas e

meteoros. Os aminoacidos enddgenos poderiam ter sido sintetizados por diversas
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fontes na Terra prebidtica: perto de vulcbes submarinos, solugdo aquosa,
substancias em estado solido aquecidas por lava de vulcdes terrestres ou impactos
de cometas/meteoros ou radiagdo e mistura de gases (Holm e Ersson 2005; Brack
2007). Zaia et al.,, (2008) propuseram abundancias relativas de aminoacidos
fornecidos por fontes enddégenas e exdgenas. Para as fontes enddgenas temos a
seguinte relagdo de aminoacidos (massa de Gly é igual 1,00): Gly [1,00] / Ala
[0,300-2,00] / B-Ala = lle = Val [0,050-0,300] / Ser = Glu = Pro = Asp = a-ABA =
homo-Ser [0,020-0,150] / Leu = Phe = Thr = Cys = Met = Arg = Lys = Nor-Leu = His
= y-ABA [0,010-0,05]. As fontes exdgenas fornecem a seguinte relagdo de
aminoacidos (massa da Gly é igual 1,00): Gli [1,00] / AIB [3,00-0,500] / y-ABA = [3-
Ala = Ala [1,50-0,500] / Glu = Ser = Iva [1,00-0,500] / B-ABA = Asp [0,800-0,200] /
a-ABA = Val [0,300-0,100]. Como se verifica, a composicdo quimica de
aminoacidos fornecidos pelas duas fontes a Terra prebidtica sdo muito diferentes
entre si. As fontes exdgenas poderiam ter fornecido a Terra prebidtica diversos
aminoacidos ndo protéicos, enquanto que as fontes enddgenas fornecem uma
composi¢cao quimica de aminoacidos mais parecidos com os existentes atualmente.
Segundo Zaia et al., (2008), a quantidade de aminoacidos fornecidos a Terra
prebiodtica por ambas as fontes foram equivalentes.

No entanto, os L-enantibmeros sdo mais comuns do que os D-
enantibmeros em seres vivos. Os D-enantibmeros podem ser encontrados em
algumas paredes de células bacterianas, biomassa bacteriana e peptideos de
antibidticos (Lee e Bada, 1977, Dittmar et al., 2001) ou também em seres humanos
em importantes fun¢des do sistema nervoso central (Silva e Silva, 2009).

Assim, os D-aminoacidos ocorrem em todos os tipos de organismos,
procariotas e eucariotas, unicelulares e pluricelulares, mas com participacao
inferiores a 1% dos L-aminoacidos, e somente em alguns casos podem atingir teores
significativos nas suas fragdes soluveis (Silva e Silva, 2009). Os aminoacidos D-
alanina, D-glutamato, D-aspartato, D-serina, D-treonina sdo exemplos de
enantiomeros encontrados em organismos vivos, com fungdes antimicrobianas até

neuromoduladores (Silva e Silva, 2009).

’ Gly=glicina, Ala=alanina, B-Ala = B-alanina, lle= isoleucina, Val=valina, Ser=serina, Glu=acido
glutdmico, Pro=prolina, Asp=asparagina, a-ABA= aminoacido n-butirico, Leu=leucina,
Phe=fenilalanina, = Thr=treonina, = Cys=cistina, = Met=metionina, = Arg=arginina, Lys=lisina,
Nor=norvalina, Leu=leucina, His=histidina
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Muitos estudos avaliam os teores de aminoacidos e a relagao D/L
encontrados proximos a fontes hidrotermais, na tentativa de explicar a origem destes
aminoacidos, seja se foram formados via abiogénese ou via biogénese (Ingmanson
e Dowler 1980, Yanagawa e Kobayashi, 1992; Hennet et al., 1992; Marshall, 1994;
Islam et al., 2001). Horiuchi et al., (2004) em seu trabalho, encontraram uma baixa
taxa entre D/L aminoacidos formados em fontes hidrotermais. Enquanto, se estes
aminoacidos fossem formados abioticamente, essa razdo deveria ser igual a 1.
Portanto, concluiu com os resultados que os aminoacidos presentes em fontes
hidrotermais nao sdo de origem abidtica, mas sim de origem biolégica e que préximo
a esses sistemas podem entdo ser encontradas comunidades microbiéticas ativas.
Hoje, possivelmente devido a evolugédo do sistema biologico e as condi¢des atuais,
seria impossivel a obtencdo abidtica de aminoacidos em um sistema natural. Ainda
que nas condi¢des atuais a formagao de aminoacidos abioticamente origine maiores
teores de L-aminoacidos, nao se justifica a producdo de D-aminoacidos, uma vez
que nao fazem parte da maioria das rea¢gées nos organismos Vivos.

Quanto a questdo da formagéo de peptideos, segundo Zaia e Zaia,
(2006) nao existe duvida de que os minerais podem pré-concentrar aminoacidos,
assim como catalisar sua reagdo. A importante pergunta é como esses minerais
contribuiram para a polimerizagdo dos aminoacidos e quais minerais estavam
envolvidos nas reacdes assim como os ambientes envolvidos.

A formacéao de peptideos em agua, em condigdes de temperatura de
25° C, é impossivel, pois ndo é favorecida termodinamicamente. De acordo com
Dick et al., (2006) e Kitadai et al., (2011) a dimerizagdo da glicina, o aminoacido
mais simples, requer um A, G° 28,3 kJ e a constante de equilibrio é 1,1X107,
indicando que se 1 mol L™ de glicina estiver em solugdo apenas formara 1,1X10°
de GlyGly. Extrapolando essa concentragao para o volume de agua em um oceano,
isso seria considerado infinitamente pequeno. Portanto, dessa forma n&o seria
possivel encontrar qualquer peptideo em agua. No entanto, a existéncia de ciclos de
secagem ou molhamento, variacdo de temperatura, variagdo de gradientes de
concentracdo e a presenca de minerais poderiam favorecer tais processos para a

obtengao de moléculas mais complexas (Ferris, 2006).
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CAPITULOII

TECNICAS QUIMICAS, ESPECTROSCOPICAS E MINERALOGICAS PARA
PREPARACAO, QUANTIFICAGAO E CARACTERIZAGAO DOS MATERIAIS

O presente capitulo destina-se a apresentacdo das técnicas

utilizadas para o desenvolvimento dos trabalhos que compde essa tese.

1 AGUA DO MAR ARTIFICIAL

Todo o trabalho de tese foi desenvolvido simulando um ambiente de
quimica prebiotica. Esse ambiente é caracterizado pela presenga de agua do mar. A
agua do mar utilizada nos experimentos € uma solugao artificial com composigéo
semelhante as aguas dos mares e oceanos existentes atualmente segundo (Brown
et al., 2004).

1.2 REAGENTES

Foram usados os seguintes reagentes: cloreto de sddio (Nuclear),
cloreto de magnésio (Nuclear), sulfato de magnésio (Synth), sulfato de calcio
(Nuclear), sulfato de potassio (Nuclear), brometo de potassio (Merck), acido bérico
(Merck), sulfeto de sodio (Merck), cloreto de potassio (Nuclear), acido cloridrico
(Nuclear), hidroxido de sodio (Biotec) e acetato de calcio (Synth). Todos os

reagentes foram de grau analitico.

1.3 PREPARO DA AGUA DO MAR ARTIFICIAL

As seguintes substancias foram pesadas e dissolvidas em 1,0 L de
agua destilada: 28,57 g cloreto de sédio, 3,88 g cloreto de magnésio, 1,787 g sulfato
de magnésio, 1,308 g sulfato de calcio, 0,832 g sulfato de potassio, 0,103 g brometo

de potassio e 0,0282 g acido bdrico.
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2 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA - HPLC

A técnica faz a separagao e quantificacdo de misturas que contém
um grande numero de compostos similares. Na Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), também denominada Cromatografia Liquida de Alto Desempenho
a fase movel é um liquido enquanto a fase estacionaria pode ser um sélido ou um
liquido sorvido, imobilizado ou quimicamente ligado na superficie do suporte solido.
A CLAE (em inglés, High Performance Liquid Chromatography-HPLC) abrange todas
as técnicas de Cromatografia que requerem pressdes elevadas para forgar a
passagem de uma fase movel liquida pelo leito cromatografico da fase estacionaria.

Essa técnica foi aplicada para a quantificacdo dos aminoacidos
usando o método de derivacdo com NDA (2,3-Naftalenodicarboxaldeido) como
descrito por Siri et al. (2006). Os aminoacidos derivados foram injetados e separados
em coluna ODS - C18 (250 mm x 4.6 mm) com fluxo da fase mével de 1,0 mL min™.
Foi utilizado o detector de fluorescéncia com excitacdo/emissdao em 420 e 483 nm

respectivamente.

3 ANALISE DE METAIS - ICP (ESPECTROMETRIA DE EMISSAO ATOMICA POR
PLASMA ACOPLADO INDUTIVAMENTE)

Para as analises dos elementos (Al, Ca, Fe, Mg) foi usado o ICP
Perkin Elmer. As amostras foram acidificadas com 100 uL de HCI (0,10 mol L™) e os

elementos foram analisados.

4 ESPECTROFOTOMETRIA DE UV

A absorbancia foi lida em um espectrofotbmetro, Spectronic
Genesys. As bases nitrogenadas foram determinadas lendo a absorbancia na regiao
UV (260— 265 nm). A seguinte equagéao foi usada para calcular a quantidade de
base adsorvida nas argilas. Cagsorvida/HG=(Ciniciai — Csolugzo), onde  Csolucao=[(Cinicial)
(AbSamostra’ADSinicial)] -
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5 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO

A espectroscopia de infravermelho se baseia no fato de que as
ligacbes quimicas das substancias possuem frequéncias de vibragbes especificas,
as quais correspondem a niveis de energia da molécula. Tais freqliéncias dependem
da forma da superficie, da energia potencial da molécula, da geometria molecular e
das massas dos atomos.

A molécula, ao receber radiagao eletromagnética com exatamente a
mesma energia de uma vibragdo de um grupo que a compde, absorvera a luz desde
que sejam atendidas a determinadas condigdes. Para que uma vibragao aparega no
espectro de infravermelho, a molécula precisa sofrer uma variagdo no seu momento
dipolar durante essa vibracgao.

Os espectros de infravermelho foram obtidos em um FT-IR 8300
Shimadzu com pastilha de KBr, resolugéo espectral de 4 cm™ na faixa de 400 a 4000
cm” apos 95 aquisicdes. Foram tirados os espectros dos minerais puros, dos
aminoacidos puros e dos minerais tratados com solugédo de aminoacidos em agua do
mar. As amostras foram pesadas (10 mg) e misturadas com 200 mg de KBr. A
mistura foi macerada em almofariz e pistilo de agata até a completa
homogeneizagdo e entdo prensada para obter a pastilha. Os espectros foram

analisados pelo programa Origin (5.0, 2001).

6 ESPECTROSCOPIA RAMAN

A espectroscopia Raman é uma técnica baseada na detecgao da luz
espalhada quando uma substancia € irradiada, com essa deteccdo pode-se
determinar a composigao quimica e estrutural do material irradiado. Essa técnica
pode ser considerada pouco sensivel, no entanto, moléculas de interesse na
presenca de superficies metalicas nanoestruturadas apresenta a propriedade de
intensificar o sinal Raman por fatores da ordem de 10°10% vezes. Essa
intensificacdo € chamada de efeito Raman intensificado pela superficie, ou SERS
(“Surface Enhanced Raman Scattering”).

Os espectros Raman foram obtidos para as amostras soélidas

liofilizadas utilizando-se um espectroégrafo micro-Raman Renishaw in-Via com laser
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linha 633 nm e um espectrégrafo micro Raman DeltaNu’s com laser linha 532nm,
ambos em resolucdo de 4 cm™.

Para promover o efeito SERS nas amostras foi utilizado o coloide Ag
borohidreto de sédio.

Coloide de Ag borohidreto: Foi preparada uma solugao de nitrato de
Ag em agua deionizada de 10 mol L, pesando-se 8,4 mg do sal e solubilizando
em 50 mL de agua. Separadamente outra solugéo, de borohidreto de sodio a 2,0 X
10 mol L' também foi preparada em agua deionizada, pesando-se 11,4 mg do sal
e solubilizando em 150 mL de agua. Em seguida as solugbes foram resfriadas a
10°C em banho de gelo. A solugao de borohidreto foi mantida em banho de gelo sob
agitacdo e a solugao de nitrato de prata foi adicionada gota-gota sobre o borohidreto
(tempo estimado de reacdo, 30 minutos). A solugdo final foi guardada sob

refrigeragao e protegida da luz sob o tempo maximo de estocagem de uma semana.

7 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELETRONICA
(RPE)

Ressonancia Paramagnética Eletrénica (RPE) € uma espectroscopia
de alta resolucdo, que consiste na absorgdo da energia de microonda pelo spin do
elétron na presenga de um campo magnético. Em materiais paramagnéticos, os
atomos possuem momentos de dipolo magnéticos permanentes associados ao spin
e ao movimento orbital dos elétrons. O que caracteriza o paramagnetismo é a
tendéncia destes momentos magnéticos se alinharem a um campo magnético
aplicado. Em atomos de subcamadas cheias, os momentos de dipolo magnéticos
orbitais se cancelam aos pares. Somente as subcamadas parcialmente cheias
podem ter elétrons ndo emparelhados, de modo que o paramagnetismo s6 deve ser
observado em materiais cujos atomos possuam subcamadas parcialmente cheias.

As analises de RPE foram realizadas em espectrémetro JEOL (JES-
PE-3X), operando em banda-X (9 GHz). O equipamento utilizado consiste
basicamente de uma fonte de microonda (Klystron), um eletroima, uma cavidade
ressonante onde sao introduzidas as amostras, e um sistema de aquisicdo de dados.
As condicdes de analise foram a temperatura ambiente (T = 25°C ), varredura de 0 a

5130 e modulacao de 20 Gauss.
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Para a calibragdo do campo magnético para determinar com maior
precisao os fatores espectroscopicos (valores de g), foram utilizados dois padroes
nao associados com as amostras: o DPPH (2,2-difenil-1- picril-hidrazil), um radical
livre com g=2,0036 e o MgO:Mn2+, pois estes apresentam linhas de RPE bem
definidas em campo magnético distinto dos espectros em estudo. A Figura 1 mostra
as linhas de absor¢do do MgO:Mn2+ com o valor de g do quarto pico de absorgao e
a distancia AH entre a 3% e a 42 linhas do espectro. Sendo a condicido de
ressonancia dada pela equagédo hv = gBH, a relacdo entre as absor¢des em um
mesmo espectro é g1H1 = g2H2, pois a frequéncia de microonda incidente nas duas

amostras, padrdo de manganés e amostra, € a mesma.

Figura 1 - Linhas de absor¢do do MgO:Mn2+ com o valor de g do quarto pico de
absorgao e a distancia AH entre a 3% e a 42 linhas do espectro.
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8 ESPECTROSCOPIA MOSSBAUER

A espectroscopia Mdssbauer foi realizada em geometria de
transmissao, usando um espectrdmetro convencional, operando em modo de
aceleragdo constante. Foi usada uma fonte de °’Co(Rh) para gerar os raios y, com
uma atividade nominal inicial de 50 mCi. Os espectros Mdssbauer foram ajustados
por uma rotina numérica que aplica o critério dos minimos quadrados, com formas
de linha Lorenzianas. Todos os deslocamentos isoméricos foram medidos em

relacéo ao a- Fe.
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9 DIFRATOMETRIA DE RAIOS X

Os difratogramas de Raios-X foram obtidos em um XRD-6000
Shimadzu, utilizando-se radiagdo CuKa e filtro de niquel e CoKa e filtro de ferro
operando a 30mA e 40kV. Os parametros de varredura foram fixados em 0,02°26 por
0,6s. As amplitudes foram de 2 a 30°20 e de 5 a 65°20 para as diferentes amostras
estudadas. As amostras foram analisadas em laminas néo orientadas, na forma de
pé e também em laminas orientadas dependendo do tipo de material. Os
Difratogramas de raios-X foram analisados pelo software Grams/386 v 4.0 (Galactic
Ind. Corp.)

10 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As imagens foram obtidas em um microscopio Philips modelo
Quanta 200 (FEI), no Laboratério de microscopia eletronica e microanalise da UEL,
equipado com Raios X modelo INCA 200 a 30 keV. As amostras foram fixadas

usando fita de carbono e revestidas com uma camada de ouro.

11 MEDIDAS DE PH

Para as medidas de pH foi utilizado um potencidmetro CQA-pH
2000.
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CAPITULO I
ADSORGAO DE AMINOACIDOS (Ala, Cys, His, Met) EM ZEOLITAS: UMA
INVESTIGAGAO USANDO METODOS ESPECTROSCOPICOS DE
INFRAVERMELHO E RAMAN

1 RESUMO

Minerais adsorvem mais aminoacidos com grupo R carregados do que com grupos
nao carregados. Entdo os peptideos que se formam da condensacido de
aminoacidos na superficie de minerais deveriam ser compostos de residuos de
aminoacidos que sao carregados. Entretanto, a maioria dos aminoacidos (74%) que
compde as proteinas de hoje tem grupos n&o carregados. Para resolver este
paradoxo, uma alternativa seria a utilizagcdo de minerais organofilicos, tais como
zeolitas que possuem carater hidrofobico. Esse trabalho teve o objetivo de estudar
as interagcdes entre as zeodlitas e os aminoacidos histidina, alanina, cisteina e
metionina em agua do mar, uma condi¢gao de quimica prebiotica. No intervalo de pH
(pH 2,66-4,50) utilizado nesse experimento, o grupo R da histidina (His) esta
carregado positivamente e da alanina (Ala), cisteina (Cys), e metionina (Met) estédo
neutros. Em ambientes hidrotermais acidos, o pH, poderia ainda, ser menor do que o
utilizado nesse estudo. As zedlitas sdo carregadas negativamente e para a faixa de
pH estudada a carga de todos os aminoacidos foi positiva. O resultado mais
importante encontrado nesse estudo é que a concentracdo relativa de cada
aminoacido (X = His, Met, Cys) em relagdo a alanina (X/Ala) foi de 1. Esse € um
importante resultado para a quimica prebidtica, porque isso poderia ser uma solucao
para o paradoxo referido anteriormente. Os tamanhos dos poros das zedlitas nao
afetaram a adsorgédo da Cys e Met e a taxa de Si/Al ndo afetou a adsorc¢ao de Cys,
His, e Met. A zedlita ZSM-5 poderia ser usada para a purificagcdo de Cys da mistura
de outros aminoacidos e a Mordenita poderia ser usada para a separacdo um do
outro. Como mostrado no espectro de infravermelho, a Ala interage com as zedlitas
através do grupo NH3", ja a interagdo da metionina envolve os grupos COO’, NH3" e
CHjs. O espectro de infravermelho mostrou que a interagao entre as zedlitas e His foi
fraca. A Cys mostrou maior capacidade de adsor¢do em todas as zedlitas, no
entanto a interacdo de van der Waals entre zedlitas e Cys é muito fraca para
produzir mudangas estruturais nos grupos da Cys (amino, carboxilico, sulfidril, etc.),
e por isso o0 espectro Raman foram os mesmos da Cys sélida.

Palavras-chave: Zedlitas. Aminoacidos. Adsorcdo. Cadeias laterais, Quimica
Prebiodtica
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2 ABSTRACT

Minerals adsorb more amino acids with charged R-groups than amino acids with
uncharged R-groups. Thus, the peptides that form from the condensation of amino
acids on the surface of minerals should be composed of amino acid residues that are
more charged than uncharged. However, most of the amino acids (74%) in today’s
proteins have an uncharged R-group. One mechanism with which to solve this
paradox is the use of organophilic minerals such as zeolites. Over the range of pH
(pH 2.66—4.50) used in these experiments, the R-group of histidine (His) is positively
charged e neutral for alanine (Ala), cysteine (Cys), e methionine (Met). In acidic
hydrothermal environments, the pH could be even lower than those used in this
study. For the pH range studied, the zeolites were negatively charged, e the overall
charge of all amino acids was positive. The conditions used here approximate those
of prebiotic Earth. The most important finding of this work is that the relative
concentrations of each amino acid (X = His, Met, Cys) to alanine (X/Ala) are close to
1.00. This is an important result with regard to prebiotic chemistry because it could be
a solution for the paradox stated above. Pore size did not affect the adsorption of Cys
e Met on zeolites, e the Si/Al ratio did not affect the adsorption of Cys, His, e Met.
ZSM-5 could be used for the purification of Cys from other amino acids (Student-
Newman-Keuls test, p < 0.05), e Mordenita could be used for separation of amino
acids from each other (Student-Newman-Keuls test, p < 0.05). As shown by Fourier
transform infrared (FT-IR) spectra, Ala interacts with zeolites through the NH3" group,
e methionine-zeolite interactions involve the COO, NH;", e CH; groups. FT-IR
spectra show that the interaction between the zeolites e His is weak. Cys showed
higher adsorption on all zeolites; however, the hydrophobic van der Waals interaction
between zeolites e Cys is too weak to produce any structural changes in the Cys
groups (amine, carboxylic, sulfhydryl, etc.); thus, the FT-IR e Raman spectra are the
same as those of solid Cys.

Key Words: Zeolites. Amino acids. Adsorption. Side chains. Prebiotic chemistry
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3 INTRODUGAO

Como proposto por Bernal (1951), a adsor¢do de aminoacidos em
minerais seria um importante processo para a pré-concentragao dessas moléculas
na terra primitiva, muitos trabalhos demonstram essa capacidade (Lahav e Chang,
1976; Lahav, 1994; Zaia, 2004; Hazen, 2006; Lambert, 2008).

A primeira zedlita foi descoberta na Suécia por Cronstedt Baron em
1756 (Braga e Morgon, 2007). Zedlitas sdo minerais aluminossilicatos porosos, com
arranjos de gaiolas e canais e sao sintetizados em ambientes hidrotermais assim
como em outros ambientes (rochas sedimentares, igneas) Coombs et al., 1959;
Shock, 1992; Smith 1998; Mumpton, 1999). A extracdo de zedlitas naturais no
mundo é aproximadamente 2,5-3,0 milhdes de toneladas por ano e os grandes
produtores sao China, Coréia, Japado, EUA, Cuba, Hungria, Turquia, Eslovaquia,
Nova Zelandia, Bulgaria, Africa do Sul, Australia, Geérgia, Canada, Grécia e Italia
(Virta, 2008). Assim, as zedlitas estdo amplamente distribuidas ao redor do mundo.
As zedlitas poderiam ter desempenhado um importante papel na origem da vida na
terra concentrando biomoléculas e formando biopolimeros e células primitivas
(Smith, 1998; Parsons et al.,1998). Também deveria ser levado em consideragdo
que (Compact Reconnaissance Imaging Spectrometer) para Mars-CRISM detectou
zeodlita em Marte, assim como outros minerais que poderiam somente ter sido
sintetizado em Marte se tivesse ocorrido processo de intemperismo em sua historia
geoldgica (Bishop et al., 2008; Ehimann et al., 2008; Spray et al., 2010). E bem
conhecido que zedlitas sdo, em geral, materiais organofilicos, entdo esses minerais
poderiam ser usados para concentrar aminoacidos hidrofébicos. Tem também sido
sugerido que relativamente alto teor de silica em zedlitas desempenhou um
importante papel na evolugdo bioquimica que ocorreu durante a histéria da Terra
com a incorporagdo de aminoacidos em uma proteina primitiva (Lethbridge et al.,
2005). As zedlitas deveriam estar presentes durante a era Archaean, ou quando
apareceram as primeiras formas de vida (Nisbet e Sleep, 2001).

A adsorgdo de aminoacidos em minerais foi revisada por varios
autores (Lahav e Chang, 1976; Zaia, 2004; Hazen, 2006; Benetoli et al., 2007;
Lambert, 2008). Muitas dessas revisdes mostram que aminoacidos com grupos
carregados positivamente ou negativamente adsorvem mais eficientemente em

minerais do que aminoacidos ndo carregados. Entretanto, um estudo publicado por
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Klapper (1977) os aminoacidos de aproximadamente 200 proteinas mostraram a
seguinte composigao: 40,1% de aminoacidos com grupo R alifatico ndo polar; 8,1%
com grupos R aromaticos; 25,9% com grupos R n&o carregados; 11,7% com grupos
carregados negativamente e 13,8% com grupos carregados positivamente. Como
descrito acima a concentracdo de aminoacidos em minerais deveria produzir
peptideos cuja composicdo seria principalmente aminoacidos com grupos R
carregados. Assim, de acordo com Zaia (2004), deveriam ser estudados
mecanismos que pudessem explicar peptideos com alta quantidade de grupos nao
carregados em suas composigoes.

No presente trabalho, foi estudada a adsor¢ao dos aminoacidos (Ala,
Cys, His, Met) na zedlitas (Beta-50, Beta-720, Zeolite Y, ZSM-5, Mordenita). As
zeolitas ZMS-5 e Beta foram escolhidas porque sdo analogas as naturais como a
mutinaita (Galli et al.,, 1997) e a tschernichita (Lethbridge et al., 2005),
respectivamente. A Mordenita é a zedlita natural mais abundante e encontrada na
Islandia, india, Italia e Estados Unidos (Tschernich, 1992). A zedlita Y é um mineral
sintético amplamente usado para o cragueamento de petroleo, € um analogo
sintético da zedlita natural faujasita (Hatay e Oo, 2008). Varios autores estudaram a
adsorcao de aminoacidos em zedlitas (Smith, 1998; Munsch et al., 2001; Titus et al.,
2003; Krohn e Tsapatsis, 2005 e 2006; Braga e Morgon, 2007; Lambert, 2008).
Entretanto, muitos estudos focam somente o uso de zedlitas para separacdo de
aminoacidos. Nosso principal objetivo foi estudar a adsor¢cdo de aminoacidos em
zeolitas sobre condi¢gdes simulando o ambiente da Terra prebiotica. A quantidade de
aminoacidos adsorvidos sobre as zedlitas foi medida e a interagdo aminoacidos
zeolitas foi estudada usando espectroscopia de infravermelho e Raman. Os
aminoacidos foram dissolvidos em agua do mar artificial, o pH foi ajustado para 3,
simulando ambientes hidrotermais e de lagos da terra primitiva em condi¢des acidas.
Lagos acidos sdo usados como modelos de lagos para estudos em Marte (Mormile
et al., 2009). Devemos destacar que ambientes hidrotermais sdo comuns hoje e foi
provavelmente mais comum na Terra prebidtica (Massoth et al., 1989; Shock, 1992;
Martin et al., 2008). A agua do mar usada nesse experimento contém os principais
elementos (Ca**, Mg®*, K*, Na*, CI" e SO4%). Como revisado por Zaia et al. (2008)
todos os aminoacidos usados nesse trabalho poderiam ser encontrados na Terra

prebidtica.
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4 OBJETIVO GERAL

Estudar o comportamento dos aminoacidos (Ala, Cys, His, Met) na
presenga das seguintes zedlitas (Beta-50, Beta-720, Zedlita Y, ZSM-5, Mordenita)

simulando um ambiente prebidtico.

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Quantificar a adsor¢ao dos aminoacidos (Ala, Cys, His, Met) nas
zedlitas (Beta-50, Beta-720, Zedlita Y, ZSM-5, Mordenita)

Estudar a interacdo aminoacidos com zedlitas utilizando as
espectroscopias de infravermelho e Raman.

Relacionar a quantidade de aminoacidos adsorvidos com a

ocorréncia dos mesmos nos seres Vivos.

5 MATERIAL E METODOS

5.1 ZEOLITAS

A zedlita 4A foi cedida pelas Industrias Quimicas del Ebro (Zaragoza,
Spain), a ZSM-5, a Y e os dois tipos de zedlita Beta foram adquiridas da Zeolyst
International (Valley Forge, PA, USA). A Mordenita foi obtida Tosoh Corporation
(Tokyo, Japan). Veja tabela 1, propriedades das zedlitas e figuras 1 e 2 estruturas e

microscopia eletrénica de varredura.

Tabela 1- Propriedades das zedlitas

Zeolita Taxa Si/Al Aget (M?/g) Tamanho de particula (um)
Beta-720 720 48149 0,72+0,23

Beta-50 50 - -
Zedlita Y 60 700+20 0,92+0,16

ZSM-5 25 36717 0,70+0,30

Mordenita 5.1 486+12 1,34+0,41
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Figura 1 - Zedlita beta, plano [100] (A); zedlita Y, plano[111]; mordenita, plano [001]
(C) e ZSM-5, plano [010]. As estruturas sao da Associagao Internacional
de Bases de Dados de Zedlita (Baerlocher e McCusker).

Figura 2 - Microscopia Eletrénica de Varredura das zedlitas puras: zedlita Beta
(Beta-720) (A); zedlita Y (B); mordenita (C) e ZSM-5 (D).

5.2 AMINOACIDOS

Todos os aminoacidos foram adquiridos da Synth ou Nuclear de grau

P.A. As abreviagdes foram dadas de acordo com as recomendagdes da IUPAC-IUB
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(Commission on Biochemical Nomenclature): Ala, alanina; Met, metionina; Cys,

cisteina e His, histidina, Figura 3.

Figura 3 - Estrutura molecular dos aminoacidos estudados

Cys Hc:f Ala HO
AN on HC oH
“SsH NH;
His CT Met 0
N s
¢ J/\(L\ OH HiC ™ %/LLOH
N HaN HoN
H

5.3 AGUA DO MAR ARTIFICIAL

A agua do mar foi preparada como descrito no capitulo I.
5.4 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Os aminoacidos (Ala, Cys, His, Met) foram dissolvidos em agua do
mar artificial na concentracdo de 60 pg mL" e em uma solugdo saturada. Cada
zeolita, 25 mg, foi colocada em tubos de ependorf (1,5 mL) contendo: (a) 1,0 mL de
agua do mar artificial, (b) 1,0 mL de agua do mar artificial com 60 pyg mL" de
aminoacido (Ala, Cys, His, Met) ou (c) agua do mar artificial saturada com
aminoacido (Ala, Cys, His, Met). O pH foi ajustado para 3 com a adigdo de HCI 1,0
mol L™. Os tubos foram agitados por 24 horas e em seguida centrifugados durante
15 minutos a 2.000 rpm. O sobrenadante foi usado para a analise cromatografica
dos aminoacidos e o sodlido foi seco a 40°C durante 24 horas e analisados por

espectroscopia de infravermelho e Raman. As técnicas estao descritas no capitulo I.

5.5 Analise Estatistica

Comparacéao entre médias foram avaliadas usando teste: ANOVA e

Student- Newman-Keuls (Teste SNK) ao nivel de significancia de p<0,05.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Como revisado por Holm e Eersson (2005) e Holm et al. (2006) o pH
em ambientes hidrotermais sdo até mais acidos do que os usados nesse trabalho.
Para todos os valores de pHs medidos nesse trabalho as zedlitas estdo carregadas
negativamente (Lambert, 2008). Baseado no Pl (Ponto Isoelétrico) de literatura dos
aminoacidos (Tabela 2), a carga global de todos os aminoacidos foi positiva (Tabela
3) quando medido os pHs das amostras. Portanto, € esperada uma interagao
eletrostatica entre as zedlitas e os aminoacidos estudados. A Tabela 2 e 3 mostram
as propriedades dos aminoacidos, o pH das amostras depois da agitagcao e a carga
dos aminoacidos respectivamente. Para todas as zedlitas, os aminoacidos foram

adsorvidos em uma faixa de pH de 2,66 até 4,50 (Tabela 3).

Tabela 2 - Propriedades dos aminoacidos*

Aminoacidos Cys Ala His Met
Peso Molecular (g) 121 89 155 149
pK; (-COOH) 1,96 2,34 1,82 2,28
pKz (-NH3") 8,18 9,69 9,17 9,21
pKgr (R group) 10,28 - 6,00 -
pl 5,07 6,01 7,59 5,74
indice de Hidropaticidade 2,5 1,8 -3,2 1,9

pl-ponto isoelétrico
Fonte:Lehninger et al. (1993)
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Tabela 3 - pH das amostras depois de 24 horas de agitacao

Cys Ala His Met
Zeolitas
pH
3,40+0,04 3,69+0,04 4,16+0,02 3,68+0,03
Beta-720
4,23+0,15 4,20+0,02 4 50+0,02 4.46+0,07
Beta-50
3,47+0,04 3,54+0,03 3,59+0,02 3,56+0,02
ZeodlitaY
3,47+0,07 3,58+0,01 3,62+0,03 3,59+0,01
ZSM-5
2,66+0,02 2,76+0,02 2,80+0,06 2,71+0,15
Mordenita

Os resultados sao apresentados como médias + erro padrdo, N=4. Baseado nos valores de
pH e pl (Tabela 2), a carga dos aminoacidos foi positiva para as amostras. aa= aminoacido.
Os aminoacidos (60 pg mL™) foram dissolvidos em agua do mar artificial como descrito no
“Material e métodos”.

A Tabela 4 mostra a adsor¢gao dos aminoacidos (Cys, Ala, His, Met)
sobre as zeolitas em agua do mar artificial. A quantidade de Cys adsorvida nas
zeolitas ndo foram estatisticamente diferentes entre si (Teste SNK, p>0,05), entdo a
adsorcdo nao foi influenciada pelo tamanho de poro ou taxa de Si/Al nas zedlitas
(Tabela 4) uma vez que as zedlitas utilizadas tinham caracteristicas diferentes . A
Ala mostrou baixa adsorcéo na zedlita ZSM-5 quando comparada com a Beta-720, a
Y e a Beta-50 (Teste SNK, p<0,05) (Tabela 4). Uma grande quantidade de Met e His
foi adsorvida na Mordenita e ZSM-5, respectivamente (Teste SNK, p<0,05) (Tabela

4). A ZSM-5 tem pequeno tamanho de poro, mas teve grande adsorcao de His.
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Tabela 4 - Quantidade de aminoacidos em nmol adsorvido em 25 mg de zedlita

Tamanho
Zeodlita de poro Si/Al Cys Ala His Met
[nm]

Beta- 0,64 x 720  431,7+11,1 401,3+29,5 293,8+16,5 326,3+18,6
720 0,76 A (6) b,C (4) b,B,D (6) b,d,B,D (6)
Zeodlita 0,74 60  468,2+3,9 438,3+52,2  248,1+6,8 197,2+57,3
Y A (6) b,C (4) b,B,D (6) a,B,D (6)
Beta- 0,64 x 50 440,4+17,2  461,4+81,9 291,9+13,0 225,248,8
50 0,76 A (6) b.C (4) bBD (6) °BD (4)
ZSM-5 0,55 25 447,0+10,3  190,3+34,9 346,1+12,9 381,345,9

A (6) a,B,C (6) a,B,D (6) b,d,B,D (6)
Morde 0,65 x 5,1 436,0+3,4 306,2+7,1  252,6+11,7 386,1+1,7
nita 0’7 A (4) B,D,F (4) b,B,D,E (6) b,d,B,C (6)

Os resultados sao apresentados como médias + erro padrdao. O nimero de experimentos esta em
parénteses. Os aminoacidos (60 ug mL™) foram dissolvidos em &gua do mar, isso equivale a
(495,9 nmol mL™, 674,2 nmol mL™", 387,1 nmol mL™ e 402,7 nmol mL™" para Cys, Ala, His e Met
respectivamente) Colunas: SNK (p<0,05) para a Cys ANOVA (F=1,68, P=0,192); para a Ala
ANOVA (F=6,64, p=0,002) SNK a/b; para a His ANOVA (F=9,89, P=0,000) SNK a/b; para a Met
ANOVA (F=8,91, P=0,000) SNK a/b e c/d, Linhas: SNK (p<0,05) para a Beta-720 ANOVA
(F=12,99, P=0,000) SNK A/B e C/D; para a Zedlita Y ANOVA (F=13,87, P=0,000) SNK A/B e C/D;
para a Beta-50 ANOVA (F=10,08, P=0,000) SNK A/B e C/D; para a ZSM-5 ANOVA (F=31,12,

P=0,000) SNK A/B e C/D; para a mordenita ANOVA (F=108,1, P=0,000) SNK A/B, C/D e E/F.

A Ala foi mais adsorvida pelas zedlitas com alta taxa Si/Al. Deve ser
ressaltado que a taxa Si/Al caracteriza a hidrofilicidade/hidrofobicidade desses
minerais (Payara e Dutta, 2003). Titus et al. (2003) n&o observaram a adsor¢ao de
Ala em zedlita NaZSM-5. De acordo com os autores, isso foi devido a zedlita ser
hidrofébica e a Ala hidrofilica. Os resultados para a adsor¢ao da Ala nas zedlitas ndo
estdo de acordo com Titus et al. (2003) (Tabela 4). Ao contrario os dados revelam
que quanto mais hidrofébica a zedlita maior € a adsorcido. A condicdo experimental
foi de simular um ambiente prebidtico, essa condicao foi a presenga de agua do mar
artificial com composigcédo salina de uma agua do mar atual. Portanto a presenca
dos sais da agua do mar pode alterar a relagéo entre a adsor¢gdo dos aminoacidos e

a taxa Si/Al. Deve ser salientado que a ZSM-5 tem o maior tamanho de poro em
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relacdo as demais zedlitas utilizadas no estudo (Tabela 4). Os dados indicam que o
tamanho de poro ndo afetou a adsorgcéo da Cys e Met nas zedlitas (Tabela 4). A
taxa Si/Al também ndo afeta a adsor¢cdo de Cys, His e Met nas zedlitas (Tabela 4).
Esses resultados séo diferentes daqueles obtidos por outros autores (Munsch et al.,
2001; Krohn e Tsapatsis, 2005, 2006; Wijntje et al., 2007). Os ions Na*, Ca* e Mg**
sdao conhecidos por poderem afetar a adsorcdo de biomoléculas (ATP, acidos
nucléicos, aminoacidos) em minerais (pirita, montmorillonita, caulinita, silica) (Tessis
et al. 1999; Franchi et al. 2003; Gao et al., 2008). A agua do mar utilizada em nossos
experimentos tem uma consideravel concentracdo desses ions quando comparada
com as solugdes que foram utilizadas por outros autores. Essa composi¢cao salina
explica porque foram obtidos diferentes resultados.

A baixa adsor¢cdo da His na zedlitas Beta-720 e 50, Zedlita Y e
Mordenita, (Teste SNK p<0,05) foi um importante resultado para a quimica
prebidtica, pois como salientado por Zaia et al. (2002), Zaia (2004) e Benetoli et al.
(2007) minerais em geral adsorvem mais aminoacidos com grupo R carregados do
que nao carregados. Na faixa de pH do experimento (pH2,66-4,50), o grupo R da
His estd positivamente carregado, o que deveria proporcionar uma elevada
adsorgdo. Entretanto, a maioria dos aminoacidos (74%) em proteinas consiste de
aminoacidos com grupos R nao carregados (Klapper, 1977; Jordan et al., 2005).
Deve ser também salientado que a adsorgéo relativa da Cys na zedlita Beta-720,
Beta-50 e a Y nao foi estatisticamente diferente (Teste SNK, p>0.05) da adsorgéo da
Ala nestas zedlitas. Nesse caso os grupos R para a Ala, Cys e Met estao neutros.
Esse é também um importante resultado desde que em geral a Cys € adsorvida em
uma grande quantidade em minerais (Lahav e Chang, 1976; Zaia, 2004; Benetoli et
al.,, 2007). Entdo as zedlitas tiveram um importante papel na adsor¢do dos
aminoacidos na Terra prebidtica, pois podem ser notadas diferengas na preferéncia
de adsorgao entre os aminoacidos do experimento.

Duas forcas tiveram um papel importante na adsorcdo de
aminoacidos (Cys, Ala, His, Met) na Mordenita: (i) a carga oposta entre 0 aminoacido
(+) e a zedlita (-), e (ii) as interagdes hidrofobicas entre aminoacidos e a zedlita
(Munsch et al., 2001; Titus et al., 2003).

A Tabela 5 mostra a concentragdo relativa de aminoacidos
(Ala=1,00) (Ala, Cys, His Met) nas zedlitas. A mais elevada e a menor concentragao
relativa foram obtidas para a Cys e Met com a ZSM-5 (2,349) e a zedlita Y (0,451),
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respectivamente. No geral, a concentragao relativa na Tabela 5 esta em 1,00. A
analise estatistica mostrou que para as zeodlitas Beta-720, Y e Beta-50 a adsorgao
relativa de His e Met foi menor que 1,00 (Teste SNK, p<0,05). Para a ZSM-5 a
adsorc¢ao relativa de Cys, His e Met foram sempre maiores do que 1,00 (Teste SNK,
p<0,05) e para a His menor do que 1,00 (Teste SNK, p<0,05). A His adsorve menos
em zedlitas do que outros aminoacidos estudados (Tabela 4 e 5). O grupo R da His
esta positivamente carregado, seu pKgr € 6,00 (Tabela 2) e o pH do experimento
ficou na faixa de 2,80 a 4,50 (Tabela 3), assim valores de pH abaixo do valor de pKg

proporcionam cargas positivas em superficie.

Tabela 5 - Concentragéo relativa (Ala = 1,00) de aminoacidos (Ala, Cys, His, Met)
adsorvidos nas zedlitas

Tamanho Si
i
Zeolita  de poro | Cys Ala His Met
[nm]
Beta- 0,64 x 290 1,076£0,028 1,000+0,074 0,73310,04 0,813+0,046
720 0,76 2(6) °(4) o (5) bd (B)
0,74 1,068+0,009 1,000+0,119 0,567+0,01 0,451+0,136
Zedlita'Y 60 s . bd bd
(6) (4) 7 (6) ~(6)
0,64 x 0,954+0,037 1,0004£0,178 0,633+0,02 0,48810,019
Beta-50 50 bd bd
0,76 °(6) °(4) 7(6) " (4)
0,55 2,349+0,054 1,000+0,183 1,821+0,06 2,003+0,031
ZSM-5 25 b bd bd
°(6) “(6) 7 (6) ~(6)
Mordenit 0,65 x 0,7 ] 1,424+0,009 1,000+0,023 0,826+0,03 1,261+0,005
a ’ a (4) b,C (4) b,d,e (6) b,d,f (6)

Os resultados sédo apresentados como médias + erro padrdo. O numero de experimentos esta
em parénteses. Linhas: SNK (p<0,05) para a Beta-720 ANOVA (F=12,95, P=0,000) SNK a/b e
c/d; para a Zedlita Y ANOVA (F=13,01, P=0,000) SNK a/b e c/d; para a Beta-50 ANOVA
(F=10,04, P=0,000) SNK a/b e c/d; para a ZSM-5 ANOVA (F=31,21, P=0,000) SNK a/b e c/d;
para a mordenita ANOVA (F=110,4, P=0,000) SNK a/b, c/d e e/f.

O efeito do pH na adsor¢ao dos aminoacidos (com € sem o grupo R
carregado) nas zeodlitas foi estudado por varios autores (Munsch et al., 2001; Krohn e
Tsapatsis, 2005, 2006). Em geral eles observaram que os aminoacidos com grupos
R n&o carregados ou negativamente carregados foram mais adsorvidos em zedlitas

em pH acido do que em pH basico e uma tendéncia oposta foi observada para
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aminoacidos com grupos R carregados positivamente. Esse fato é explicado quando
se observa a solubilizagdo de zedlitas em pH acido. Algumas zedlitas sao facilmente
solubilizadas em meio acido, principalmente as que possuem em sua composi¢ao
maior teor de aluminio. A solubilizagdo proporciona uma superficie carregada
positivamente nos grupos aluminois que estdo saindo das estruturas das zedlitas e
esses sao entdo capazes de adsorver moléculas carregadas negativamente. No
entanto quando o pH do meio esta se tornando basico existe uma solubilizagdo dos
grupos silandis e nesse ambiente a carga gerada na superficie desse grupo é
negativa, o que faz com que se adsorva grupos carregado positivamente.

Embora o principal objetivo desse trabalho seja estudar a adsorgao
de aminoacidos em zeodlitas sobre condigbes semelhantes aquelas encontradas na
Terra prebidtica, ndo se pode excluir a possibilidade de usar essas zedlitas para a
purificacdo de aminoacidos. A ZSM-5 poderia ser utilizada na purificagao da Cys de
outros aminoacidos (Ala, His, Met) (Teste SNK, p<0,05) (Tabela 4). A grande
adsor¢gdao da Cys na zeolita ZSM-5 poderia ser por causa do alto indice de
hidropaticidade (Tabela 2), assim interagdes hidrofébicas poderia ter sido o principal
fator. Também deve ser considerado que em geral His mostrou baixa adsorgédo em
zedlitas Quando comparada a outros aminodacidos (Tabela 4) e que ela tem o menor
indice de hidropaticidade (Tabela 2). A Mordenita mostrou a seguinte ordem de
adsorcao Cys > Met > Ala > His, (Teste SNK, p<0,05) (Tabela 4). As outras zedlitas
nao poderiam ser usadas para a separagao de aminoacidos porque elas nao
mostraram uma preferéncia por qualquer aminoacido utilizado no estudo (Tabela 4).

Um estudo sistematico de espectroscopia de infravermelho e Raman
foram feitos para melhor entender as interagdes entre zedlitas e aminoacidos. A
Figura 4(a) mostra o espectro de infravermelho das zedlitas, Ala sdlida e Ala
adsorvida em zedlitas. O espectro da Ala sélida mostra bandas em 1305, 1362,
1412, 1455, e 1518 cm™, atribuidas a deformacéo do grupo CH e deformacédo de
NH3;, a deformagao simétrica do CH3 e ao estiramento COO ", a deformacédo do CHj;
e ao estiramento simétrico do COO", a deformacdo assimétrica do CH; e a
deformacdo simétrica do NH;*, e a deformagdo assimétrica do NH;',
respectivamente (Rosado et al., 1997; Cao e Fischer, 1999; Stewart e Fredericks,
1999; Meng et al., 2004; Wolpert e Hellwig, 2006). Quando a Ala foi adsorvida na
zedlita Beta-720 a banda 1362 cm™ desapareceu, e duas novas bandas foram

observadas em 1347 e 1375 cm™ e a banda em 1305 cm™ deslocou para 1300 cm™.
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Quando ocorre o desaparecimento de uma banda isso significa que a interagdo que
esta ocorrendo entre os determinados grupos de interesse € de uma intensa
grandeza, pois essa interagdo esta impedindo a vibragéo caracteristica desse grupo.
Ja para o deslocamento existe uma forte interagcdo entre os grupos, no entanto
essas ainda nao estdo impedindo completamente os modos vibracionais
caracteristicos. Para a Ala adsorvida na Beta-50 a banda 1362 cm™ foi mantida e os
ombros em 1347 e 1374 cm™ foram observados. Em todos os espectros a banda em
1455 cm™ desapareceu. A banda em 1591 cm™ qual é atribuida a deformagdo
assimétrica do NH3" e estiramento assimétrico do COO™ (Cao e Fischer, 1999;
Wolpert e Hellwig, 2006), quase desapareceu para a amostra Ala adsorvida na Beta-
720 e para outras amostras mudangas foram observadas.

O espectro da Ala adsorvida na Beta-720 mostrou que a interacédo da
Ala com esta zedlita foi maior do que a interacao entre Ala e outras zedlitas. As duas
zeolitas (Beta-720, Beta-50) com o maior tamanho de poro (Tabela 4) mostraram as
maiores diferengas em seu espectro de infravermelho (Figura 4a). Os resultados dos
espectros de infravermelho mostraram que a interacao entre Ala e zedlita é através
do grupo NH3". Isso é esperado uma vez que a carga da Ala é positiva e da zedlita
negativa (Tabela 3). Entretanto outros grupos (COO" e CHjz) também estao
envolvidos. Estes dados estdo de acordo com os resultados obtidos por outros
autores, sendo que a interacdo da Ala com bentonita e Ala com coloide de prata,
foram através dos grupos NH;* e COO", respectivamente (Suh e Moskovits, 1986;
Benetoli et al., 2007). A interagéo da Gly com silica também é através do grupo NH3"
(Meng et al., 2004).

A figura 4 (b) mostra os espectros para a zedlitas, His sélida e His
adsorvida em zedlita. Em geral, com uma exce¢ao, a amostra de His adsorvida na
Beta-720, os espectros da His adsorvida na zedlita e o espectro da His sdlida séao
muito similares. Para a amostra da His adsorvida na beta-720, as bandas em 1571 e
1588 cm™' desapareceram. Essas bandas s3o atribuidas a deformagao assimétrica
de COO, estiramento C-C (do anel), estiramento de N-C e estiramento de C-N (do
anel) (Wolpert e Hellwig, 2006). Os espectros da His adsorvida nas zedlitas
mostraram uma fraca interag&o. Essa fraca interagdo entre His e zedlita é devido ao
fato de que zedlitas sao hidrofébicas e His € hidrofilica como mostrado pelo baixo
indice de hidropatia na Tabela 2. A interagdo da His com cobre foi através do grupo

NH (anel imidazol) e COO™ (Martusevicius et al.,, 1996). Com a prata as interagdes
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foram pelos grupos CH2, CH (anel imidazol) e COO". Em outro trabalho, a interagao
da His com a bentonita e caulinita foi pelo grupo NH;* (Benetoli et a., 2007).

A Figura 4(c) mostra os espectros para as zeolitas, Met solida e Met
adsorvida nas zedlitas. O espectro da Met sdlida mostra bandas em 1318, 1351,
1410, 1448, 1510, 1584 e 1613 cm™ as quais sdo atribuidas a CH, ‘wagging’,
deformacdo de CH e deformacédo simétrica do CHj, estiramento simétrico COO",
deformacéo assimétrica do CHs, deformacéo assimétrica do NHs;* deformacéo NH,
e deformacgéo do NH3" e estiramento assimétrico COO", respectivamente (Stewart e
Fredericks, 1999; Wolpert e Hellwig, 2006). Para as amostras de Met adsorvida nas
zeolitas, novas bandas foram observadas em 1338 e na regido de 1730 cm™' assim
como o deslocamento de varias bandas.

O espectro da Met adsorvida nas zedlitas mostrou varias diferencas,
quando comparado ao espectro da Met soélida ou do espectro das zedlitas puras. Em
geral os espectros da Met adsorvida nas zedlitas revelaram que as interagdes foram
pelos grupos COO’, NH3" e CHs. No entanto, ndo foi possivel correlacionar essas
mudancas com o tamanho de poros ou a taxa Si/Al ou até a quantidade de Met
adsorvida (Tabela 4). A interacdo da Met com bentonita e caulinita foi através do
amino grupo (Benetoli et al., 2007).

A figura 4(d) mostra os espectros de infravermelho das zedlitas, Cys
sélida e Cys adsorvida em zedlitas. O espectro da Cys sélida mostra bandas em
1347, 1400, 1430, 1521/1572/1623/1645, 1744 e 563 cm™ as quais sdo atribuidas
deformacgado do CH, estiramento simétrico COO", deformacédo do CH,, deformacéao
assimétrica e ‘rocking’ do NH3;" e estiramento assimétrico do COO", estiramento do
C=0 e estiramento do S-H, respectivamente (Brigatti et al., 1999; Stewart e
Fredericks, 1999; Pawlukoj¢ et al., 2005; Aryal et al., 2006; Wolpert e Hellwig, 2006).
Para a Cys adsorvida na Beta-50, a banda em 1744 cm™ do espectro da Cys sdlida
atribuida ao estiramento do C=0, foi observada em 1736/1754 cm™. O espectro para
todas as outras amostras e o espectro da Cys sélida sdo os mesmos.

Na adsorgcédo da Cys nas zedlitas, foi verificado que a forma da Cys
na superficie € a zwttérionica e que a interacao é fraca. As bandas em 1429 e 1272
cm™ sdo devidas aos grupos COO™ e NH3*. A Cys foi 0 aminoacido mais adsorvido
por todas as zeodlitas (Tabela 4). Os espectros dessas amostras mostraram que a
interacao foi fraca, provavelmente feita por pontes de van der Waals. Isso significa

que nao é forte o suficiente para fazer as mudancgas estruturais que afetam o
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momento de dipolo da Cys adsorvida (ou grupos da Cys, tais como amina, sulfidrila
e carboxilico) quando comparado a cisteina sélida, podendo causar deslocamento
ou desaparecimento de bandas. O resultado dessa adsor¢cdo € que o espectro é o
mesmo da Cys solida. Apesar da carga da Cys ser positiva (Tabela 3) e das zedlitas
negativa (Lambert, 2008) a interacdo entre elas parece nao envolver cargas.
Somente interacdo do tipo Van der Waals ocorrem devido ao alto indice de
hidropaticidade da Cys (Tabela 2) e as zedlitas s&o hidrofobicas. A interacdo da Cys
com nanoparticulas de ouro, de prata, esmectitas saturadas com cations (Na”, Ca?",
Cu?*) foi estudada por varios autores (Brigatti et al., 1999; Stewart e Fredericks,
1999; Aryal et al., 2006; Benetoli et al., 2007; de Santana et al., 2010). Esses
estudos demonstraram que varios grupos estariam envolvidos na interagdo (NH3",
COO" e S-H). No entanto uma forte interagéo foi observada entre o grupo S-H e
metais e em alguns casos cistina foi sintetizada (Brigatti et al., 1999; de Santana et
al., 2010).
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Figura 4 - Espectro Infravermelho: zedlitas (linhas tracejadas), aminoacido solido
(linha sodlida) e aminoacidos adsorvidos em zedlitas. Beta-720 (roxo);
Beta-50 (vermelho); zedlita Y (verde); ZSM-5 (azul escuro); mordenita
(azul claro). Sequéncia de aminoacidos usados: (a) Ala; (b) His; (c) Met; e
(d) Cys. Zedlitas mais agua do mar e zeodlitas mais aminoacidos
dissolvidos em agua do mar em concentragdo saturada, todos agitados
durante 24 h. O pH das amostras ficaram na faixa de 2,66 a 4,50. As
amostras foram centrifugadas durante 15 min a 2000 rpm; a fase aquosa
foi descartada e o sélido seco em estufa a 40°C for 24 h.
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A Figura 5 mostra o espectro Raman da Cys sodlida, o espectro da
Cys adsorvida nas zedlitas Y e ZSM-5. Para a Cys, as bandas em 2569 e 2951-2998

cm™' sdo atribuidas aos grupos S-H e CH,, respectivamente (Pawlukojé et al., 2005;

Aryal et al., 2006; Wolpert e Hellwig, 2006) (Figure 5). Para essas bandas nenhuma
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mudanca foi observada na intensidade ou no deslocamento das frequéncias, assim
a interacdo desses grupos com as zedlitas ndo ocorreu (Figura 5). O espectro da
cisteina sdlida e o espectro da cisteina adsorvida nas zedlitas ndo sao diferentes um
do outro. Nao foi observado deslocamento ou desaparecimento de bandas, o que
caracteriza fortes interagdes entre grupos. O espectro Raman da Cys adsorvida na
zedlita Y e ZSM-5 mostrou novas bandas em 1429 e 1272 cm™ e o aumento de

intensidade da banda em 1206 cm™ em relagéo a banda em 1223 cm™.

Figura 5 - Espectro Raman para a Cys solida (a) e Cys adsorvida em zedlita Y (b) e
ZSM-5 (c). Excitacdo em 633 nm. Zedlitas mais agua do mar e zedlitas
mais aminoacidos dissolvidos em agua do mar em concentragédo
saturada, todos agitados durante 24 h. O pH das amostras ficaram na
faixa de 2,66 a 4,50. As amostras foram centrifugadas durante 15 min a
2000 rpm; a fase aquosa foi descartada e o sélido seco em estufa a 40°C
for 24 h.
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7 CONCLUSOES

No estudo da adsorgao da Cys, Ala, His e Met em varias zedlitas
(Beta, Y, ZSM-5 e Mordenita) os valores da adsorcao relativa (aminoacidos/Ala)
foram proximos 1,00. Esse é um importante resultado para a quimica prebidtica,
desde que minerais, em geral, adsorvem mais aminoacidos com grupos R
carregados do que com grupos nao carregados. Entretanto, muitos dos aminoacidos
(74%) nas proteinas consistem de aminoacidos com grupos R nao carregados.

A Cys foi o aminoacido mais adsorvido por todas as zeolitas
estudadas. A ZSM-5 adsorveu menor quantidade de Ala, quando comparada a Beta-
720, zedlita Y e Beta-50. A His e a Met foram mais adsorvidas pelas zedlitas ZSM-5
e Mordenita, respectivamente. O tamanho de poro ndo afetou a adsorgao da Cys e
Met nas zedlitas. A taxa Si/Al ndo afetou a adsor¢do de Cys, His e Met nas zedlitas.
Quando a zedlita foi mantida na faixa de pH (pH 2,66-4,50), o grupo R da His ficou
carregado positivamente e a Ala, Cys e Met ficaram neutros.

A ZSM-5 poderia ser usada para purificar Cys de outros aminoacidos
(Ala, His, Met), enquanto a Mordenita poderia ser usada para separar 0s
aminoacidos uns dos outros (Met, Cys, His e Ala).

A interacdo entre a Ala e Met nas zedlitas foi através dos grupos
NH;" e através dos grupos COO’, NH3* e CHas, respectivamente. Os espectros
mostraram que a interacao entre as zedlitas e His foi fraca, provavelmente porque as
zeolitas sdo hidrofobicas e a His é hidrofilica. A Cys mostrou uma grande adsorgéo
em todas as zedlitas. Em contraste as interacdes hidrofébicas/van der Waals entre
as zeolitas e Cys é fraca para causar uma apreciavel mudanga na conformacéao da
Cys adsorvida. Dessa forma os espectros de infravermelho e Raman da Cys

adsorvida foram os mesmos da Cys sdlida.
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CAPITULO IV

MODIFICAGAO DA MONTMORILLONITA COM SULFETO DE SODIO PARA
ESTUDOS DE QUIMICA PREBIOTICA: CARACTERIZAGAO UTILIZANDO
METODOS ESPECTROSCOPICOS E DIFRATOMETRIA DE RAIOS X

1 RESUMO

No presente trabalho a montmorillonita e montmorillonita modificada (sulfeto de
sbédio) agitadas com e sem agua do mar artificial foram caracterizadas por métodos
espectroscopicos e difratometria de Raios X. A montmorillonita mostrou um aumento
do pH do ponto isoelétrico (pHiep) provavelmente devido a adsorgdo de Na® da
solucao de Na,S. Um decréscimo na distancia interplanar para todas as amostras
tratadas foi observado e isso foi devido a troca de cations da argila pelo Na* da agua
do mar artificial ou Na,S. Devido a retirada do Fe®*" pela solugdo foi observado
também um decréscimo da intensidade das linhas do espectro de RPEem g=7 -8
eg = 2 para todas as amostras. Os espectros de Modssbauer mostraram trés
dubletos. Um decréscimo de quase 50% na quantidade de Fe?* foi obsrevado para a
montmorillonita original agitada em agua do mar. Para a montimorilonita modificada,
a agua do mar artificial ndo alterou a quantidade Fe?*. Quando a montimorilonita
mofificada foi agitada com agua do mar artificial, foi observado um aumento da area
do dubleto Fe* e a da linha de g = 4.1 do espectro de RPE Quando comparada a
montmorillonita original.

Palavras-chave: Espectroscopia, Minerais de argila, Origem da vida, Quimica
prebidtica

2 ABSTRACT

In the present paper original e modified (sodium sulfide) montmorillonites mixed with
e without artificial seawater were characterized by spectroscopy methods e X-ray
diffractometry. The modified montmorillonite showed an increase in the pH of
isoelectric point (pHiep) probably due to the sorption of Na* from the solution of NayS.
A decrease of the interplanar distances for all treated samples was observed e this
could be due to the exchange of cations from the clay samples by Na* from artificial
sea water or Na,S solution. Due to the withdrawn of Fe*" by the solutions it was also
observed a decrease of g = 7 — 8 e g = 2 intensity lines of RPE spectra for all
samples. The Mdssbauer spectra were fitted with three Dubletos. A decrease of
almost 50 % of the amount of Fe?* was observed for the original montmorillonite
mixed with artificial seawater. For the modified montmorillonite, artificial seawater did
not change the amount the Fe?*. When modified montmorillonite was mixed with
artificial seawater, it showed an increase of the area of the Dubleto 2 Fe* e the line g
= 4.1 of RPE spectra when compared to the original montmorillonite.

Keywords: Spectroscopy. Clay minerals. Origin of life. Prebiotic chemistry.
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3 INTRODUGAO

Bernal (1951) foi o primeiro a propor que minerais poderiam ter
desempenhado um papel importante na origem da vida na Terra, uma vez que eles
poderiam ter participado em importantes processos como a selegao e concentragao
de biomoléculas assim como a formacdo de biopolimeros. Sdo encontrados na
literatura, trabalhos que mostram que ocorre a adsorcdo de biomoléculas em
minerais e a subsequente formacgao de biopolimeros (Lahav e Chang, 1976; Zaia,
2004; Lambert, 2008; Hazen e Sverjensky, 2010). Portanto € importante para a
quimica prebidtica identificar quais minerais existiram na Terra primitiva assim como
as reacdes que eles poderiam participar.

Minerais de argila poderiam ter existido na Terra primitiva (4,55-4,00
bilhbes de anos) como resultado de interacbes gasosas vulcanicas e fluidos
rochosos associados com a formag&o da atmosfera e hidrosfera (Hazen et al., 2008).
Sulfeto pode ser encontrado em vulcdes submarinos assim como em cometas (Aloisi
et al., 2004; Llorca, 2004). Entao argilas e sulfetos foram compostos que poderiam
ser facilmente encontrados na Terra primitiva e as interagdes entre eles
provavelmente tenham ocorrido. Montmorillonita € um mineral de argila 2:1 com
duas folhas tetraédricas e uma octaédrica. Esse mineral € um dos mais estudados
em quimica prebidtica e tem sido usado para estudos de adsor¢cao de biomoléculas
(Lahav e Chang, 1976; Zaia, 2004; Lambert, 2008) assim como para a formacao de
biopolimeros (Paecht-Horowitz, 1988; Bujdak et al., 1996).

Nesse trabalho, foi feita a modificacdo da montmorillonita com o
sulfeto de sédio em pH alcalino. As montmorillonitas, original e modificada, foram
caracterizadas por espectroscopia de Infravermelho, RPE e Mdssbauer além da
difragao de raios X. A montmorillonita original e modificada foram agitadas com agua
do mar artificial em dois pHs e foram também caracterizadas pelos métodos

espectroscopicos e difratometria de raios X.

4 OBJETIVO

Modificar a Montmorillonita com sulfeto de sédio e caracterizar esse

material modificado para o uso em estudos de Quimica Prebidtica.
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5 MATERIAL E METODOS

A montmorillonita foi adquirida da Acros Organics-NJ, USA sob a
especificagao de KSF-Montmorillonite. Com composigao quimica: SiO; = 54%, Al,O3
= 17%, Fe;03 = 5,2%, Ca0O = 1,5%, MgO = 2,5%, Na;O = 0,4%, K,O = 1,5% com
area superficial especifica 10 m? g™

Agua do Mar Atrtificial

A agua do mar artificial foi preparada como descrita no capitulo I.

5.1. MONTMORILLONITA MODIFICADA

Uma solugdo de Na,S (0,10 mol L") foi adicionada a montmorillonita
na proporgao de 1:10 m/v. A mistura foi agitada durante 24 horas. Entdo o material
foi centrifugado por 15 minutos a 2,000 rpm e o sélido foi seco a 60 °C for 24 h. A
fase aquosa foi utilizada para analise de Al, Ca, Mg e Fe. A montmorillonita original
e a modificada foram caracterizadas por espectroscopia FT-IR, RPE, Mdssbauer e

difratometria de Raios X.

5.2 PREPARACAO DA AMOSTRA

Montmorillonita original e modificada foram processadas da seguinte
forma: dois conjuntos de tubos em duplicata (15 mL) contendo 50 mg das argilas
foram adicionados 5,00 mL de agua do mar artificial. O pH foi ajustado para 2,00 ou
7,00 com HCI ou NaOH. Esses tubos foram agitados durante 3 h, em seguida foram
centrifugados por 15 min a 2,000 rpm. A fase aquosa foi utilizada para analise de Al,
Ca, Mg e Fe. A montmorillonita original e a modificada foram caracterizadas por

espectroscopia FT-IR, RPE, Mdssbauer e difratometria de Raios X.

5.3 CAPACIDADE DE TROCA DE CATIONS (CTC)

As argilas (0,250 g) foram agitadas com 100 mL of HCI (0,50 mol L™)
durante 30 minutos e apds foram filtradas e lavadas com 400 mL de agua destilada,
sendo esses sobrenadantes descartados. Em seguida as argilas foram lavadas com
100 mL de acetato de calcio (0,50 mol L") e o sobrenadante foi recolhido. Apds a

lavagem com acetato de calcio, a argila foi lavada com mais 300 mL de agua
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destilada. Esses 300 mL de agua destilada foram coletados depois da lavagem das
argilas. A solugdo de acetato de calcio mais os 300 mL de agua destilada da
lavagem foram homogeneizados e essa soluggo foi titulada com NaOH (0,10 mol L™)
(Williams, 1984; Rodella e Alcarde, 1994).

5.4 DETERMINACAO DO PONTO ISOELETRICO (PH gp)

O pH do ponto isoelétrico (pHiep) foi determinado pela —difusédo do
potencial com aproximadamente 1% da amostra sélida em agua deionizada. A forga
eletromotiva (EMF) medida foi realizada com Zeta Sizer, nano series, model Zen
3600.

5.5. CATIONS TROCAVEIS (NA*, K, CA%", MG*")

Os cations trocaveis Ca** e Mg®* foram extraidos usando uma
solugdo de KCI (1,0 mol L™") e 0 Na* e K* usando uma solugéo de HCI (0,05 mol L™).
Os cations Na”K* e Ca®’Mg** foram quantificados usando o fotdmetro de chama e o

espectrofotdbmetro de absorcao atémica, respectivamente (EMBRAPA, 1997).

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

O pH do ponto isoelétrico (pHiep) para a montmorillonita original e
modificada foi de 2,04 e 6,64, respectivamente. O pHgp para a montmorillonita
original esta de acordo com valores da literatura (Kosmulski, 2002, 2004). A
capacidade de troca de cations da montmorillonita original e da modificada foi de
518,6 e 370,7 mmol kg™, respectivamente. A CTC medida para a montmorillonita
modificada foi menor do que o medido para a montmorillonita original. Esses
resultados sdo esperados uma vez que um aumento no pHgep cria mais cargas
positivas na superficie do mineral, fazendo a CTC diminuir. A quantidade de cations
trocaveis (K*, Ca** e Mg®*) da montmorillonita original para a modificada ndo mudou
com o tratamento com Na,S (Tabela 1). Houve um aumento de seis vezes na
quantidade de Na® trocavel depois que a montmorillonita original foi tratada com

sulfeto de sodio (Tabela 1).
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Tabela 1 - Cations Trocaveis cmol. dm?

Na* K* ca* Mg**
Montmorillonita
1,17 1,97 18,71 8,57
Original
Montmorillonita 7,56 1,41 19,34 7,64

Cada resultado é media de duas analises.

A analise do sobrenadante apds o tratamento da montmorillonita
mostrou a seguinte quantidade de metais liberados da montmorillonita: Al = 370
Mg/g, Ca = 4290 pg/g, Mg = 4920 ug/g e Fe = 6 ug/g. O pH dessa solugao depois da
agitacdo com a montmorillonita original foi de 12,78. Deve-se salientar que conforme
revisado por Holm e Eersson (2005) e Holm et al. (2006) o pH alcalino pode ser
encontrado em ambientes hidrotermais. Além da extracdo de metais da
montmorillonita pelo sulfeto de sdédio assim como a adsor¢édo de sulfeto na
montmorillonita um aumento no pHip foi observado. O aumento do pHpgep da
montmorillonita modificada poderia ser devido a sor¢do de Na* (Tabela 1) do sulfeto
de sddio. O aumento ou decréscimo do pHep depende da quantidade de cations ou
anions adicionados durante a adsorcdao de moléculas/ions em minerais. No
experimento o pHigp da montmorillonita aumentou com o aumento da adsorcédo de
Na® (Tabela 1).

O espectro infravermelho da montmorillonita original mostrou as
seguintes bandas 467, 524, 622 e 677, atribuidas a deformagao Si-O; 920,
estiramento AI-OH; 1045 e 1116, deformacao Si-O no plano e fora do plano; 3376 e
3630 cm™ , OH estiramento do grupo hidroxil estrutural na argila e de moléculas de
agua presentes na intercamada (Colthup et al., 1964; Bineesh et al., 2010). Os
tratamentos da montmorillonita (sulfeto de sédio, agua do mar, sulfeto de sédio/agua
do mar) ndo causaram mudangas no espectro de FT-IR para essas amostras

quando comparadas a montmorillonita original.



68

A Tabela 2 mostra a distancia interplanar doo1 da montmorillonita
original e modificada nos dois pHs estudados. A montmorillonita original mostrou

uma grande distancia interplanar quando comparada as amostras com tratamento.

Tabela 2 - Distancia interplanar da montmorillonita original (M) e modificada (MM)
com e sem agua do mar artificial.

Agua do Distancia Interplanar (doo1, A)
mar Faixa de pH
artificial* (M) - (MM)
1,82-2,11/2,21-3,22 12,72 12,87
Com
5,35-6,37/5,93-6,80 13.04 13,41

*A composi¢cdo da agua do mar esta descrita no Material e Métodos. **Montmorillonita foi
modificada com Na,S como descrito no Material e Métodos.

O decréscimo da distancia interplanar dgp1 apds a agitacdo da
montmorillonita original com sulfeto de sédio/agua do mar foi devido a troca de
cations interlamelar (Tabela 2). Deve-se salientar que o Na é um cation de alta
concentracdo na agua do mar artificial. Quando a montmorillonita original e a
modificada foram agitadas com agua do mar a pH basico a distancia interplanar foi
maior do que para as amostras a pH acido (Tabela 2). Como descrito por Siffert e
Kessaissia (1978) e Benincasa et al. (2000) o espagamento basal doo1 aumenta na
seguinte ordem para a montmorillonita: Na* < Ca?* < Cu®". Nguyen-Thanh et al.
(2005) obtiveram para Na-montmorillonita a distancia interplanar de 12.3 A e essa

distancia foi ligeiramente maior no nosso experimento (Tabela 2).
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Tabela 3 - Concentracdo em mg L™ de Fe e Al depois da extragdo com agua do mar
artificial em duas faixas de pH (2 e 7) para a montmorillonita original (M)
e modificada (MM).

Tratamento 1
Elemento  Argila H Faixade pH Concentragdo (mglL™)
P
2 1,82-2,11 5,80+0,80
M
7 5,35-6,37 5,50+1,50
Fe
2 2,21-3,22 11,78+0,38
MM
7 5,93 -6,80 0,65+0,05
2 1,82-2,11 108,6+7,2
M
7 5,35-6,37 40,5+0,5
Al
2 2,21-3,22 108,0+2,0
MM
7 5,93 -6,80 36,5+0,5

Os resultados estdo apresentados como média * erro padrdo da média. Cada resultado é a
média de duas analises. Para todas as amostras 50 mg de M ou MM mais 5,0 mL de agua do
mar foram agitados durante 3 horas, depois as amostras foram centrifugadas por 15 min a
4.000 rpm e o sobrenadante foi usado para a analise dos elementos.

Tabela 4 mostra as intensidades de linha do RPE para a
montmorillonita original e modificada com e sem a agitagdo em agua do mar artificial.
O espectro de RPE mostra trés linhas de ressondnciag=~=7-8,g=41eg=2 A
linha de ressonéncia em g = 2 mostrou alta intensidade e essa linha & devido a
hidréxidos e 6xidos de Fe** (Guskos et al., 2002; Carbone et al., 2005; Mota et al.,
2009).
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Tabela 4 - Intensidade das linhas de ressonancia do Fe*"

] Linha 1 Linha 2 Linha 3
. Aguado  Tratamento . - - -
Argila Faixa de pH Fe Fe Fe

Mar pH
(9=7-8) (@g=41) (9=2)

M* sem L L 1,28 2,73 5,63
MM** sem L L 0,13 3,27 2,68
2 1,82-2,11 0,13 2,36 2,04

M* com
7 5,35-6,37 0,10 1,33 2,80
2 2,21-3,22 0,12 3,25 3,36

MM** com
7 5,93 -6,80 0,05 2,98 2,61

*M = Montmorillonita, **MM = Montmorillonita Modificada (Na,S) como descrito no Material
e Métodos.

Para todas as amostras, com exce¢c&o da montmorillonita original, foi
possivel visualizar as linhas do marcador Mn2+:MgO (padréao para a intensidade de
linha) (Figura 1). O decréscimo da intensidade de linha em g = 2 (Tabela 4) para
todas as amostras tratadas com agua do mar ou sulfeto de soédio foi devido a
retirada do Fe®" pelas solucdes, as quais permaneceram em contato com a argila
original durante trés horas (Tabela 3). A linha de ressonéncia em g = 4,1 é devida ao
Fe*" com simetria rémbica assim como a interagdo do Fe* com matéria organica
(Guskos et al., 2002; Carbone et al., 2005; Mota et al., 2009). No entanto, o sulfeto
nao € uma substancia organica, entao a linha observada e o0 aumento da intensidade
desta para todas as amostras tratadas com sulfeto de sodio caracteriza a presenca

de Fe** com simetria rombica (Tabela 4).
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Figura 1 - Espectroscopia de RPE para a Montmorillonita original e Modificada nos
dois pHs (2,0 e 7,0). Os espectros apresentam as linhas de absor¢édo do
MgO:Mn2+ com o valor de g do quarto pico de absorgao e a distancia AH
entre a 3% e a 42 linhas do espectro conforme descrito no Material e
Métodos.

Montmorilonita Original
g=4,2

9=7,0-8,0

g=2,0

Montmorilonita modificada

MontmorilonitaOriginal
pH2 e pH7

Intensidade (u.a.)

Montmorilonita modificada
pH2 e pH7

T T T T T T 1
1000 2000 3000 4000
Campo Magnético (Gauss)

Em geral, de Santana et al (2010) e Vieira et al. (2011) observaram
um aumento na intensidade da linha g = 4, quando a cisteina foi adsorvida nas
argilas e em o6xidos de ferro, respectivamente. Ja linha de ressonancia g =7 — 8
pode ser atribuida ao Fe®* com simetria romboédrica distorcida (Budziak et al.,
2007). A intensidade da linha de ressonédncia g = 7 - 8 mostrou um grande
decréscimo quando as amostras foram agitadas com sulfeto de sédio ou agua do
mar artificial (Tabela 4). Esse decréscimo foi devido & retirada do Fe** pela solugéo
do sulfeto de sodio ou pela agua do mar artificial quando usadas (Tabela 3). A
intensidade dessa linha foi a mesma para todos os tratamentos (Tabela 4). A
adsorcao de cisteina em argilas e 6xidos de Fe néo teve nenhum efeito nessa linha
de ressonéncia (de Santana et al., 2010; Vieira et al., 2011).

Para todas as amostras, o espectro Mdssbauer apresentou trés
dubletos, dois deles correspondendo ao Fe** e o terceiro ao Fe?*. A Tabela 5 mostra

os parametros hiperfinos e as areas sub-espectral.



Tabela 5 - Parametros hiperfinos Mossbauer e area sub-spectral para as amostras

de montmorillonita

Amostra Sitio Sub- IS? Qs® re Area
espectro (mm/s) (mm/s) (mml/s) (%)

D‘(‘EL%E‘; ' 03 050 050 617

M D‘(‘EL%E‘; 2 038 097 079 279

D‘(‘EL%E‘; 3 114 270 053 104

D‘(‘EL%E‘; ' 035 052 045 464

MM D‘;‘F’L%E‘; 2 037 092 060 420

D‘;gfi‘; 3 447 272 045 116

D‘;ggﬂ‘; ' 036 049 055 698

M/ B s D‘;‘F’L%E‘; 2 037 125 030 238
DL(’,EL%EC; 3 117 272 062 64

D‘(’IEL%E‘; ' 03 052 057 716

M/ daeg;g gf’sg"_ag,/s;a'xa D‘(’IEL%E‘; 2 038 126 031 229
D‘(‘EL%E‘; 3 120 272 064 55

D‘(‘EL%E‘; ' 03 051 045 553

MM /deagﬂa;gﬂ;rzlzfa'xa D‘(‘EL%E‘; 2 037 100 066 336
D‘(‘EL%E‘; 3 118 272 047 11/

D‘(‘EL%E‘; ' 035 055 048 528

A sssone OWEZ o5 005 omr s
D‘;gfi‘; 3 443 272 043 121

M=montmorillonita, MM= montmorillonita modificada*Montmorillonita foi modificada com
Na,S como descrito no Material e Métodos; ?Deslocamento Isomérico, relativo ao a-Fe a
temperatura ambiente; ® Deslocamento Quadrupolar; °Largura de linha



73

Observou-se que os tratamentos (sulfeto de sodio, agua do mar
artificial, sulfeto de sddio/agua do mar artificial) ndo alteraram significativamente os
parametros hiperfinos das amostras. Os parametros hiperfinos obtidos s&o
consistentes com (de Santana et al., 2010). No entanto, foi observado o decréscimo
préximo de 50 % na quantidade de Fe®*, para as amostras de montmorillonita
agitadas em agua do mar artificial, quando comparada a amostra original. A
explicagdo para essa observagao € que o oxigénio dissolvido na agua do mar esta
oxidando o Fe®", pois, a modificagdo da montmorillonita com o sulfeto de sédio nao
alterou a quantidade de Fe?". Esse resultado era esperado uma vez que a reacio foi
realizada em pH alcalino (12,78) e sob essa condicdo, o composto observado é
Fe,Ss (Vogel, 1981). Apdés a montmorillonita ter sido tratada com agua do mar
artificial, ndo foi observado aumento da quantidade de Fe®". E plausivel que o sulfeto
esteja formando um composto com Fe?*, ficando protegido da oxidagcédo pelo
oxigénio dissolvido na agua do mar artificial. Para a montmorillonita modificada, foi
observado um aumento de 15 % na area do dubleto quando comparado a
montmorillonita original. Mesmo depois que a montmorillonita modificada foi agitada
com agua do mar, a area do dubleto 2 foi maior do que para a montmorillonita
original. Esses resultados estao de acordo com aqueles obtidos pela espectroscopia
de RPE, desde que um aumento na intensidade da linha g = 4,1 foi observado para

as amostras tratadas com sulfeto de sédio (Tabela 4).

7 CONCLUSAO

Um aumento no pHgep foi observado quando a montmorillonita foi
modificada com o sulfeto de sddio. Esse aumento foi devido a sor¢ao do sodio da
solucao de sulfeto de sodio.

Os tratamentos nao alteraram os espectros de FT-IR das amostras
de montimorilonita.

A distancia interplanar da montmorillonita original € maior do que
para as amostras agitadas com sulfeto de sédio, agua do mar artificial e sulfeto de
sodio/agua do mar artificial. Esse resultado foi devido a troca dos cations das argilas
pelo sddio da dgua do mar artificial ou do sulfeto de sodio.

O espectro de RPE mostrou trés linhas de ressonanciag=7-8,g =

41 e g = 2, sendo que a linha em g = 2 apresentou maior intensidade . Um
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decréscimo das linhas em g = 7 — 8 e g = 2 foram observadas para todas as
amostras tratadas com agua do mar e/ou sulfeto de sddio o que foi devido a retirada
de Fe*" pelas solugdes usadas. A linha de ressonancia g = 4,1 aumentou para todas
as amostras tratadas com sulfeto de sédio.

O espectro Mdssbauer para todas as amostras apresentaram trés
dubletos, dois deles correspondendo ao Fe®* e o terceiro ao Fe?*. Os tratamentos da
montmorillonita original ndo mudaram significativamente os parametros hiperfinos de
todas as amostras. Quando a montmorillonita modificada foi tratada com agua do
mar, um decréscimo do Fe?* nao foi observado, entretanto um decréscimo de quase
50 % da quantidade de Fe** foi observado para as amostras da montmorillonita
original agitada em agua do mar. Entédo sulfeto esta formando um composto com
Fe?, protegendo esse da oxidagado pelo oxigénio dissolvido da agua do mar. Para
todas as amostras da montmorillonita modificada um aumento da area do dubleto 2,
Fe®" foi observado quando comparado a montmorillonita original. Esses resultados
estdo de acordo com os resultados obtidos no RPE, uma vez que o aumento na
intensidade da linha em g = 4,1 foi observado para as amostras tratadas com sulfeto

de saddio.
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CAPITULO V
ADSORGAO DE ADENINA, CITOSINA, TIMINA E URACILA EM
MONTMORILLONITA MODIFICADA COM SULFETO: ESPECTROSCOPIA FT-IR,
MOSSBAUER E RPE E DIFRATOMETRIA DE RAIOS X

1 RESUMO

No presente trabalho foi estudada interagdo e a adsor¢do em dois pHs (2,00 e 7,00)
dos bases nitrogenadas em argilas, usando diferentes técnicas. O mais importante
resultado desse trabalho, como mostrado pelo uso das técnicas espectroscopicas de
Mdssbauer e RPE e da difratometria de Raios-X, foi que as bases nitrogenadas
penetram na intercamada das argilas e oxidam o Fe?* a Fe*". Entdo a adsorcdo que
ocorre entre as bases e o mineral, ndo pode ser considerada como uma simples
adsorcao fisica. Para os dois pHs a ordem de adsorgédo dos bases nitrogenadas nas
argilas foi: adenina = citosina > timina > uracila. A adsor¢ao da adenina e citosina
nas argilas aumentou com o decréscimo do pH. Para a montmorillonita no
modificada esse resultado poderia ser explicado pela forgca eletrostatica, a
adenina/citosina, com carga positiva e a argila com carga negativa. No entanto, para
a montmorillonita modificada com Na,S, provavelmente forcas de Van der Waals
também tiveram um papel importante, uma vez que, a adenina/citosina e a argila
estavam positivamente carregadas. O espectro FT-IR mostrou que a interagao entre
bases nitrogenadas e argilas foi através dos grupos NH" ou NH,". Os difratogramas
de raios-X mostraram que bases nitrogenadas adsorvidas nas argilas estavam
distribuidas na intercamada e na superficie externa dos grupos funcionais (aluminol
e silanol). O espectro RPE mostrou que a intensidade da linha de g = 2,0 aumentou,
provavelmente por causa da oxidacdo do Fe?* to Fe*" pelas bases nitrogenadas e a
intensidade da linha em g = 4,1 aumentou devido a interagdo do Fe** com as bases.
O espectro de Mdssbauer mostrou um grande decréscimo na area do dubleto do
Fe** das argilas, devido a reacéo das bases com o Fe**.

Palavras-Chave: Bases Nitrogenadas. Montmorillonita. Adsorg¢do. Espectroscopia
Mdssbauer. RPE. Quimica prebidtica.
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2 ABSTRACT

In the present work the interactions of nucleic acid bases with e adsorption on clays
were studied at two pHs (2.00, 7.00) using different techniques. As shown by
Mdssbauer e RPE spectroscopies e X-ray diffractometry, the most important finding
of this work is that nucleic acid bases penetrate into the interlayer of the clays e
oxidize Fe?* to Fe**, thus, this interaction cannot be regarded as a simple physical
adsorption. For the two pHs the order of the adsorption of nucleic acid bases on the
clays was: adenine = cytosine > thymine > uracil. The adsorption of adenine e
cytosine on clays increased with decreasing of the pH. For unaltered montmorillonite
this result could be explained by electrostatic forces between adenine/cytosine
positively charged e clay negatively charged. However for montmorillonite modified
with Na,S, probably van der Waals forces also play an important role since both
adenine/cytosine e clay were positively charged. FT-IR spectra showed that the
interaction between nucleic acid bases e clays was through NH* or NH," groups. X-
ray diffractograms showed that nucleic acid bases adsorbed on clays were
distributed into the interlayer surface, edge sites e external surface functional groups
(aluminol, silanol) RPE spectra showed that the intensity of the line g = 2 increased
probably because the oxidation of Fe** to Fe** by nucleic acid bases e intensity of
the line g = 4.1 increased due to the interaction of Fe** with nucleic acid bases.
Méssbauer spectra showed a large decreased on the Fe?* Dubleto area of the clays
due to the reaction of nucleic acid bases with Fe".

Keywords: Nucleic acid bases. Montmorillonite. Adsorption. Maossbauer
spectroscopy. RPE spectroscopy. Prebiotic chemistry
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3 INTRODUGAO

As argilas estdo entre os minerais mais antigos no nosso planeta,
sao amplamente distribuidos no mundo e também sao detectados na superficie de
Marte (Ehimann et al., 2008; Hazen et al., 2008). As bases nitrogenadas tém sido
encontradas em meteoritos e sintetizadas em ambientes simulando a Terra
prebiodtica (Hua et al., 1995; Borquez et al., 2005; LaRowe e Regnier, 2008; Martins
et al., 2008). Os cometas e os vulcbes submarinos poderiam ter sido fonte de sulfeto
de hidrogénio (Aloisi et al., 2004; Lhorca, 2005). Entao, bases nitrogenadas, argilas
e sulfeto de hidrogénio poderiam facilmente ser encontrados na Terra prebidtica, e
entdo ter ocorrido as interagdes entre eles.

Diversos artigos descrevem a adsorg¢ao de bases nitrogenadas sobre
minerais/metais. A adsor¢do de bases nitrogenadas foi estudada nos seguintes
minerais: argilas (Lailach et al., 1968; Lailach e Brindley, 1969; StrasaK, 1991,
Weckhuysen et al.,, 1999; Perezgasga et al., 2005; Hashizume e Teng, 2007;
Benetoli et al., 2008; Hashizume et al., 2010; Negron-Mendoza et al., 2010; Pucci et
al., 2010), apatita (Winter e Zubay, 1995), diéxido de silicio (Plekan et al., 2007),
grafite (Sowerby et al., 2001a,b), sulfetos de metais (Sowerby et al., 1998; Bebié e
Schoonen, 2000; Plekan et al., 2007; Hatton e Rickard, 2008) e rutila (Cleaves et al.,
2010).

Em geral, foi observado que a adenina e/ou citosina sao mais
adsorvidos em minerais do que a timina e/ou a uracila (Lailach e Brindley, 1969;
Perezgasga et al., 2005; Benetoli et al., 2008; Cleaves et al., 2010; Hashizume et al.,
2010). A grande adsorg¢do da adenina quando comparada a baixa adsorgdo da
timina ou uracila levantam algumas questdes sobre o papel desempenhado pelos
minerais assim como a pré-concentragdo das bases nitrogenadas de solugdes
diluidas e também a possibilidade do cddigo genético ser baseado de uma unica
base nitrogenada (Sowerby et al., 2001b; Benetoli et al., 2008).

Para a adenina e citosina, em muitos estudos, a adsor¢do depende
do pH e isso poderia explicar como se processam as interacbes de minerais
carregados com as bases carregadas ou com ions (Lailach e Brindley, 1969; Winter
e Zubay, 1995; Weckhuysen et al.,, 1999; Perezgasga et al.,, 2005; Hashizume e
Teng, 2007; Benetoli et al., 2008; Cleaves et al., 2010; Negron-Mendonza et al.,
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2010; Pucci et al., 2010). No entanto, os autores Benetoli et al., (2008); Cleaves et
al., (2010) nao observaram dependéncia da adsor¢ao da uracila e timina com o pH.

Também deve ser salientado que na literatura € descrito a formacgao
da hipoxantina depois que a adenina foi adsorvida sobre montmorillonita modificada
com Cu (Strasak, 1991). A hipoxantina € uma purina que pode ser encontrada como
constituinte de acidos nucleicos.

Nesse trabalho foi estudada a adsor¢cédo de adenina, citosina, uracila
e timina em montmorillonita ndo modificada e modificada com sulfeto de sédio em
dois diferentes pHs (2,00 e 7,00) em agua do mar artificial. A quantidade de bases
nitrogenadas adsorvida nas argilas foi medida por espectrofotometria no UV e a
interacdo estudada por espectroscopia de FT-IR, RPE e Mdssbauer assim como a

difracédo de raios X.

4 OBJETIVO

Estudar a adsorgdo de bases nitrogenadas em Montmorillonita e
Montmorillonita modificada com sulfeto de sédio, caracterizando os materiais através

de métodos espectroscopicos FT-IR, RPE e Mdssbauer e difratometria de raios X.

5 MATERIAL E METODOS

A montmorillonita usada nesse experimento assim como a

modificagdo da argila foi a mesma descrita no capitulo Ill.

5. 1 ADSORCAO DAS BASES NITROGENADAS A MONTMORILLONITA

Montmorillonita ndo modificada (M) e a montmorillonita modificada
(MM) foram processadas da seguinte forma: dois conjuntos de tubos em duplicata
(15 mL) contendo 50 mg das argilas foram adicionados 5,00 mL de agua do mar
artificial mais base nitrogenada nas concentracdes de 120, 240, 480 e 720 yg mL™.
O pH foi ajustado para 2,00 ou 7,00 com HCI ou NaOH. Esses tubos foram agitados
durante 3 h, em seguida foram centrifugados por 15 min a 2,000 rpm. A fase aquosa
foi usada para a determinacéo da concentragao das bases por espectrofotometria de
uVv.
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Para as caracterizagdes espectroscopicas de FT-IR, RPE e

Mdssbauer e a difratometria de raios X foram utilizadas as fragdes solidas das

argilas agitadas com a concentracdo de 720 yg mL™" de bases nitrogenadas, apds

secagem a 60 °C.

Tabela 1 - Valores de pK, para as bases nitrogenadas

Base Valores de pKj,
Adenina 4,1 9,8
Citosina 45 12,2
Timina 9,9 >13
Uracila 9,5 >13
Figura 1 - Estrutura das bases nitrogenadas estudadas.
NH 0
NH> g
H3C H
S
= N 0 N 0 0 N
NN | | |
H H
Adenina Uracila

5.2 PONTO DE CARGA ZERO

O ponto de carga zero foi determinado usando a equagdo pHpc, =

2pH KCI (1,0 mol L™") — pH agua destilada (Uehara, 1979).

5.3 ANALISE ESTATISTICA

Comparacéao entre médias foram avaliadas usando teste: ANOVA e

Student- Newman-Keuls (Teste SNK) ao nivel de significancia de p<0,05.
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A Figura 2 mostra a quantidade de bases nitrogenadas adsorvida

nas argilas nos diferentes pHs (2,00 e 7,00). Em geral, para os dois pHs a ordem de

adsorgao das bases nitrogenadas foi: adenina = citosina > timina > uracila (Figura 2).

Essa ordem de adsorcao foi também observada por outros autores em trabalhos
com argilas (Lailach et al., 1968; Lailach e Brindley, 1969; Winter e Zubay, 1995;

Perezgasga et al., 2005; Benetoli et al., 2008; Hashizume et al. 2010).

Figura 2 - Quantidade de bases adsorvidas em argilas em dois diferentes pH, (2,00, 7,00),
As bases nitrogenadas foram dissolvidas em agua mar artificial e misturadas
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modificada, Os resultados estao apresentados como media + desvio padréao da
média, O numero de repeticdes foram cinco com duas amostras em cada, Nas
colunas SNK (p<0,05); Para a adenina: 600, 1200, 2400 e 3600 ug/5,00 mL
ANOVA (F = 14,81, P = 0,000; F = 78,14, P =0,000; F =158,98, P = 0,000; F =
135,21, P =0,000), SNK (600 ug/5,00 mL) a/b e c/d; SNK (1200, 2400 e 3600
Mg/5,00 mL) a/b, c/d e eff, Para citosina: 600, 1200, 2400 e 3600 ug/5,00 mL
ANOVA (F =6,57, P = 0,004; F = 30,79, P =0,000; F =35,97, P = 0,000; F =
30,12, P =0,000), SNK (600 ug/5,00 mL) a/b;, SNK (1200 e 3600 pug/5,00 mL)
a/b e c/d; SNK (2400 ug/5,00 mL) a/b, c/d e e/f, Para Timina 600, 1200, 2400 e
3600 pg/5,00 mL ANOVA (F =0,82, P =0,500; F = 4,78, P =0,015; F =4,10, P =
0,025; F = 3,11, P =0,056); SNK (1200, 2400 e 3600 ug/5,00 mL) a/b, Para
uracila ANOVA (F = 3,74, P = 0,033; F = 11,77, P =0,000; F = 10,96, P = 0,000;
F = 10,25, P =0,000), SNK (600 e 2400 ug/5,00 mL) a/b; SNK (1200 e 3600

Hg/5,00 mL) a/b e c/d.
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A adsor¢do da adenina e citosina nas argilas € menor e sao
estatisticamente diferentes (Teste SNK p<0,05) que o pH foi maior (Figura 3). Em pH
acido (2,00) e basico (7,00) a adenina e citosina tinham carga positiva e carga zero,
respectivamente (Tabela 2). Uma vez que o valor de pHy.; da montmorillonita ndo
modificada foi de 1,42, ela apresentava um balango de carga negativo nos dois pHs
no estudo (2,00 e 7,00) (Tabela 2). Entao, a forga eletrostatica entre montmorillonita
nao modificada (negativa) e as bases nitrogenadas (positiva) fez com que
aumentasse a adsor¢cdo em pH acido. Ja para a montmorillonita modificada o pHpc,
foi de 5,26 e a pH 2,00 ambas, montmorillonita, adenina e citosina tinham carga
positiva (Tabela 2). Nesse caso, a forga eletrostatica ndo pode ser usada para
explicar a adsorgdo desta base nitrogenada em pH acido. De acordo com varios
autores (Lailach et al., 1969; Winter e Zubay,1995; Weckhuysen et al., 1999;
Perezgasga et al., 2005; Benetoli et al, 2008; Negron-Mendonza et al., 2010) o
aumento da adsorgcdo da adenina /citosina com o decréscimo do pH foi devido a
interac&o entre a carga negativa da argila e a carga positiva das bases nitrogenadas.
No entanto, Hashizume e Theng (2007) observaram uma tendéncia inversa da
adsorcao da adenina em alofano com pHs (4,00, 6,00, 8,00). Os autores explicaram
os resultados considerando as cargas liquidas do alofano e adenina. Cleaves et al.
(2010) observaram que a adsorgédo da adenina em rutila, aumentou com o aumento
de pH e uma tendéncia inversa para a citosina foi observada. A adsorcéo da citosina
em pH acido, foi explicada pelos autores devido a adsorgcido cooperativa dos tipos de
pares de bases entre citosina-citosina.

Como observado por outros autores (Benetoli et al., 2008; Cleaves et
al., 2010), em geral o pH ndo teve efeito na adsor¢ao da timina e uracila nas argilas
(Figura 3) (Teste SNK p>0,05) . A adenina e citosina, em pH acido (2,00), foram
mais adsorvidas na montmorillonita modificada do que na ndo modificada e uma
tendéncia inversa foi observada em pH (7,00) (Figura 3) (Teste SNK p<0,05). Esse
comportamento em pH 2,00 foi uma indicacdo de que outras interacdes além da
eletrostatica estdo desempenhando papel importante na adsor¢do das bases

nitrogenadas.



Tabela 2 - Faixa de pH, carga das argilas e carga das bases nitrogenadas

Concentragao das bases nitrogenadas

Bases
Nitrogen Argila pH* 120 pgmL" 240 ygmL"' 480 ugmL"' 720 pgmL™
adas *oH
C/CBN
20 1,71-1,82 1,72-1,84 1,75-1,89 1,79-1,95
M ' -/+ -/+ -/+ -/+
6,47-7,17 6,66-6,94 6,74-7,17 6,81-7,35
7,0
Adenina -/0 -/0 -/0 -/0
20 1,93-2,40 1,97-2,48 1,90-2,51 2,02-2,58
MM ’ +/+ +/+ +/+ +/+
70 6,86-7,37 6,92-7,41 6,98-7,56 7,10-7,35
' -/0 -/0 -/0 -/0
20 2,10-2,32 2,15-2,32 2,08-2,29 2,05-2,26
M ' -/0 -/0 -/0 -/0
70 6,82-7,05 6,79-7,10 6,95-7,06 6,97-7,15
Timina ’ -/0 -/0 -/0 -/0
20 2,13-2,26 2,15-2,34 2,05-2,28 2,10-2,18
MM ' +/0 +/0 +/0 +/0
7,0 6’95_3/_5’07 7’1?/_5’21 6,98-7,12/-/0 6,89-7,00/-/0
20 2,05-2,15 2,08-2,15 2,00-2,10 2,00-2,10
M ' -/0 -/0 -/0 -/0
70 6,98-7,21 6,94-7,11 6,91-7,10 6,85-7,07
Uracila ' -/0 -/0 -/0 -/0
20 2,16-2,28 2,08-2,18 2,01-2,15 1,93-2,05
MM ' +/0 +/0 +/0 +/0
70 6,88-7,03 6,89-7,08 6,85-7,01 6,88-7,10
' -/0 -/0 -/0 -/0
20 1,63-2,11 1,62-2,01 1,69-2,12 1,71-2,06
M ' -/+ -/+ -/+ -/+
70 6,95-7,35 6,90-7,31 6,93-7,27 6,93-7,31
Citosina ’ i /0 i wi
20 1,81-2,03 1,65-2,01 1,71-2,06 1,84-2,03
MM ’ +/+ +/+ +/+ +/+
70 6,95-7,26 6,93-7,22 6,89-7,22 6,89-7,31
' -/0 -/0 -/0 -/0

M=montmorillonita MM= montmorillonita modificada *pH inicial, **faixa de pH final, C= A carga
das argilas foi baseada no pHpcz da M (1,42) e MM (5,26) como medido por Carneiro et al.
(2010) e o pH da solugéo final, CBN= carga das bases nitrogenadas foi baseada no pKa como
descrito por Dawson et al., (1986) e o pH da solugéao final.

A Figura 3 mostra a razdo de adenina/timina adsorvida em
montmorillonita ndo modificada e modificada em pH 2,00 e 7,00 que variaram de

0,79 a 3,87. Entretanto para muitos organismos vivos a razao adenina/timina é 1,00
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(Lehninger, 1984). Se a adenina é mais adsorvida em minerais do que a timina, ela
poderia ser concentrada de solugdes diluidas, sendo protegida de hidrolise ou
degradagao por radiagdo UV, mas a timina ndo poderia. A adenina estaria
disponivel para evolugdo molecular, mas ndo a timina. Usando os dados de
adsorcao de varios autores, as seguintes razdes foram obtidas: adenina/timina a
razao varia de 3,26 a 114,5 (Lailach et al., 1969) e de 4,68 a 25,1 (Benetoli et al.,
2008).

Figura 3 - Taxa relativa Adenina/Timina adsorvida nas argilas. Montmorillonita (M) e
Montmorillonita Modificada (MM) em dois diferentes pHs (2,00 e 7,00)
para as quatro concentragoes.

600 ug/5 ML 1200 ug/5 L 2400 ug/5 mL 3600 ug/5 L
'BMpH=2.00 B MMpH=2.00 O MpH=7.00 0 MMpH=7.00 |

A Figura 4 mostra o espectro de FT-IR das bases nitrogenadas
sélidas e adsorvidas nas argilas nos dois pHs (2,00, 7,00). Na faixa de 1550-1800
cm™, principal regido dos grupos caracteristicos das bases nitrogenadas, a
montmorillonita ndo modificada e modificada ndo mostraram nenhuma banda (Figura
4-a-M, 4-a-MM). O espectro FT-IR da adenina mostrou duas bandas em 1603 e
1672 cm™ (Figura 4-a-A) as quais sdo atribuidas ao estiramento C=N e deformagao

do NHj, respectivamente (Colthup et al., 1964). Para as amostras de adenina
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adsorvidas em pH (2,00, 7,00) a banda em 1603 cm™ deslocou para 1637 cm™
(banda larga) e na regido de 1672 cm™ deslocou para 1700 cm™. Benetoli et al.
(2008) também obtiveram resultados similares com a adsor¢do da adenina em
argilas e interpretaram seus resultados como sendo a interagdo do grupo NHy"
protonado com as argilas, resultando em uma fraca ligagdo com o grupo C=N.
Entretanto, StrasaK (1991) estudou a adsorcdo da adenina em montmorillonita
modificada com Cu®* e atribuiram a banda em 1700 cm™ ao grupo C=0 devido a
reacao de formacao da hipoxantina.

O espectro FT-IR da citosina mostra banda em 1615, 1633 e 1661
cm™ que sdo atribuidas ao estiramento C=0 assim como uma pequena contribuicéo
da ligacdo NH (Figura 4-a-C) (Yamada et al., 2004). Os espectros FT-IR da citosina
adsorvida na montmorillonita ndo modificada e modificada em pH 2,00 e 7,00
mostraram uma nova banda em 1730 cm™ (Figure 3-b-C, 3-c-C, 3-d-C, 3-e-C), que
foi atribuida ao grupo NH," (Benetoli et al., 2008; Pucci et al., 2010).

A uracila mostra um espectro com bandas nas regides de 1644-1673
cm”’ e 1720-1742 cm™' que sdo atribuidas ao estiramento C=C e C=0O,
respectivamente (Figura 4-a-U) (Palafox et al., 2010). Os espectros FT-IR da uracila
adsorvida na montmorillonita ndo modificada e modificada no pH 2,00 mostraram
uma nova banda na regido de 1600 cm™ e a banda da regido de 1720-1742 cm
apresentou um deslocamento para 1733 cm™ para a montmorillonita modificada e
para 1729 cm™” na montmorillonita ndo modificada (Figura 4-b-U, 4-c-U). Como
observado antes (Benetoli et al., 2008), a interagdao entre a uracila e argilas
provavelmente ocorreu através do grupo NH™ protonado, resultando em uma fraca
interagcéo das ligagdes nas argilas pelos grupos.

O espectro FT-IR para a timina mostra bandas em 1672 e 1739 cm™
que sao atribuidas ao estiramento C=C e C=0O, respectivamente (Figura 4-a-T)
(Aroca e Bujalski, 1999). Os espectros de FT-IR da timina adsorvida na
montmorillonita ndo modificada e modificada em pHs 2,00 e pH 7,00 mostraram uma
nova banda em 1640 cm™ e a banda em 1739 cm™ deslocou para 1716 cm™ (Figura
4-b-T, 4-c-T, 4-d-T, 4-e-T). Para as amostras de timina adsorvida na montmorillonita
nao modificada e modificada em pH 2,00, as bandas em 1404/1426 cm™ devido a
flexdo do N-H desapareceram. Entretanto, para a timina adsorvida nas argilas em pH

7,00 a banda em 1404 cm™ desapareceu e a banda em 1426 cm™ sofreu um
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pequeno deslocamento, indicando que a interacdo da timina € também através do
grupo NH™ (Benetoli et al., 2008).

Os espectros de FT-IR das bases nitrogenadas adsorvidas nos
minerais mostraram que a carga do grupo amino esta envolvida nessa interagao.
Entretanto os resultados dos estudos de adsor¢ao sugerem também uma interagao
do tipo van der Waals. O tipo de interagcdo de van der Waals nao pbde ser
observada nos espectros, provavelmente por ser fraca. Uma explicacdo € que, a
interacdo ndo é suficientemente forte para provocar mudancas estruturais nas
bases. O que iria afetar o momento dipolo da base nitrogenada adsorvida, ou partes

da base, assim como os grupos amino e carboxilico, comparadas a base sdlida.



88

Figura 4 - Espectro de FT-IR: U-uracila sdlida, 3-(a)-U; A-adenina sélida, 3-(a)-A; C-citosina

o]
Absorbancia (a.u)

sélida, 3-(a)-C; T-timina sdlida, 3-(a)-T; M-montmorillonita sélida, 3-(a)-M; MM-
montmorillonita modificada sélida, 3-(a)-MM; U adsorvida em MM a pH 2,00, 3-
(b)-U; A adsorvida em MM a pH 2,00, 3-(b)-A; C adsorvida em MM a pH 2,00, 3-
(b)-C; T adsorvida em MM a pH 2,00, 3-(b)-T; U adsorvida em M a pH 2,00, 3-(c)-
U; A adsorvida em M a pH 2,00, 3-(c)-A; C adsorvida em M a pH 2,00, 3-(c)-C; T
adsorvida em M a pH 2,00, 3-(c)-T; U adsorvida em MM a pH 7,00, 3-(d)-U; A
adsorvida em MM a pH 7,00, 3-(d)-A; C adsorvida em MM a pH 7,00, 3-(d)-C; T
adsorvida em MM a pH 7,00, 3-(d)-T; U adsorvida em M a pH 7,00, 3-(e)-U; A
adsorvida em M a pH 7,00, 3-(e)-A; C adsorvida em M a pH 7,00, 3-(e)-C; T
adsorvida em M a pH 7,00, 3-(e)-T. As bases nitrogenadas (720 ug mL™") foram
dissolvidas em agua do mar artificial e misturada com as argilas (M, MM) por 3 h,
depois as amostras foram centrifugadas por 15 min. a 2,000 r.p.m. e os sélidos

secos a 60 °C.
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O estudo de difracdo de raios X indicou que as bases estao
distribuidas na superficie da entre camada, nos sitios € na superficie externa,
neutralizando as cargas permanentes e complexando grupos funcionais assim como
aluminol ([JAI-OH) e silanol ([]-SiOH), respectivamente (Sposito, 1989).

Os dois fatores principais que influenciam a adsorcdo sao: pH da
solucao e pKa dos adsorventes. As variagdes de pH das solugdes dos experimentos
alteraram a propor¢ao relativa das espécies idnicas das moléculas dos adsorvatos
de acordo com seu pKa (Tabela 3). A pH 2,00, por exemplo, a uracila n&o
apresentava carga (Tabela 3) e € moderadamente adsorvida (Figura 3) devido a
forcas fracas de van der Waals. Enquanto a adenina apresentava cargas positivas
(Tabela 3), e o principal mecanismo de adsorgao nesse caso foi a troca ibnica com
um cation presente na entre camada. Para os argilos minerais 2:1, a adsor¢céo de
moléculas organicas na regido da entre camada pode ser melhorada através do
coeficiente de partigdo ou sorgcado (Sposito, 1989) de um novo adsorvente em um
adsorvato existente (Perezgasga et al., 2005).

A expansao média do plano de difracao doo para a montmorillonita foi
maior para o pH=7,00 (13,04, 13,41 A) que o comparado ao pH 2,00 (12,72, 12,87 A)
para a montmorillonita ndo modificada e modificada, respectivamente (Tabela 3).
Essa expansao pode ser atribuida a maior quantidade de carga negativa total, maior
afinidade para cations presentes na solugao (Grim, 1968; Perezgasga et al., 2005) e a
superficie protonada dos grupos funcionais das bases, para altos valores de pHs.

A modificagdo da montmorillonita com Na,S é um fenbémeno de
superficie, como observado no capitulo Ill, com um pequeno efeito na expanséo da
montmorillonita (Tabela 3). Os valores médios para a expansao do plano dgo1 depois
da adsorg¢ao das bases foi muito pequeno para o pH 2,00, entdo nao foi possivel
diferenciar o comportamento de adsorgao entre as bases, para esse pH, do mineral
nao modificado (Tabela 3, Figura 5). Para o pH 7,00, a média do valor de dgo1 na

presencga das bases foi menor na argila ndo modificada.
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Tabela 3 - Espagamento basal dgp1 para as montmorillonitas ndo modificadas e
modificadas com (Na,S) depois da adsorgéo das bases nitrogenadas.

Pura Adenina Citosina Timina Uracila
Faixa de pH
N&o modificada
2,00 12,72 12,90 12,80 12,79 12,73
7,00 13,04 12,98 12,92 12,89 12,74
Modificada
2,00 12,87 12,94 12,81 12,81 12,67
7,00 13,41 12,86 12,86 13,06 12,77

Para o pH 2,00 a grande expansao do plano dgo1 foi observada para
a adenina na montmorillonita ndo modificada e para a modificada, mostrando que
essas bases tem afinidade pelas cargas negativas da superficie interna. A média para
o plano door em pH 7,00 (Tabela 3) foi menor para a montmorillonita modificada
depois da adsorgéo das bases (12,89 A) do que na sua auséncia (13,14 A). Esse
comportamento mostra um determinado grau de penetragcdo das bases,
compensando parte das cargas internas do mineral em substituicdo do Na* e
mantendo as folhas de silica unidas mais fortemente. Perezgasga et al. (2005)
observou que a uracila expandiu o plano dgy; da Na*-montmorillonita para 12,56 A.
Robinson et al. (2007) concluiram que a formacgao de ligagdes de hidrogénio contribui
para a estabilizacido das bases, timina e uracila, na superficie do mineral. Esses
autores também observaram que a timina e a uracila sdo menos estaveis em
superficie tetraédrica do que na octaédrica, ou seja, a adsor¢do mais
energeticamente favoravel, para essas bases, esta prevista no caso para sistemas
contendo superficies octaédricas hidratadas. Montmorillonita n&do modificada ou
modificada, mostraram a seguinte ordem de decréscimo na adsor¢do das bases:

adenina = citosina > timina > uracila.
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Figura 5 - Difragdo de Raios X para a montmorillonita ndo modificada e
montmorillonita modificada com Na,S, depois da adsor¢cdo da adenina e

uracila nos dois pHs (2,00 e 7,00).

Nao Modificad

1200 1200 o
oo
1000
200
BOO
Too
[ qele]
=00
400
200
200
180

a

Uracila pH 2,00
T

1200
oo i

aoo
roo 4
soo0 5
s00 -
400 4
300
200 -
100

o 7

!
-
-]

—
. 580 soo8
(U_ 400 400 4
@aoo @aoo
a oo = 200 o
o 1 ng Adenina pH 7,00 10: T Uracila pH 7,00
S . v T T T T 1 :
[1°]
© ifi
= Modificada
c 1200 = 1200 f
oo 1100
s 1000 E 1000 7%
c % 200 -
— "

]
E ]

Uracila pH 2,00

1200
oo -
100
900
so00
700
600
sS00 |
400 4
aIon o
200 <
100 o

g
%

4 . Uracila pH 7,00
o —
E

3 A -3 [ E [

A figura 5 mostra a difracdo de raios X para a montmorillonita n&o

modificada e montmorillonita modificada com Na,S,
uracila nos dois pHs (2,00 e 7,00). As argilas expa

afinidades por compostos orgénicos, e em ambie

depois da adsorcdo da adenina e
nsiveis sdo conhecidas por suas

nte prebidtico elas poderiam ter

fornecido protecédo contra a alta energia de radiagdo para as moléculas adsorvidas

(Guzman et al., 2002). No caso da adsorcdo de moléculas organicas entre as

camadas de silicatos, variagbes do plano doo1 €
geometria da molécula organica. Por exemplo, HDT

reflexdo basal doo1 para 14,21 A (Perezgasga et

stdo associadas ao tamanho e
MA adsorvido em argila alterou a

al., 2005) e para uma adsorgao
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adicional para 18,11 A. Para a adenina, os mesmos autores observaram a expansao
doot para 11,5 A, mas para uma adsorgéo adicional a HDTMA-Na*-montmorillonita foi
expandida para 15,0 A, ocupando os sitios disponiveis e/ou pela particdo pelas
moléculas HDTMA. Perezgasga et al. (2005) observaram que o espagamento basal
para uracila -HDTMA-Na® montmorillonita foi alterado para 14,09 A, sendo que foi
obtida uma expansao similar para a HDTMA-montmorillonita sozinha, o que indica
interacao da uracila e HDTMA no espagamento entre camada.
A Tabela 4 mostra as intensidades normalizadas das linhas de RPE
das amostras de bases adsorvidas nas argilas em dois diferentes pHs (2,00, 7,00).
A linha de ressonancia g = 2 é devido a hidréxidos e 6xidos de ferro (Fe*) (Guskos
et al., 2002; Carbone et al., 2005; Mota et al., 2009). A intensidade da linha g = 2
obtida para nao modificada e modificada montmorillonita foi de 5,63 e 2,68,
respectivamente (Carneiro et al., 2011), e apds as argilas terem sido agitadas com
agua do mar artificial nos dois diferentes pHs, as intensidades mostraram uma
variagdo de 2,04 para 3,36 (De Santana et al., 2010; Carneiro et al., 2011). O
decréscimo nas intensidades da linha em g = 2 foi devido a extracdo do Fe*" pela
agua do mar artificial ou pela solugéo de Na,S (De Santana et al., 2010; Carneiro et
al., 2011). Em geral, quando as bases nitrogenadas foram adsorvidas nas argilas um
aumento na intensidade da linha foi observado (Tabela 4). No entanto, uma
tendéncia inversa foi observada quando cisteina foi adsorvida em argilas e em
oxidos de ferro (De Santana et al., 2010; Vieira et al., 2011). A linha de ressonancia
g = 4,1 foi devido ao Fe** com simetria rémbica assim como a interacéo do Fe** com

a matéria organica (Guskos et al., 2002; Carbone et al., 2005; Mota et al., 2009).



Tabela 4 - Intensidades das linhas de ressonancia do Fe®*

93

Bases Arcil Faixade Linha1Fe’* Linha2Fe®* Linha3Fe®
rgila
nitrogenadas 9 pH (g=7-8) (g=4,1) (g=2)
M 1,79-1,95 0,04+0,02 2,01+0,23 2,85+0,05
6,81-7,35 0,15+0,02 6,45+4,72 575+1,50
Adenina
MM 2,02-258 0,16+0,03 6,39+243 5,99+0,99
7,10-7,35 0,26 +0,11 12,24+8,61 10,70+7,80
M 1,71-2,06 0,15+0,10 4,53 + 2,31 6,56 + 1,63
6,93-7,31 0,06 +0,02 3,50 £ 1,31 4,65 + 0,27
Citosina
MM 1,84-2,03 0,12+0,06 4,09+0,02 3,45+0,21
6,89-7,31 0,25+0,09 9,74+6,25 7,744,775
M 2,05-2,26 0,05+ 0,01 252+0,38 4,391,711
6,97-7,15 0,09+0,07 1,52+0,59 3,09+2,08
Timina
MM 210-218 0,19+0,12 4,03+0,17 3,93+0,46
6,89-7,00 0,09+0,05 2941026 2,56+0,55
M 2,00-2,10 0,65+0,52 11,3+8,95 11,13+4,06
6,85-7,07 0,41+0,27 14,2+12,22 15,6+10,67
Uracila
1,93-2,05 0,09+0,02 436+190 4,09+1,50
MM
6,88-7,10 0,12+0,06 4,49+0,99 4,88+0,87

M- montmorillonita e MM- montmorillonita modificada. Os resultados estdo apresentados
como média + o erro padrao da média. Cada resultado é a média de duas analises. Para
todas as amostras 50 mg of M ou MM mais 5,0 mL de agua do mar com bases
nitrogenadas (720 pug mL™") foram agitadas por 3 h, depois as amostras foram centrifugadas
por 15 min a 4,000 rpm e o sdlido seco a 60 °C.

A intensidade da linha g = 4,1 obtida para a montmorillonita n&o
modificada e modificada foi 2,73 e 3,27 respectivamente, como descrito no capitulo
lll, e apds as argilas terem sido agitadas em agua do mar nos dois diferentes pHs,
as intensidades mostraram uma variagdo de 1,33 para 3,28 (De Santana et al.,
2010; Carneiro et al., 2011). Em geral como esperado a interagdo das bases com
argilas aumentou a intensidade dessa linha (Tabela 4). De Santana et al. (2010) e
Vieira et al. (2011) também observaram um aumento desta linha quando a cisteina

foi adsorvida em argilas e 6xidos de ferro.
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A linha de ressonancia g = 7 — 8 foi atribuida ao Fe®*" de simetria
romboédrica distorcida (Budziak et al., 2007). A intensidade dessa linha para a
montmorillonita € de 1,28 e um decréscimo foi observado quando a montmorillonita
foi modificada com NayS, 0,13 (Carneiro et al., 2011). Para todas as bases
nitrogenadas adsorvidas nas argilas, a tabela 4 mostra um decréscimo dessa linha
quando comparada a montmorillonita sem tratamento. Um grande decréscimo dessa
linha também foi observado quando a montmorillonita foi agitada com agua do mar
artificial ou agua do mar artificial mais cisteina (De Santana et al., 2010). O
decréscimo da linha foi atribuido ao Fe>* retirado da montmorillonita apds a agitagdo
do mineral em solucao de sulfeto de sddio ou da agua do mar artificial (Carneiro et
al., 2011). A intensidade dessa linha ndo depende da base nitrogenada adsorvida na
argila (Tabela 4). A adsor¢ao da cisteina nas argilas e 6xidos de ferro ndo teve efeito
nas intensidades das linhas de ressonancia (De Santana et al., 2010; Vieira et al.,
2011).

A Tabela 4 mostra os parametros hiperfinos Mdssbauer e as areas
sub-espectral da montmorillonita ndo modificada e da modificada misturada com
agua do mar artificial mais bases nitrogenadas em dois pHs (2,00, 7,00). A adsorgao
das bases ndao mudaram os parametros hiperfinos Mdssbauer, quando se compara
as argilas ndo modificadas e modificadas sem qualquer preparagédo ou a agitada em
agua do mar (de Santana et al, 2010; Carneiro et al., 2011). O espectro Mdssbauer
para todas as amostras mostrou dois dubletos, dois deles correspondendo ao Fe** e
o terceiro ao Fe**. Para a montmorillonita sem qualquer preparagdo a area do
dubleto do Fe?* foi de 10%, depois que a montmorillonita foi agitada com agua do
mar nos dois pHs (2,00, 7,00) a area caiu para 6%, como discutido no capitulo Il
(Carneiro et al., 2011). Para a montmorillonita modificada a area do dubleto para
Fe®* foi de 12% e esse valor ndo foi alterado mesmo quando agitado com agua do
mar artificial nos diferentes pHs (2,00, 7,00) (Carneiro et al., 2011). Entretanto,
quando as bases foram adsorvidas nas argilas um grande decréscimo da area do
dubleto do Fe?* foi observado (Tabela 5). A reacdo entre substancias organicas
(adenina, cisteina, tiuréia) e metais (Fe**, Cu®*) de argilas foi também observada por
outros autores (Strasak, 1991; Benetoli et al., 2007; De Santana et al., 2010).

Para a timina adsorvida na montmorillonita, a quantidade de Fe?* na
montmorillonita ndo pdde ser identificada, pois ficou abaixo do limite de deteccéo da

espécie por espectroscopia Mdssbauer, significando que houve um consumo dessa
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espécie pela timina (Tabela 5), aumentando entdo a quantidade da espécie de Fe**.
O aumento da quantidade de Fe** devido & oxidacdo do Fe** pela timina afetou a
intensidade da linha g = 2 do espectro de RPE (Tabela 4). O decréscimo da espécie
de Fe* e 0 aumento de Fe** na montmorillonita provoca uma diminuigdo da carga
permanente negativa, aumentando o carater eletropositivo, consequentemente
repelindo os ions positivos localizados entre camadas. Portanto a alteracdo das
especies de ferro provoca um decréscimo na capacidade de adsor¢ido da
montmorillonita pelas bases, timina e uracila, por causa da menor carga negativa

permanente no mineral.

Tabela 5 - Parametros hiperfinos Modssbauer e areas sub-spectrais para as
amostras de montmorillonita.

Bases . . N 1S? Qs® . o
nitrogenadas Argila  Faixade pH  Sitio/Sub-espectro (mmis)  (mmis) Area (%)
D‘Z,E;E‘; 1 036 0,50 69,5
1,79-1,95 Dubleto 2 (Fe*") 0,37 1,28 27,7
" Dubleto 3 (Fe?*) 1,24 2,73 2,8
Dubleto 1 0,36 0,48 63,9
(Fe*)
Adon Dubleto 3 (Fe*") 120" 237 3,3
enina Dubleto 1 .
(Fe*™) 035 0,52 63,0
2,02-2,58 Dubleto 2 (Fe*") 0,39 1,05 29,6
MM Dubleto 3 (Fe?") 1,20* 2,62 7.4
Dubleto 1 035 0,58 58,5
(Fe*)
Dubleto 3 (Fe?") 1,17 2,80° 4,5
Citosina D‘Z,E:jﬁ‘; 1 037 052 72,8
1,71-2,06 Dubleto 2 (Fe*") 0,38 1,29 25,3
" Dubleto 3 (Fe?") 1,200 2,84 1,9
Dubleto 1 0,36 0,53 70,7
(Fe*)
6,93-7,31 Dubleto 2 (Fe™) 0,38 1,31 24,8
Dubleto 3 (Fe?*) 1,22 2,68 4,5
MM D‘Z,E:jﬁ‘; 1 036  052° 61,1
1,84-2,03 Dubleto 2 (Fe*)  0,37* 1,09 32,0
Dubleto 3 (Fe?") 1,23 2,59 6,9

6,89-7,31 Dubleto 1 0,35 0,52* 57,6
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(Fe™)
Dubleto 2 (Fe*") 0,35 1,07 35,1
Dubleto 3 (Fe?*) 1,20* 2,65 7,3
D‘(‘EL";&; 1 035 049 75,3
2,05-2,26 Dubleto 2 (Fe*") 0,37 1,32 24,7
" Dubleto 3 (Fe?*) . . -
Dubleto 1 0,36 0,49 63,8
(Fe*)
o Dubleto 3 (Fe?*) - - -
Timina Dubleto 1
(Fe™) 0,35 0,49 76,5
2,10-2,18 Dubleto 2 (Fe**) 0,37 1,32 235
MM Dubleto 3 (Fe®") - - -
Dubleto 1 0,36 0,49 64,3
(Fe*)
6,89-7,00 Dubleto 2 (Fe3+) 0,38 1,30 35,7
Dubleto 3 (Fe?*) - - -
D‘(‘EL%E‘; 1 036 0,50 72,6
2,00-2,10 Dubleto 2 (Fe*") 0,38 1,27 23,0
" Dubleto 3 (Fe*")  1,20* 2,45 4,4
Dubleto 1 0,36 0,52 735
(Fe*)
6,85-7,07 Dubleto 2 (Fe®) 0,38 1,31 22,7
_ Dubleto 3 (Fe?*) 1,20 2,65 3.8
Uracila Dubleto 1
(Fe™) 0,36 0,50 23,3
1,93-2,05 Dubleto 2 (Fe**) 0,38 1,27 72,4
MM Dubleto 3 (Fe?*) 1,20* 2,46 4,3
Dubleto 1 035 0,52 55,6
(Fe™)
6,88-7,10 Dubleto 2 (Fe3+) 0,36 1,05 39,6
Dubleto 3 (Fe?*) 1,18 2,82 4,8

M=montmorillonita, MM=montmorillonita modificada, ?IS=deslocamento isomérico, relativo a
a-Fe em temperatura ambiente, "Desdobramento quadrupolar, Area = contribuigdo relativa
de cada componente . Para todas as amostras 50 mg of M ou MM mais 5.0 mL de agua do
mar com bases nitrogenadas (720 pug mL™") foram agitadas por 3 h, depois as amostras
foram centrifugadas por 15 min a 4,000 rpm e o solido seco a 60 °C.
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Figura 6 - Espectros Mdssbauer para as montmorillonitas (M) e montmorillonitas
modificadas (MM) apds a adsor¢ao das bases nitrogenadas, adenina (a),
citosina (c), timina (t) e uracila (u) em pH 2,00.
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Figura 7 - Espectros Mossbauer para as montmorillonitas (M) e montmorillonitas
modificadas (MM) apés a adsorgao das bases nitrogenadas, adenina (a),
citosina (c), timina (t) e uracila (u) em pH 7,00.

Irmannsdade jus |
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7 CONCLUSAO

A adenina e a citosina foram as bases mais adsorvidas nas
montmorillonitas normal e modificada nos pHs 2,00 e 7,00 do que a timina e a
uracila.

O pH 2,00 aumentou a adsorgdo da adenina e citosina nas
montmorillonitas ndo modificada e modificada em relagcéo ao pH 7,00. A adsorgao da
adenina e citosina na montmorillonita ndo modificada associada ao pH 2,00 foi
relacionada a forgas eletrostaticas entre as bases o mineral. Para a montmorillonita
modificada com Na,S outras forgas (van der Waals) foram envolvidas na adsorgao
da adenina e citosina, assim como a manutengdo do Fe?* na estrutura do mineral
favorecendo uma maior carga negativa permanente.

As adsor¢bes de timina e uracila nao tiveram relagdo com pHs
avaliados no experimento.

As interagbes entre as bases e as montmorillonitas ndo modificadas
e modificadas foram através dos grupos NH* ou NH,".

Os difratogramas de raios X mostraram que as bases adsorveram
nas argilas distribuidas na entre camada, nos sitios e na superficie externa,
complexando com os grupos funcionais como aluminol ([JAI-OH) e silanol ([]-SiOH).

Apds a adsorcao das bases nas montmorillonitas ndo modificadas e
modificadas a intensidade das linhas de ressonancia g = 2 e g = 4,1 aumentaram
quando comparadas ao mineral sem bases adsorvidas. A intensidade da linha g = 2
aumentou devido a oxidacdo do Fe®* para Fe®" pelas bases nitrogenadas e a
intensidade da linha g = 4,1 aumentou por causa da interagao do Fe3* com as bases
nitrogenadas, provocando alteragdes nas vizinhangas da espécie.

Quando as bases nitrogenadas foram adsorvidas nas argilas, um
grande decréscimo da area do dubleto do Fe?* foi observado. Esses resultados
mostram que as bases estdo reagindo com o Fe?* das argilas.

Os resultados mostraram que as interacbes das bases com as
montmorillonitas ndo modificadas e modificadas, ndo sdo somente um simples
processo de adsorgao fisica, mas também ocorrem complexas reagdes. Essas
reacdes envolveram a redugao e oxidacao da espécie de ferro presente na estrutura
do mineral, o que causou alteracdo na carga permanente e consequentemente na

adsorcdo das bases. Na sequéncia da alteracdo da espécie de ferro, houve
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alteracdo na estrutura entre camada. Dessa forma os grupos funcionais da
montmorillonita, aluminol e silanol, interagiram com os grupos funcionais das bases

nitrogenadas.
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CAPITULO VI
SINTESE E CARACTERIZAGAO DE GOETHITA EM AMBIENTE PREBIOTICO:
UMA INVESTIGAGAO UTILIZANDO AMINOACIDOS PROTEICOS E NAO
PROTEICOS

1 RESUMO

O presente trabalho teve como obijetivo realizar a sintese de goethita em condigbes
de quimica prebidtica na presengca de aminoacidos protéicos e nao protéicos. A
temperatura do ambiente de sintese foi mantida a 70°C, contendo agua destilada e
agua do mar artificial na presenca ou auséncia dos aminoacidos (a-Ala, -Ala, Gly,
Cys, AIB), que poderiam ser encontrados na terra primitiva. Os resultados
mostraram que valores dos pHpcz aumentaram com a sintese em agua do mar
artificial e decresceram com o uso dos aminodacidos. As espectroscopias de FT-IR,
RPE e Raman, a microscopia (MEV) e a difratometria de raios X mostraram a
formagao de goethita nas condi¢cdes de sintese com Gly e Cys. As espectroscopias
de FT-IR, Mossbauer, RPE e Raman, e a MEV e a difratometria de raios-X
identificaram que somente hematita foi obtida quando a sintese foi realizada com
agua do mar artificial mais B-Ala e agua destilada mais 2-aminoisobutirico. Para as
outras sinteses foi obtida uma mistura de goethita e hematita. A interagcéo entre Cys
e Fe* da goethita analisada pelo SERS indicou alta complexidade. As bandas
devido a ligagdo da amida foram observadas para as amostras sintetizadas com Gly,
AIB e B-Ala. Esses resultados indicam que peptideos estariam sendo sintetizados
com os minerais. O espectro de RPE mostrou um aumento da intensidade da linha
de ressonancia para a sintese realizada com agua do mar artificial, devido a
interacdo do Fe®* com sais da agua do mar. A mais alta intensidade da linha de
ressonancia foi obtida para a sintese onde somente hematita foi sintetizada. As
imagens MEV mostraram somente morfologia acicular quando apenas goethita foi
sintetizada e para a hematita a forma hexagonal. As imagens MEV para as sinteses
de goethita com Cys mostrou agregados esféricos com algumas particulas
aciculares. O espectro Mdssbauer mostrou que somente goethita foi sintetizada em
agua destilada e com Gly. Os espectros RPE e Mdssbauer mostraram para a sintese
com agua do mar artificial uma substituicdo isomarfica do ferro pelos cations da agua
do mar. O Mdssbauer também mostrou que para a sintese da goethita com Cys
além do Bhf devido a goethita foi observado um dubleto devido a interagéo do ferro
com a agua do mar/Cys. Portanto os resultados mostraram que a sintese de goethita
€ influenciada ndao somente pelo pH e os ions em solugdo, mas também por
aminoacidos ndo protéicos (p-Ala, AlB) quais favorecem a formagao de hematita.

Palavras-chave: Quimica prebidtica. Aminoacidos. Goethita
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2 ABSTRACT

In the present paper the synthesis of goethita under conditions resembling those of
the prebiotic Earth was studied. The artificial seawater used contains all the major
elements e amino acids (a-Ala, p-Ala, Gly, Cys, AIB) could be found on the prebiotic
Earth. The pHpzc of goethitas increased with artificial seawater e decreased with
amino acids. In general no protein amino acids (B-Ala, AIB) favored the formation of
hematite. FT-IR, RPE e Raman spectroscopy, SEM e X-ray diffractometry showed in
any condition Gly e Cys favored the formation of goethita. As shown by FT-IR,
Mdssbauer, RPE e Raman spectroscopy, SEM e X-ray diffractometry only hematite
was obtained when the syntheses were carried out with artificial seawater plus B-Ala
e distilled water plus AIB. For the other synthesis a mixture of goethita e hematite
was obtained. As shown by SERS spectra the interaction between Cys e Fe*" of
goethita is very complex. Bes due amide bond were observed for the samples of
goethita synthesized with Gly, AIB e B-Ala. These results could be an indication that
peptides have been synthesized during the synthesis of goethita. RPE spectrum
showed an increase of the resonance line intensity for the synthesis of goethita with
artificial seawater, probably because interaction of iron with salts of the artificial
seawater. The highest resonance line intensities were obtained for the samples
where only hematite was obtained. SEM images showed when only goethita was
synthesized the images of the samples were acicular e when only hematite was
synthesized the images of the samples were spherical. SEM images for the synthesis
of goethita with lus Cys were spherical crystal aggregates with radiating acicular
crystals. Mdssbauer spectra showed that only goethita was synthesized in distilled
water e with Gly. RPE e Mdéssbauer spectra showed for the synthesis of goethita with
artificial seawater an isomorphic substitution of iron by seawater cations. Mdssbauer
spectra also showed that for the synthesis of goethita with Cys besides the Bhf due
to goethita a dubleto due to interaction of iron with artificial seawater/Cys was also
observed. It should be pointed out that RPE spectroscopy did not show this effect.

Keywords: Prebiotic chemistry. Amino acids. Goethita.

3 INTRODUGAO

As reacdes e compostos envolvendo o ferro sdo muito importantes
em varios campos da ciéncia e tecnologia assim como metalurgia, quimica pura,
medicina, quimica industrial, ciéncia do solo e ciéncia ambiental (Webb et al., 1999).
O ferro € o quarto elemento mais abundante da crosta da terra, os 6xidos sao
amplamente encontrados na natureza, estando presentes em solos, rochas, lagos,
rios, mares e organismos vivos (Wade et al. 1999; Bishop e Murad 2002; Cornell e
Schwertmann, 2003) assim como meteoritos, superficie de Marte e particulas
interplanetarias (Rietmeijer 1996; Catling e Moore 2003; Faivre e Zuddas 2006).

Para todos os 6xidos-hidroxidos e 6xidos de ferro a unidade basica sdo octaedros,
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onde cada atomo de Fe esta ligado a seis atomos de O ou OH (Cornell e
Schwertmann, 2003).

Na terra prebidtica existiam duas fontes de aminoacidos: a exégena,
0s aminoacidos sintetizados fora da terra e a enddgena, os aminoacidos sintetizados
na Terra. As fontes exdégenas (meteoritos, cometas, particulas interplanetarias) e as
fontes enddgenas (aguas hidrotermais, substancias em estado sélido aquecido pela
lava de vulcdes, impactos de meteoros, radiacdo e ou mistura de gases), poderiam
produzir uma grande quantidade e variedade de aminoacidos na Terra primitiva. De
acordo com uma revisao publicada por Zaia et al. (2008) os aminoacidos enddgenos
estdo mais préoximos da composigcdo dos aminoacidos de organismos vivos e 0s
aminoacidos exogenos possuem uma grande quantidade de aminoacidos né&o
protéicos. Entdo deve ser considerado que desde a formacao da Terra, minerais e
matéria organica sempre coexistiram. Assim os aminoacidos e 6xidos de ferro sao
substancias que poderiam ser facilmente encontradas na Terra prebiotica. De modo
que a questao da interacdo entre aminoacidos e 6xidos de ferro é importante para a
quimica prebidtica e consequentemente para entender como a vida surgiu na Terra.

Varios experimentos de sinteses de oxidos com
aminoacidos/peptideos tém sido feitos: goethita/Cys (Cornell et al., 1990), hematita/
L-Phe or L-Ser or L-Ala or L-GIn or L-Glu (Kandori et al., 2006), ferrihidrita-
lepidocrocita/ L-His or L-Thr or Cys, (Mantion et al., 2008), magnetita/L-Lys (Durmus
et al., 2009), hematita/L-Lys or D-Asn (Wang et al., 2009), magnetita/L-carnosina
(Durmus et al., 2011), hematita/L-Glu or L-Asp or L-Lys or D-Asn (Wang et al., 2011).
Como mostrado por Mantion et al. (2008) aminoacidos podem ser importantes para a
quimica de materiais, na estabilizacdo de fases de cristais de 6xidos de ferro. Cornell
et al. (1990) observaram que a Cys favoreceu a formacao de goethita. De acordo
com Durmus et al., (2009) o revestimento isolante da magnetita por Lys aumentou a
energia de ativagdo. Kandori et al. (2006) e Wang et al. (2009, 2011) observaram
que aminoacidos tem um efeito sob a forma e o tamanho de particulas de hematita.
Kandori et al. (2006) obtiveram hematitas esféricas usando L-Phe, L-Ser, L-Ala e
hematita elipsoidal usando L-GIn e L-Glu. De acordo com Wang, (2011) quando
aminoacidos acidos foram usados as nanoparticulas de a-Fe;O3; sofreram uma
torcao na sua estrutura, e para os aminoacidos basicos a forma das nanoparticulas
obtidas foram romboédricas. Eles também observaram que um aumento da

quantidade de aminoacidos na sintese diminui o tamanho de particula. A magnetita



107

sintetizada por Durmus et al., (2011) poderia ser usada para separacao de células,
diagnose e terapia de cancer.

No presente trabalho foi estudada a sintese de goethita em agua
destilada, agua do mar artificial, agua destilada mais aminoacido e agua do mar
artificial mais aminoacido. Os aminoacidos foram dissolvidos em agua destilada ou
em agua do mar artificial. A concentragdo de aminoacido usada foi de 100 % em mol
em relacéo ao Fe(NO3); e o pH inicial da sintese foi de 13.80. O pH inicial foi basico,
mas como revisado por Holm e Eersson (2005) e Holm et al. (2006), essa faixa de
pH e temperatura poderiam ser encontradas em ambientes hidrotermais. Como
revisado por Zaia et al. (2008) os aminoacidos (a-Ala, B-Ala, Gly, Cys, AIB) usados
nesse experimento poderiam ser encontrados na Terra primitiva. Os materiais
sintetizados foram caracterizados usando a espectroscopia de FT-IR, Raman,

Mossbauer, SERS e RPE, a microscopia (MEV) e a difratometria de raios-X.

4 OBJETIVO

Simular um ambiente prebidtico em meio basico para sintetizar o
oxido-hidroxido de ferro, goethita, em presenca de aminoacidos protéicos e néo
protéicos. O ambiente prebidtico foi constituido de agua do mar artificial, simulando
um ambiente hidrotermal e de aminoacidos protéicos e nao protéicos. Caracterizar a
interacdo de grupamentos presentes nos aminoacidos com os sitios de adsorgéo da
superficie da goethita por espectroscopias de Infravermelho, Raman, RPE e
Mdssbauer. A Difractometria de Raios-X também sera usada para caracterizar o
material sintetizado e a microscopia eletrdnica de varredura (MEV) para verificar

suas morfologias.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 AMINOACIDOS

Todos os aminoacidos foram adquiridos da Sigma. As abreviagdes
dos aminoacidos sao dadas de acordo com a recomendacdo da IUPAC-IUB
comissdo de nomenclatura bioquimica: a-Alanina/Ala, B-Alanina/p-Ala, Glicina/Gly,
Cisteina/Cys e acido 2-aminoisobutirico/AlB. A Tabela 1 mostra as propriedades dos

aminoacidos.

Figura 1 - Estruturas quimicas dos aminodacidos: a) a-Alanina, b) B-Alanina, c)

Glicina, d) Cisteina e €) acido 2-aminoisobutirico.
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Tabela 1 - Propriedades dos aminoacidos

Propriedades Cys a-Ala B - Ala AIB Gly
Peso molecular 121 89 89 103,1 75,07
pK1(-COOH) 1,92 2,34 3,55 2,36 2,35
pK2(-NH3) 10,46 9,87 10,24 10,21 9,78
pKr(R-group) 8,35 --- - - -
Pl 5,14 6,10 6,89 5,72 6,06
indice de Hidropaticidade 2,5 1,8 1,1 -0,4
Constante de estabilidade (K) 10,4 9,0 10,0

Propriedades dos aminoacidos Zirchrom (2011) e Lehninger (1984).

5.2 PREPARO DA AGUA DO MAR ARTIFICIAL

A agua do mar artificial foi preparada como descrito no capitulo I.
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5.3 SINTESES

Foram realizadas sinteses de goethita em agua destilada e goethita
em agua do mar, para servirem como padrdes para as sinteses de goethita em agua

destilada mais aminoacidos e goethita em agua do mar artificial mais aminoacidos.

5.3.1 Goethita em Agua Destilada

Um volume de 400 mL de KOH a 2,5 mol L™ foi homogeneizado a
1650 mL Fe(NOs); a 0,15 mol L™ em recipiente plastico. A mistura foi agitada
vigorosamente e a solugao foi deixada durante 60 horas a 70°C. O precipitado
formado foi filtrado e disperso em agua destilada para lavagem do material, esse
procedimento foi repetido por mais 5 vezes. Entao o precipitado foi liofilizado.

As caracteristicas fisico-quimicas de uma goethita: AH%= -560
(kd/mol), S° = 59,7 (J/Imol-K), AG%= -489,8 (kJ/mol), V° = 20,88 (cm®) (Majzlan et
al., 2003). O processo de obtencao da goethita pode ser representado pela seguinte
equacgao:

Fe3+(aq) + 30H" — Fe(OH)3 — a-FeOOHs) + H,0

5.3.2 Goethita em Agua do Mar Artificial, em Agua Destilada Mais Amino&cidos eEm

Agua do Mar Atrtificial Mais Aminoacidos

As sinteses em agua do mar artificial foram realizadas utilizando o mesmo
procedimento descrito para a sintese da goethita em agua destilada, substituindo a
agua destilada pela agua do mar artificial. Quando os aminoacidos foram utilizados
nas sinteses, a adi¢ao foi feita a 4gua destilada ou a agua do mar artificial.

O conteudo de cada aminoacido (a-Alanina, B-Alanina, Cisteina, acido 2-
aminoisobutirico e glicina) na solugdo de sintese foi de 0,15 mol L™, Kandori et al,
(2006).

5.4 PONTO DE CARGA ZERO

O ponto de carga zero foi determinado usando a equagéo pHyc, =
2pH KCI (1,0 mol L™") — pH agua destilada (Uehara, 1979).
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5.5 MEDIDA DE PH

Para as medidas dos pHs foi utilizada uma proporcdo de massa do

material/volume de solucio de 10:25.

5.6 CARACTERIZACOES

Os materiais obtidos foram caracterizados por espectroscopia
Raman, FT-IR, RPE, Mossbauer. Também foi feita a difratometria de Raios X e
microscopia eletrénica de varredura. As técnica utilizadas encontram-se descritas no

capitulo |.

6 RESULTADO E DISCUSSAO

A Tabela 2 mostra o pH da solugao depois da sintese e o ponto de
carga zero (pHpzc). O pHpcz para a goethita pura foi de 8,56 e da goethita
sintetizada em &agua do mar foi de 9,20, esses valores sdo considerados
consistentes com o da literatura (Cornell e Schwertmann, 2003; Kosmulski et al.,
2003). Como revisado por Kosmulski et al., (2003) a media do pHpcz para a goethita
pura foi de 8,32 com um desvio padréo de 0,89, outras misturas de FeOOH a média
do pHpcz foi de 7,25 com um desvio padrao de 0,77. Todos os 6xidos mostrados na
Tabela 2, com duas excecdes, estdo na faixa de pHpcz descrito por Kosmulski et
al., (2003). Quando a sintese de goethita foi feita com agua do mar artificial ou em
agua do mar artificial mais aminoacido, um aumento do pHpcz (0,66-1,94) foi
observado quando comparado com a goethita pura ou goethita com agua destilada
mais aminoacido (Tabela 2). O aumento do pHpcz significa que maior numero de
cargas positivas estdo sendo geradas na superficie do mineral. Essa caracteristica
torna o mineral sintetizado de grande interesse para a quimica prebi6tica, pois sua
superficie sera apta para adsorver um maior numero de moléculas com cargas
negativas (grupos COO" de aminoacidos) em meio mais alcalino. O aumento do
pHpcz foi devido aos cations da agua do mar artificial, que estao interagindo com a
estrutura do mineral, causando alteragbes na estrutura. Mohapatra et al. (2009)
também observaram um aumento do pHpzc quando se elevou a concentragao de
Mg?* na sintese de goethita. Em geral, o pHpcz da goethita sintetizada com

aminoacidos mostrou um decréscimo do pHpcz quando comparado a goethita pura
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(Tabela 2). A interacdo do aminoacido com Fe®*" da goethita diminui a carga positiva
do mineral, assim um decréscimo do pHpcz ocorre. Um decréscimo do pHpcz
também foi observado quando a goethita foi sintetizada com agua destilada mais
cisteina e com agua do mar artificial mais cisteina (Tabela 2). Cornell e Schneider
(1989) observaram que a cisteina promove a rapida formacao da goethita a partir da
ferrihidrita, provavelmente por causa da interacdo do grupo sulfidril da cisteina com o

Fe®*

Tabela 2- Resultados do pH da solugado apds a sintese da goethita pura, goethita
em agua do mar, goethita pura mais aminoacido e goethita em agua do
mar mais aminoacido e o pH do ponto de carga zero (pHyc.) para os

materiais.
Variagao da sintese pH PCZ
Pura 12,50 8,56
Com agua do mar 12,20 9,20
Glicina 11,10 9,21
Glicina+agua do mar 11,05 9,15
a-Alanina 10,97 8,06
a-Alanina+agua do mar 12,45 9,16
B-Alanina 10,54 7,51
B-Alanina+agua do mar 10,25 9,45
2-Aminoisobutirico 8,77 8,34
2-Aminoisobutirico+agua do mar 12,11 9,60
Cisteina 11,53 5,07
Cisteina+agua do mar 11,47 3,59

O pH inicial da reacao foi de 13,80 (KOH 2,5 mol L'1), apos a sintese
da goethita a faixa de pH foi de 8,77 a 12,50 (Tabela 2). De acordo com Cornell e
Schwertmann (2003) Quando a sintese de goethita é feita em pH abaixo de 12,00,
ocorre também a sintese de hematita. Entretanto, Cudennec e Lecerf, (2006)
mostraram que pH menor que (2-5) ou maior que (10-14) favorecem a formacgéao de
goethita enquanto que a hematita é favorecida em pH neutro (valores por volta de 7).
Quando o pH de sintese ficou acima de 11,0, foi observado, somente formagcao de
goethita (Tabelas 2, 3). Para a sintese da goethita com o aminoacido AIB mais agua

do mar artificial foi observada a formacdo de goethita e hematita (Tabela 3). Nas
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sinteses com B-Alanina em agua do mar e 2-Aminoisobutirico em agua destilada,
houve a formagao somente de hematita. Essa transformacédo pode ser atribuida a
transformacao topotatica da ferrihidrita de acordo com Cudennec e Lecerf, (2006),
pois no periodo de sintese ndo foi observado nenhuma formacgao de precipitado

amarelo, caracteristica da goethita.

Tabela 3 - Resultados da espectroscopia Raman para as sinteses na presenca ou
auséncia de agua do mar e aminoacidos

Variagao da sintese Goethita Hematita
Pura X
Com agua do mar X
Glicina X
Glicina+agua do mar X
a-Alanina X X
a-Alanina+agua do mar X
B-Alanina X X
B-Alanina+agua do mar X
2-Aminoisobutirico X
2-Aminoisobutirico+agua do mar X X
Cisteina X
Cisteina+agua do mar X

Durmus et al. (2009, 2011) observaram a interagao dos aminoacidos
com oOxidos de ferro usando FT-IR. Nas sinteses realizadas n&o foi possivel
caracterizar grupos funcionais dos aminoacidos por espectroscopia de
infravermelho, somente identificar as bandas caracteristicas dos minerais (Figura
nao mostrada). As bandas dos minerais se mostraram de grande intensidade o que
impossibilitou identificar qualquer banda relativa aos aminoacidos, considerando
assim que houve uma pequena adsorgao/incorporagcao dos mesmos nas estruturas
dos minerais. Entretanto, para a sintese usando a Cys foram identificadas bandas
nas mesmas regides das bandas caracteristicas do aminoacido. Foram observadas
bandas que correspondem as vibragdes CO,, NHs*, CH, e CS (Figura 1a). A

cisteina € um aminoacido que minerais adsorvem em maior quantidade (Lahav e
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Chang, 1976; Zaia, 2004; Benetoli et al., 2007), assim as bandas caracteristicas se
destacam em relagao as intensas bandas do mineral.

Figura 12 - Espectro FT-IR da goethita sintetizada com e sem a presenca de agua do
mar e Cisteina. Gt = goethita, Cys=cisteina, am=agua do mar
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A caracterizagao por espectroscopia Raman, utilizando o laser no
comprimento de onda 633 nm, mostrou somente bandas caracteristicas dos 6xidos e
hidroxidos e algumas bandas de baixa intensidade (Figuras ndo mostradas). Nessas
bandas de baixa intensidade nao foi possivel fazer atribuicdes devidas aos grupos
caracteristicos dos aminoacidos. Entdo a espectroscopia Raman, com efeito SERS,
foi usada por ser uma ferramenta conveniente para o material em analise, uma vez
que essa técnica intensifica o sinal Raman.

O espectro SERS da Cys (Figura 2) mostrou as seguintes bandas
680, 843, 866, 927, 973 (ombro) e 987, 1056, 1207, 1401, 1490 e 1509, e 1657 cm™
atribuidas a estiramento C-S, flexdo HCS, estiramento C-COO", flexdo HCN e HCH,
flexdo NCH, estiramento C4-N, CH; ‘twisting’, estiramento COO’, flexdo CH,, flexao
NH. (Fleming et al. 2009). Os espectros SERS das amostras sintetizadas com agua
destilada mais Cys e agua do mar artificial mais Cys, mostraram aumento das

bandas na regido de 981-990 e 981-1001 cm™ respectivamente, essas bandas foram
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atribuidas a flexdo do NCH (Figura 2). A banda em 1506 cm™ devido a flexdo do CH,
também sofreu intensificagdo nas sinteses com a cisteina (Figura 2). Os resultados
mostraram que os grupos funcionais da Cys estdo interagindo com o coloide de Ag.
O espectro SERS da Cys sélida mostrou bandas em 866 e 1402 cm™ devido ao
estiramento C-COO" e COO’, respectivamente. Fleming et. al., (2009) atribuiu a
banda em 1402 cm™ a interacdo entre o grupo carboxilato e as nanoparticulas
metalicas. Entretanto, essas bandas desapareceram quando a sintese foi realizada
com agua destilada mais Cys e com agua do mar artificial mais Cys (Figura 2). O
desaparecimento dessas bandas foi atribuido a interagdo da Cys com a goethita. O
espectro da Cys sdlida apresentou uma banda em 2577 cm™ que é devido ao
estiramento do grupo S-H. Para as amostras sintetizadas com Cys essa banda
despareceu (Figura ndo mostrada). Esse resultado indica a presenga de cistina ou a
forte interagdo do grupo sulfidrila da Cys com Fe>* ou ainda decomposicdo da Cys.
Entretanto os espectros das amostras ndo mostram a banda em 500 cm™ devido ao
estiramento do grupo S-S. Mas o espectro mostra uma banda em 470 cm™ que é
idéntico ao espectro do enxofre (Figura ndo mostrada). Entédo o desparecimento da
banda indica que houve uma decomposi¢ao da Cys além da interagdo com o Fe** do
mineral. Os resultados acima estdo mostrando que a interacéo da Cys com Fe®* na
sintese da goethita com e sem agua do mar artificial foi complexa.

A Figura 2 mostra o espectro SERS da Gly e GlyGly e as goethitas
sintetizadas com agua destilada mais Gly e com agua do mar artificial mais Gly. O
espectro SERS da Gly mostrou as seguintes bandas 495, 601, 694, 891, 1033,
1107, 1138, 1321, 1411, 1439, 1455, 1501 (ombro), 1514, 1570, 1622, 1668,
2620/2904 e 2970/3007 cm™ atribuidas a flexdo do COO", COO™ ‘wagging’, tor¢do
NH,, estiramento C-C, estiramento C-N, NH; ‘twisting’, estiramento C,-CN, CH>
‘wagging’, estiramento simétrico C-COO’, flexdo HCN e HCH, estiramento C-C,
flexdo NH,, balanco NH;, estiramento assimétrico COO’, flexdo NH;, estiramento
C=0, estiramento NH;" e estiramento CH, (Zhu et al. 2011; Xiaojuan et al.2010; Suh
e Moskovits, 1986). O espectro SERS da GlyGly (Figura 2) mostrou as seguintes
bandas 577-595, 630-680, 840, 883, 920, 1008, 1043, 1135, 1245, 1315, 1401,
1505, 1550, e 1647 cm™ que sao atribuidas a amida V/VI/VII, amida 4, 3(NH,),
deformagédo C-C, estiramento C-COOQO", estiramento C-NH;, t(NH»), NH, ‘twisting’,

amida 3, CgH, estiramento simétrico COO", amida II' amida Il e amida | (Aréas e
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Kawano, 1991; Chen et al., 1996). O espectro da sintese com agua destilada mais
Gly e agua do mar artificial mais Gly mostrou bandas intensas em 475, 553, 680,
995, 1050, 1117 e 1355. Essas bandas nao puderam ser caracterizadas como sendo
a Gly ou GlyGly. O espectro da amostra de goethita sintetizada com agua do mar
artificial mais Gly mostrou uma banda larga que vai de 1550 a 1664 cm™, com varios
ombros que sao atribuidos a amida | e amida Il. Os espectros das amostras também
mostraram bandas fracas na regido de 577 e 680 cm” que também podem ser
atribuidas as amidas 1V, V, VI e VII (Aréas e Kawano, 1991; Chen et al., 1996).

A Figura 2 mostra o espectro SERS do acido 2-aminoisobutirico
(AIB) e da goethita sintetizada com agua destilada mais AIB e agua do mar artificial
mais AIB. Uma banda intensa em 1230 cm™ na amostra de goethita sintetizada em
agua destilada mais AIB e agua do mar mais AIB é devido a hematita (Figura 2,
Tabela 3). O espectro SERS do AIB (Figura 2) mostrou as seguintes bandas 538-
797 (COO deformacao de angulo/rocking’, CN ‘twisting’, C-CHjz estiramento
simétrico, NC,C deformacdo, NH, ‘wagging’, 882-1092 (C-C estiramento, CH,
‘wagging’), 1197-1368 (NH deformacé&o de angulo, (H3)C-C estiramento simétrico, N-
C, estiramento), 1414 (COO" estiramento simétrico), 1446-1528 (CH3 deformacgao de
angulo assimeétrica, CHs deformagdo, NH; deformagado), 1594-1660 (NH;
deformagédo assimétrica, C=0 estiramento, CN estiramento, C,CN deformacgéao)
(Dwivedi e Krimm, 1984). O espectro SERS da goethita sintetizada em agua
destilada mais AIB e agua do mar mais AIB mostrou bandas em 497, 610, 657, 751,
815, 934, 1042, 1109, 1182, 1430-1526. Também foram observadas bandas em
1584 cm™ e 1575, 1613 e 1654 cm™ para as amostras em agua destilada mais AIB e
agua do mar mais AlB, respectivamente. Entretanto, nenhuma dessas bandas estéao
no mesmo comprimento de onda para as bandas encontradas no AIB sdlido. As
bandas aparecem deslocadas para maiores ou menores comprimentos de onda
(Figura 2). O SERS das amostras de goethita sintetizada com agua destilada mais
AIB e agua do mar mais AIB mostraram bandas caracteristicas de amida 1(1600-
1700 cm™), amida Il (1480-1580 cm™), amida IIl (1230-1300 cm™) e amida IV (630-
780 cm™) (Aréas e Kawano, 1991).
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Figura 2 - Espectros Raman da goethita sintetizada em agua destilada e em agua

do mar artificial mais aminoacidos. (a)Gt =goethita, Hm

hematita, (b)

Gly = glicina, (c)a-Ala = alanina, (d)B-Ala = B-alanina, (e)Cys = cisteina,

Cis = cistina, (f) AIB = acido 2-aminoisobutirico, am = agua do mar
artificial.
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A Figura 2 mostra o espectro SERS da a-Ala sdlida e das goethitas
sintetizadas com agua destilada mais a-Ala e agua do mar artificial mais a-Ala. O
espectro SERS da a-Ala (Figura 2) mostrou as seguintes bandas 850, 917, 1015,
1112, 1146, 1233, 1362, 1375, 1409, 1460, 1482-1549, 1596 e 1650 cm™ atribuida
ao estiramento do C-CHjs;, estiramento C-COQO", CH3; ‘rocking’, estiramento CN, NH,
‘twisting’, NH3" ‘rocking’, deformacédo simétrica CHs, deformacdo assimétrica CHs,
estiramento COO’, CHs rocking’, CH ‘rocking’, deformagdo NCC e deformacao
CgC.C (Kapitan et al., 2006). A intensa banda na regido de 850 cm™ é considerada
uma banda que caracteriza a a-Ala (Zhu et al.,, 2011), porém, nos materiais
sintetizados essa banda desapareceu. O espectro SERS da amostra de goethita
sintetizada em agua destilada mais a-Ala mostrou as seguintes bandas 530-568,
609, 637-692, 1375, 1409, 1460, 1482, 1500, 1596, 1650. Para a amostra de
goethita sintetizada em agua do mar mais a-Ala foram observadas as seguintes
bandas 474-619, 650-686, 756-864, 1375, 1409, 1477, 1495, 1500, 1610 e 1650. O
espectro SERS mostrou que as bandas das amostras foram deslocadas em relagao
ao aminoacido puro. No entanto, algumas bandas podem ser atribuidas a a-Ala
(1375, 1409, 1460, 1477-1500, 1650 cm™). Os deslocamentos causados nas
bandas do aminoacido sdo atribuidos as interacdes entre o aminoacido e mineral.
As bandas devido ao grupo amino/CN (1112, 1146, 1233 cm™) e C-CHs (850 cm™)
nao estdo intensificadas pelo efeito SERS provavelmente porque esses grupos
estéo interagindo com o ferro da goethita.

A Figura 2 mostra o espectro SERS da B-Ala sdlida e da goethita
sintetizada em agua destilada mais B-Ala e agua do mar artificial mais B-Ala. A
intensa banda em 1320 cm™ nas duas sinteses é devida a presenca de hematita na
fase mineral (Figura 2, Tabela 3). O espectro SERS da (-Ala mostrou as seguintes
bandas 535/584, 607/654/706/736, 845/873, 934, 990, 1060, 1130/1155, 1161, 1264,
1295, 1334, 1393/1405/1429/1447, 1463, 1523/1555 e 1634/1684 cm™ atribuidas a
torcdo NH3* e COO™ ‘rock’, deformacdo COO°, estiramento C-C, estiramento
simétrico C-N, deformacdo rock CH,, estiramento assimétrico C-N, NHs;" ‘rock’,
deformagdo ‘rock’CH,, NH3;" ‘rock’, CH, angular, CH, deformagdo ‘wagging’,
deformacdo CqH, e estiramento simétrico COO’, deformacdo CgH,, deformacédo
simétrica do NHs" e estiramento assimétrico NHz" (Berezhinsky et al., 1998). Nao foi
possivel fazer atribuicido das bandas do espectro SERS para as amostras de

goethita em agua destilada mais p-Ala e agua do mar artificial mais (3-Ala, pois elas
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estavam deslocadas em relacdo a B-Ala solida. No entanto as bandas devido as
amidas para essas amostras estavam nas seguintes regides: 1600-1700 cm™ (amida
), 1480-1580 cm™ (amida I1), e 630-780 cm™ (amida IV) (Aréas e Kawano, 1991).

A Figura 3 mostra o espectro de RPE para a goethita sintetizada em
agua destilada, agua do mar artificial, agua destilada mais aminoacidos e agua do
mar artificial mais aminoacidos. Para a goethita sintetizada em agua destilada o
espectro de RPE mostrou uma fraca linha de ressonancia em g = 2 (intensidade
0,01) (Figura 3). Esse resultado estd de acordo com o obtido por Guskos et al.
(2002), no qual a goethita exibe estado antiferromagnético a temperatura ambiente.
Na goethita antiferromagnética, os spins estao orientados ao longo do eixo-b com os
spins alternados para cima e para baixo na cadeia octaédrica (Cornell e
Schwertmann, 2003). No entanto, goethita sintetizada em agua do mar artificial
mostrou uma maior intensidade da linha de ressonancia em g = 2 (intensidade 3,47)
(Figura 3).

Como mostrado nos espectros de FT-IR e Raman (Tabela 3) e na
difratometria de Raios X (Figura 4) somente foi sintetizada a goethita, sem a
presenca de outras fases. O aumento na intensidade dessa linha foi atribuida as
interacdes entre Fe*" e seus vizinhos (0%, OH", cations da agua do mar -Ca**-Mg**)
na rede cristalina. Os ions Ca?* e Mg?* da agua do mar artificial podem entrar na
rede cristalina causando a troca dos ions de Fe por esses ions. Esses ions podem
também ficar oclusos na estrutura da goethita, causando uma distor¢do da estrutura
octaédrica, causando entdo o aumento na intensidade da linha no espectro de RPE.
Assim um aumento da intensidade da linha de ressonancia foi devido as interacdes
entre Fe*" e Ca?*/Mg?*. As amostras de goethita sintetizada em agua destilada mais
Gly (intensidade 0,01) ou Cys (intensidade 0,02) e agua do mar artificial mais Gly
(intensidade 0,01) ou Cys (intensidade 0,02) mostraram uma fraca intensidade da

linha (Figura 3).
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Figura 3 - Espectro de RPE da goethita sintetizada em agua destilada e em agua

do mar artificial mais aminoacidos. () = intensidade de ressonancia, linha
Fe®* g = 2, (a)Gt =goethita, ,(b) Gly = glicina, (c)a-Ala = alanina, (d)p-Ala
= B-alanina, (e)Cys = cisteina, Cis = cistina, (f) AIB = acido 2-
aminoisobutirico, am = agua do mar artificial.
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Nas sinteses com Gly e Cys foi observado que esses aminoacidos

preveniram a interacdo entre Fe** e Ca*/Mg?. Provavelmente Gly esta

complexando os ions CazJ'/Mg2+ impedindo que esses ions figuem adsorvidos ou

substituam o Fe®* na estrutura cristalina, o que poderia causar o efeito

ferr

omagnético (Smith et al., 1985).
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No sistema com a Cys o grupo sulfidrila pode formar um complexo
de esfera interna com o Fe, o que permitiria a precipitagao da goethita, o que esta de
acordo com Cornell e Schwertmann, (2003). Novamente deve ser ressaltado que o
espectro de FT-IR e Raman (Tabela 3) e a difratometria de Raios X (Figura 4) n&o
mostrou outro 6xido além da goethita nessas sinteses. Para as sinteses da goethita
com agua destilada mais a-Ala e agua do mar artificial mais a-Ala o espectro de RPE
mostrou um aumento de intensidade para a linha em g = 2, provavelmente devido a
formagao de hematita (Tabela 3, Figura 3). A intensidade da linha de ressonancia foi
maior na amostra com agua do mar mais a-Ala do que em agua destilada,
provavelmente devido ao efeito do Ca?*/Mg®" na estrutura da goethita e hematita
(Figura 3). A intensidade da linha de ressonéncia para as sinteses da goethita em
agua destilada mais B-Ala foi menor do que para a sintese com agua do mar artificial
mais B-Ala. A maior intensidade € atribuida a presenga de hematita, sabendo que
somente essa fase foi sintetizada nesse caso, como mostrado pelos espectros FT-IR
e Raman (Tabela 3) e difratometria de Raios X (Figura 4). Avaliando a intensidade
da linha de ressonéncia para a amostra de goethita sintetizada em agua destilada
mais B-Ala (3,65) e para a amostra em agua destilada mais a-Ala (0,16), em (-Ala foi
maior por apresentar uma hematita de melhor cristalinidade (Figure 3) e de maior
tamanho de particula (Zysler et al., 2003). A intensidade da linha de ressonancia da
amostra de goethita sintetizada com agua destilada mais AIB foi maior do que para a
amostra com agua do mar mais AIB, porque na primeira sintese foi obtido somente
hematita (Tabela 3, Figuras 3, 4). Em geral, como mostrado anteriormente (Tabela 3)
os resultados de RPE também revelam que os aminoacidos nao protéicos estao
favorecendo a formacgao de hematita e o protéicos a formacao de goethita.

A Figura 4 mostra os difratogramas de Raios X da goethita
sintetizada com agua destilada, agua do mar artificial, agua destilada mais
aminoacidos e agua do mar artificial mais aminoacidos. Através da observacédo dos
difratogramas de raios X juntamente com as anadlises dos espectros de FT-IR e
Raman (Tabela 3) confirma-se a sintese goethita quando o mineral foi sintetizado
com: agua destilada, agua do mar artificial, agua destilada mais Gly ou Cys, agua do
mar artificial mais Gly ou Cys. Nos demais materiais sintetizados os difratogramas de
raios X confirmaram a presenca da mistura de goethita e hematita (Tabela 3, Figura
4).
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Figura 4 - Difratogramas de raios X das sinteses em agua destilada e em agua do mar artificial mais aminoacidos, mostrando a
variagdo na mineralogia promovida pela adicdo dos diferentes aminoacidos. ad= agua destilada, am = agua do mar
artificial, Gly = glicina, a-Ala = alanina, -Ala = B-alanina, Cys = cisteina, AIB = acido 2-aminoisobutirico. As fases estao
indicadas pelas siglas, Gt = goethita, Hm = hematita, S= enxofre.
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A Figura 5 (a e b) mostra as imagens de microscopia eletrénica de
varredura (MEV) da goethita sintetizada com agua destilada e agua do mar artificial.
Para a goethita sintetizada em agua destilada, como esperado a morfologia foi
acicular (Cornell e Schwertmann, 2003; Villalobos et al., 2009). Para a sintese em
agua do mar artificial, apesar da solugao conter uma grande concentragcéo de ions
nenhuma alteracdo da morfologia foi notada comparando-se a sintese padrédo, em
agua destilada. A Figura 5 (c e d) mostra a morfologia para a sintese realizada na
presenga de glicina em agua destilada e agua do mar artificial. Nota-se nas imagens
que a morfologia acicular ndo sofreu nenhuma alteragcdo devido a adigao do
aminoacido. Para a sintese da goethita com agua destilada mais Cys (Figuras 6a e
b) e agua do mar artificial mais Cys (Figuras 6¢ e d), foram observados agregados
esféricos com algumas particulas aciculares. Nas sinteses utilizando os aminoacidos
a-alanina e [-alanina, Figura 7 (a e b) e (c e d) foram verificadas morfologias
aciculares, hexagonais e agregados esféricos e elipsoidais, como presenga de
goethita e hematita no material. Para a sintese da goethita em agua destilada mais
AIB, foram observadas particulas hexagonais, com formacdo de agregados
esféricos, como resultado da formacado de hematita (Figura 8a). A formacado dos
agregados esféricos € resultado da troca de ligante do grupo carboxilico do
aminoacido na superficie do grupo O? da hematita. Kandori et al. (2006)
observaram hematitas esféricas quando a sintese foi realizada com aminoacidos. Os
mesmos autores afirmam que a morfologia da hematita depende das constantes de
estabilidade dos aminoacidos e que essa varia de acordo com a capacidade que o

. y . y 3+ .
aminoacido terd& para se complexar com o Fe do  mineral.
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Figura 5 -Imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV). a) goethita
sintetizada em agua destilada, b) goethita sinteitzada em agua do mar
artificial, c) goethita sintetizada em agua destilada mais glicina e d)
goethita sintetizada em agua destilada mais glicina.
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Figura 6 - Imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV). a) e b) goethita
sintetizada em agua destilada mais cisteina, em duas intensificagbes, c) e
d) goethita sinteitzada em agua do mar artificial mais cisteina, em duas

intensificagdes.

10.0 pm
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Imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV). a) goethita
sintetizada em agua destilada mais a-alanina, b) goethita sinteitzada em
agua do mar artificial mais a- alanina, c) goethita sintetizada em agua
destilada mais mais B-alanina e d) goethita sintetizada em agua do mar
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Figura 8 - Imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV). a) goethita
sintetizada em agua destilada mais AIB, b) e c) goethita sinteitzada em
agua do mar artificial mais AIB.

A Tabela 4 e a Figura 9 mostram os resultados obtidos por
espectroscopia de Mdssbauer para as sinteses dos minerais com agua destilada e
com agua do mar artificial com e sem adicdo de aminoacidos. O valor do campo
magnético (Bhf) para a goethita em agua destilada foi de 33,6, com 100 % de area
mostrando que foi sintetizado apenas goethita. Barrero et al. (2006) usando
Fe(NO3); como precursor da goethita observou um valor de 37,0 T para o Bhf,
mostrando que as propriedades magnéticas hiperfinas dependem das condigbes de
sinteses. O resultado da espectroscopia Mdssbauer esta de acordo com os demais
resultados obtidos usando FT-IR, Raman e RPE (Tabela 3, Figura 3), difratometria

de raios X (Figura 4). Para a goethita sintetizada com agua do mar artificial foi



127

observado um decréscimo no valor do Bhf, assim como um dubleto cuja area foi de
20% do total, o que indica que houve uma substituicdo isomérfica do ferro por
cations da agua do mar (Tabela 4), ou ainda que a agua do mar impediu
cristalinizagdo da goethita. O espectro RPE dessa amostra também mostrou uma
mudancga na goethita quando essa foi sintetizada com agua do mar artificial (Figura
3), um aumento na intensidade da linha g = 2, mostrando que esse material ndo é
antiferromagnético. Para a goethita sintetizada em agua destilada mais Gly e agua
do mar artificial mais Gly, os valores dos Bhf foram os mesmos da goethita
sintetizada com agua destilada, ou seja, com 100% de area, mostrando somente a
presenca de goethita. Os resultados obtidos estdo de acordo com as demais
técnicas utilizadas para a caracterizagao do material, FT-IR, Raman e RPE (Tabela
3, Figura 3) e difratometria de Raios X (Figura 4). Para a sintese com agua destilada
mais a-Ala ou B-Ala foi obtido goethita e hematita com areas de 57,1/42,9 % e
79,8/20,2 %, respectivamente. A hematita mostrou um sexteto com valor de Bhf de
51. Para a goethita com agua do mar artificial mais a-Ala o material sintetizado
mostrou ambos os minerais, goethita e hematita. Um dubleto também foi observado
devido a interagdo do ferro com os cations da agua do mar (Tabela 4). Esse
resultado indica que, mesmo na sintese de hematita os ions presentes interagem
com o mineral, o que pode levar a alteragdo na formacao do mesmo. A amostra de
goethita sintetizada com agua do mar artificial mais p-Ala mostrou a formagéao de
hematita com valor de Bhf 47,8 (Tabela 4). Em geral o valor do Bhf para a hematita
foi de 51, no entanto baixos valores poderiam indicar uma substituicdo isomorfica
(Berqud et al., 2007). Para a amostra de goethita sintetizada com agua destilada
mais AlB, foi observado um sexteto (Bhf 51) com area de 96 % devido a hematita e
um dubleto com area de 4 % provavelmente devido a interagéo do ferro com o AIB
(Tabela 4). A hematita também foi detectada por outras técnicas (Tabela 3, Figuras
3, 4). Para a amostra de goethita sintetizada com agua do mar artificial mais AlB, foi
observado uma distribuigdo (Bhf 25) devido a goethita, dois sextetos (Bhf 49 e 51)
devido a hematita com diferentes cristalinidades e um dubleto provavelmente devido
a interagdo do ferro com cations da agua do mar (Tabela 4). As técnicas de FT-
IR/Raman (Tabela 3) e RPE (Figura 3) e difratometria de raios X (Figura 4) também
mostraram hematita e goethita nas sinteses. Para a goethita sintetizada com agua
destilada mais Cys e agua do mar artificial mais Cys, foi observada uma distribuicao

(Bhf 32,4 e 30,9) devido a goethita e um dubleto devido a interacdo da Cys com
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ferro. A interacao do ferro com Cys foi também observada usando SERS (Figura 2).
Para essas sinteses as outras técnicas detectaram apenas goethita (Tabela 3,

Figuras 3,4).

Tabela 4 - Parametros hiperfinos de Mdssbauer e area subspectral para as sinteses
de goethita em agua destilada e em agua do mar, com e sem a adigao de
aminoacidos.

Sintese Sub- r 5 A Bhf Area
espectro (mm/s) (mm/s) (mm/s) (T) (%)
Agua destilada Dist 0,3 0,37 -0,26 33,6 100
am Dist 0,3 0,37 -0,27 30,2 80,2
Dubleto 0,49 0,35 0,61 - 19,8
Gly Dist 0,3 0,37 -0,27 33,6 100
Gly + am Dist 0,3 0,37 -0,26 32,7 100
a-Ala Dist 0,3 0,37 -0,27 359 57,1
Sexteto 0,36 0,37 -0,2 51,1 429
Dist 0,3 0,37 -0,26 30,8 83,2
a-Ala + am Dubleto 0,77 0,38 065  -—- 12,1
Sexteto 0,36 0,35 -0,21 50,8 4,7
6-Ala Dist 0,3 0,37 -0,26 36,1 79,8
Sexteto 0,36 0,37 -0,17 51,2 20,2
B-Ala + am Dist 0,3 0,38 -0,19 478 721
Dubleto 0,52 0,34 063  -—-- 27,9
AIB Dubleto 0,3 0,33 059 - 4
Sexteto 0,43 0,37 -0,21 51 96
Dist 0,3 0,37 -0,26 25 55,5
Dubleto 0,3 0,37 0,58 - 3,5
AlIB + am
Sexteto 0,33 0,37 -0,21 51 29,4
Sexteto 0,51 0,38 -0,22 49 11,6
Cys Dist 0,3 0,37 -0,27 324 91,6
Dubleto 1 0,37 047 - 8,4
Dist 0,3 0,37 -0,26 30,9 90,8
Cys + am
Dubleto 0,36 0,37 0,57 - 9,2

am = agua do mar artificial, Gly = glicina, a-Ala = a-alanina, B-Ala = B-alanina, Cys
cisteina, AIB = acido 2-aminoisobutirico, I' = largura a meia altura da linha espectral,
deslocamento isomérico (relativo ao a-ferro), A = desdobramento quadrupolar, Bhf = campo
magnético hiperfino, Area = contribuicdo relativa de cada componente.
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Figura 9 - Espectros MoOssbauer para as sinteses de goethita em agua destilada e
em agua do mar, com e sem a adicdo de aminoacidos Gt = goethita, am
= agua do mar artificial, Gly = glicina, a-Ala = a-alanina, -Ala = -alanina,
Cys = cisteina, AIB = acido 2-aminoisobutirico
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7 CONCLUSOES

Os pHpcz das sinteses em agua do mar artificial foram sempre mais

elevados do que em agua destilada. Esse aumento foi devido aos sais que compde

a agua do mar artificial. Ja a goethita sintetizada com os aminoacidos mostrou um

decréscimo para os valores de pHpcz. Nesse caso a interagdo dos aminoacidos

com Fe** da goethita faz diminuir a carga positiva do mineral.

Os resultados das analises dos espectros Raman, Mossbauer e RPE

e a difratometria de raios X, mostraram que na sintese de goethita em agua

destilada, em agua do mar artificial, agua destilada mais Gly ou Cys e agua do mar

artificial mais Gly ou Cys houve somente a formac&o de goethita.

Quando a goethita foi sintetizada em agua do mar mais 3-Ala e agua

destilada mais AIB, foi observado pelas técnicas de Raman, Mdssbauer e RPE e a
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difratometria de raios X somente hematita. Para as demais sinteses foram obtidas
uma mistura de goethita e hematita.

A analise do espectro SERS para a sintese em agua destilada mais
Cys e agua do mar artificial mais Cys, mostrou que a interacéo entre Cys e Fe** da
goethita envolveu a decomposicao e interagao entre Cys com Fe3*.

Foram observadas bandas no espectro SERS devido a amida para
as amostras sintetizadas em agua destilada e em agua do mar artificial mais Gly,
AIB e B-Ala. Esses resultados indicaram que peptideos estdo sendo formados
durante a sintese dos minerais.

Para as amostras de goethita sintetizada com agua destilada mais a-
Ala e agua do mar artificial mais o-Ala as bandas devido ao grupo amino/CN e C-
CH3 nao foram intensificadas pelo efeito SERS. Esse resultado foi atribuido a forte
interacado entre os grupos e o ferro na estrutura do mineral.

Quando apenas goethita esteve presente apos a sintese as imagens
SEM mostraram apenas morfologia acicular para o mineral. Quando hematita foi
sintetizada a morfologia foi hexagonal com agregados esféricos. As imagens SEM
para a sintese de goethita com agua destilada mais Cys e agua do mar artificial mais
Cys mostraram agregados esféricos com algumas particulas aciculares. Para outras
sinteses da goethita foi observada a mistura de formas aciculares e esféricas.

A formagéo da goethita ou hematita e sua morfologia foi dependente
do meio, do pH e do aminoacido. Os aminoacidos ndo protéicos favorecem a

formacgao de hematita e os protéicos de goethita.
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1 CONCLUSAO GERAL

Uma das questdes que tem preocupado o Homem € a natureza da
vida. A vida nado exprime uma facil definicdo. As células que constituem um
organismo existem porque elas possuem uma caracteristica individualizada que as
separam de um ambiente exterior, existindo uma seletividade para elementos de
interesse. Entdo, as reagbes que originam a vida, se processam em um sistema
protegido. A hipotese de Bernal de que, os minerais tiveram uma importante
contribuicdo na origem da vida, reflete o pensamento de que reagdes poderiam
ocorrer nas superficies ou no interior de minerais, protegidas de ambientes
extremos, o que levaria a quebra/degradacdo de moléculas mais complexas.
Seguindo o raciocinio de Bernal, as reagdes entre moléculas organicas e minerais
estariam simulando um ambiente primitivo de formacdo da vida. Nessa linha de
pensamento, se pode considerar que as variaveis envolvidas no estudo de quimica
prebiotica sdo dependentes (ambiente, complexidade, fluxos, etc) e ndo podem ser
estudadas isoladamente.

Entdo, entender o ambiente de formacdo de um mineral, na
presencga de moléculas orgéanicas é de tamanha relevancia como descrito no capitulo
VI. Os resultados desse capitulo mostraram que o ambiente ndo s6 alterou a
sintese mineral como, também, alterou a sua morfologia. Também foi mostrado que
existe a presencga de peptideos na superficie mineral e que esses foram formados na
presencga de uma solugao salina, simulando a agua do mar. Desse modo a presenca
desses tipos de minerais obtidos foram importantes para auxiliar a formagao da
ligacao peptidica, uma vez que em agua a formagao dessa ligagao nao é favorecida.

Verificou-se que os mineriais (zedlitas e montmorillonitas), capitulos
lll e V, foram capazes de adsorver moléculas organicas. O grau de interacao entre
moléculas organicas e minerais foi variavel de acordo com cada caracteristica
individual do mineral. Entdo, existindo diferentes ambientes na Terra primitiva, seria
possivel que a presenca de um determinado mineral favorecesse nao s6 a formacao
de aminoacidos especificos as condigdes como também, a formagao de organismos

adaptados.
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2 PERSPECTIVA PARA FUTUROS TRABALHOS

Futuramente, podem ser estudadas possiveis interacbes de
moléculas organicas com os minerais, sintetizando o material em uma mistura de
aminoacidos.

Um estudo utilizando varias composi¢des de agua do mar artificial
(enfocando varios estadios da quimica prebidtica) na presenca de minerais devera,
também, ser util para avaliar a contribuicdo das fases minerais que poderiam ser
formadas e aquelas solubilizadas, e a influéncia sobre a presenca de determinados
aminoacidos.

Também sera util o estudo de uma mistura de minerais, que
poderiam contribuir diferentemente para a quimica prebiética, como aqueles que séo
capazes de adsorver moléculas organicas e aqueles que sao capazes de degradar

essas mesmas moléculas.



138

APENDICE



139

1. Experimento para verificar o limite de detec¢ao das bandas caracteristicas
dos aminoacidos em FT-IR e Raman.

Foi realizado um experimento para verificar o limite de detec¢ao das

bandas caracteristicas dos aminoacidos em FT-IR e Raman.
Preparo das amostras

Para as amostras de aminoacidos mais o mineral foram feitas diluicbes para
verificar a capacidade de deteccado dos equipamentos. Foram preparadas amostras
nas concentragdes de 0,2; 1,0; 3,5; 5 e 18% de aminoacido em goethita. Uma massa
100 mg da goethita foi homogenizada com uma massa de aminoacido equivalente a
0,01 mol de aminoacido e a partir dessa mistura foram preparadas as demais

concentragoes.
Espectroscopia de Infravermelho

Os espectros foram obtidos usando um FT-IR 8300 Shimadzu com
pastilha de KBr, resolucéo espectral de 4 cm™ e 95 scans de 400 a 4000 cm™. Os
espectros foram feitos com aminoacidos puros e em mistura com goethita. Uma
massa de 10 mg das amostras mais 200 mg de KBr foram macerados e
homogeneizados. Entdo 100 mg desse material macerado foi pesado e prensado
para obter a pastilha. Os espectros foram analisados pelo programa Origin (5.0,
2001).

Espectroscopia Raman

Os espectros Raman foram obtidos das amostras 0,2; 1,0; 3,5; 5 e
18% usando um Raman Spectrometer DeltaNu com laser em 532 nm e resolugéo
espectral de 8 cm™. O software DeltaNu'’s, foi usado para remover a fluorescéncia.
Foi utilizado o coloide de borohidreto de sédio para o efeito SERS. Uma pequena
quantidade de amostra foi colocada sobre uma paca de vidro e em seguida algumas

gotas do coloide, a amostra foi homogeneizada até que obter uma pasta.
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Resultados

No Grafico 1 estd apresentado o espectro de FT-IR para os
aminoacidos puros utilizados nos experimentos da tese. Verificou-se que as bandas
caracteristicas dos aminoacidos sao evidentes Quando os aminoacidos puros estéao
em pastilha de KBr. Dessa forma foi escolhida a Cisteina e a Glicina para verificar a

capacidade de deteccdo das bandas caracteristicas.

Figura 1 - Espectros de FT-IR para os aminoacidos puros em pastilha de KBr.
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No grafico 2 estdo apresentados os espectros de infravermelho da Goethita
pura, dos aminoacidos e das diluigdes dos aminoacidos em goethita, sendo 2a para

a cisteina e 2b para a glicina. Observou-se que foi possivel identificar as bandas
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caracteristicas dos aminoacidos somente até uma concentragdo maxima de 5% com

ambos os aminoacidos.

Figura2 - Espectro de FT-IR do experimento de diluigdo da cisteina (A) e glicina
(B) em goethita. As concentragdes de aminoacido em goethita sdo 0,2;
1,0; 3,5; 5e 18%
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No grafico 3 estdo apresentados os espectros Raman com efeito
SERS da Goethita pura, dos aminoacidos e das diluicdes dos aminoacidos em
goethita. Para os espectros Raman devido ao efeito SERS foi possivel identificar e

caracterizar as bandas dos aminoacidos em concentragdo maior que 1% no mineral.
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Figura 3 - Espectro Raman do experimento de diluicdo da cisteina e glicina em
goethita. As concentragdes de aminoacido em goethita sao 0,2; 1,0; 3,5;
5e18% .
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