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RESUMO 

 

Melaninas são bio-oligômeros de ocorrência natural que podem ser 

encontradas na pele, no cabelo, nos olhos, no cérebro e também em 

alguns animais marinhos. Entretanto, a extração das melaninas naturais 

nem sempre é viável devido ao custo elevado dos reagentes utilizados e 

normalmente obtém-se um baixo rendimento no processo. Neste 

contexto, destacam-se as melaninas sintéticas, que podem ser produzidas 

em laboratório com um custo mais baixo e considerável rendimento. 

Um dos precursores das melaninas sintéticas é o L-3,4-

dihidroxifenilalanina conhecido como L-DOPA que livre em condições 

reacionais produz a eumelanina, responsável pela coloração escura e em 

presença de cisteína produz a feomelanina, que dá origem a coloração 

mais clara, esses precursores se agregam entre 3 a 9 unidades indol para 

formar a estrutura oligomérica da melanina. 

Neste contexto, este trabalho tem por objetivo descrever a preparação, 

purificação e caracterização de melaninas quimicamente modificadas 

pelos aminoácidos serina, treonina e cisteína (feomelaninas), a fim de se 

obter os compostos ser-DOPA, thr-DOPA e cys-DOPA respectivamente 

e seus complexos de Cu(II) e Zn(II), bem como descrever as interações 

com o corante catiônico azul de metileno avaliando suas toxicidades e 

atividades antioxidantes. 

A caracterização espectroscópica das melaninas modificadas mostrou a 

presença de três grupamentos majoritários: ácido carboxílico, quinona-

imina e catecol. Estudos em solução por titulação potenciométrica 

mostraram a presença do grupamento tiol na melanina cys-DOPA, e 

todas as melaninas apresentaram baixa toxicidade em células NIH-3T3  

com uma relevante atividade antioxidante tendo destaque para a ser-

DOPA que apresentou um EC50 para o ensaio de DPPH de 1,02 ɛg mL
-1

, 

valor esse próximo dos padrões utilizados. 

Os estudos de interação com os íons Cu(II) e Zn(II) revelaram que a 

formação dos complexos é altamente dependente do pH, em que na 

faixa ácida para a ser-DOPA e thr-DOPA ocorre a formação das 

espécies [M(QI)
+
] e [M(Ac)

+
], com o aumento do pH detectou-se a 

espécie [M(Cat)] e [M(QI)2], e em valores de pH acima de 8 as espécies 

[M(Cat)2
2-
] e [M(QI)(Cat)

-
] foram detectadas. Já com a melanina cys-

DOPA ocorre a formação das espécies [M(Tiol)
+
], [M(QI)

+
] e 

[M(QI)(Tiol)], com o aumento do pH foi evidenciado as espécies 

[M(Cat)] e [M(Cat)(Tiol)
-
], sendo esta última não detectada para Cu(II), 

e em valores de pH acima de 7 as espécies [M(QI)2] e [M(Cat)2
2-
] foram 

observadas.  

  



Todos os complexos obtidos apresentaram uma baixa toxicidade em 

células HUVEC, e também uma relevante atividade antioxidante com 

destaque para o complexo cys-DOPA-Zn(II) com valor de 25,24 ɛg mL
-

1
 para o ensaio de DPPH. 

As interações com o corante azul de metileno foram caracterizadas por 

métodos espectroscópicos, e os resultados obtidos revelaram que a 

adsorção do azul de metileno pelas melaninas é dependente do pH da 

solução. A maior adsorção ocorreu em pH 7 e 6 para a ser-DOPA e cys-

DOPA respectivamente e a melanina thr-DOPA apresentou baixos 

valores de adsorção em toda faixa de pH. O modelo cinético que 

apresentou a melhor correlação entre os dados experimentais foi o de 

pseudo-segunda ordem para todos os sistemas estudados e os dados de 

equilíbrio de adsorção foram melhor correlacionados pela isoterma de 

Langmuir em sua forma linear apresentando qm de 162,07 e 109,89 mg 

g
-1
 para as melaninas cys-DOPA e ser-DOPA respectivamente. 

 

Palavras-chave: Melaninas, Aminoácidos, Complexos de Cu(II) e 

Zn(II), Adsorção, Azul de Metileno 

 



 

ABSTRACT 

 

Melanins are bio-oligomers occurring naturaly. They can be found in 

skin, hair, eyes, brain, and also in some marine animals, however, the 

extraction of natural melanins is not always feasible due to the high cost 

of the reagents used and the low yield in the process. In this context, 

synthetic melanins can be a praticle solution, which can be produced in 

the laboratory with a low cost and a high considerable yield. 

One of the synthetic melanins precursor is L-3,4-

dihydroxyphenylalanine, known as L-DOPA that when free in reaction 

conditions produces eumelanin, responsible for the dark coloring, and in 

the presence of cysteine produces pheomelanin, which leads to a lighter 

color pigment, these products are aggregated in 3 to 9 indol units to 

form the oligomeric structure of melanin. 

In this context, this work aims to describe the preparation, purification 

and characterization of melanins chemically modified by the amino 

acids serine, threonine and cysteine (pheomelanins) resulting in 

compounds ser-DOPA, thr-DOPA and cys-DOPA respectively, and 

their complexes with Cu(II) and Zn(II) metal ions, evaluating their 

antioxidant activities and toxicities; as well as interactions with the 

cationic dye methylene blue. 

The spectroscopic characterization of the modified melanins showed the 

presence of three major groups: carboxylic acid, quinone-imine and 

catechol, and studies in solution by potentiometric titration showed the 

presence of thiol grouping cys-DOPA melanin, all melanins presented 

low toxicity in NIH-3T3 cells and a significant antioxidant activity with 

emphasis on ser-DOPA which showed an EC50 = 1.02 ɛg mL
-1
 for the 

DPPH assay, a value close to the standards used in this work. 

Interaction studies with Cu(II) and Zn(II) ions proved that the formation 

of complexes is highly pH dependent, where in the acidic range for ser-

DOPA and thr-DOPA the species [M(QI)
+
] and [M(Ac)

+
] were formed, 

the increase of the pH leads to the formation of [M(Cat)] and [M(QI)2] 

species and pH above 8 the [M(Cat)2
2-
] and [M(QI)(Cat)

-
] species were 

detected. On the other hand, in the cys-DOPA system at acidic pH the 

species [M(Tiol)
+
], [M(QI)

+
] and [M(QI)(Tiol)] were formed, with the 

increase of the pH the [M(Cat)] and [M(Cat)(Tiol)
-
] species were 

evidenced, the latter is undetected for Cu(II) system, and for pH above 7 

the species [M(QI)2] e [M(Cat)2
2-
] were observerd. 

All complexes showed low toxicity in HUVEC cells, and also showed a 

significant antioxidant activity, highlighting for the complex cys-DOPA-

Zn(II) with a value of 25.24 ɛg mL
-1

 for the DPPH assay. 



 

The adsorption of methylene blue by melanins was characterized by 

spectroscopic methods, and the results showed that adsorption of 

methylene blue is dependent on the pH solution. The higher adsorption 

occurred in pH 7 and 6 for the ser-DOPA and cys-DOPA melanin 

respectively. Thr-DOPA showed low adsorption values independently of 

the pH. The kinetic model that showed the best correlation omong the 

experimental data was the pseudo-second order for all systems studied 

and the adsorption equilibrium data were best correlated with the linear 

Langmuir isotherm presenting qm values 162.07 and 109.89 mg g
-1
 for 

cys-DOPA melanin ser-DOPA respectively.   

 

 

 

Keywords: Melanins, Amino acids, Cu(II) and Zn(II) complexes, 

Adsorption, Methylene Blue
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1. Introdução 

 

O estudo das melaninas vem ganhando, nos últimos anos, uma 

grande relevância científica. No passado, a grande questão era saber 

qual a diferença entre tipos diferentes de pele e cabelo, qual o tipo de 

molécula era responsável por essas diferenças de coloração que 

intrigavam os cientistas no final do século XIX. O grande avanço 

científico contribuiu muito para os avanços no campo de caracterização 

molecular, possibilitando para que atualmente possamos propor uma 

estrutura para esta biomolécula. Vale lembrar que mesmo depois de cem 

anos de pesquisas e avanços, as estruturas das melaninas não são 

inteiramente conhecidas e modelos são propostos na literatura. 

Atualmente, a melanina se apresenta como um bio-oligômero, 

agregando-se entre três a dez unidades monoméricas contendo três 

grupamentos funcionais distintos e majoritários: ácidos carboxílicos, 

quinona-iminas e difenóis (em sua maioria catecol). Aquelas melaninas 

responsáveis pela coloração escura de pele e cabelos são chamadas de 

eumelaninas, e aquelas responsáveis pelas colorações mais claras são 

chamadas de pheomelaninas, onde também são encontrados 

grupamentos contendo enxofre como tióis e tiofenóis. 

A dificuldade de extrair as melaninas de fontes naturais como 

cabelo e pele, por exemplo, levou cientistas a proporem métodos de 

síntese deste bio-oligomero; as metodologias mais comuns encontradas 

na literatura utilizam os precursores 5,6-diacetoxindol (DAI) ou 3,4-

dihidroxifenilalanina (DOPA) como reagentes de partida para obtenção 

das eumelaninas. Já para as pheomelaninas utiliza-se do aminoácido 

cisteína como fonte de enxofre, já que esta molécula é adequada para a 

reação de oligomerização dos monômeros indólicos. 

A principal justificativa deste trabalho paira sobre o 

desenvolvimento de melaninas modificadas com aminoácidos 

quimicamente compatíveis durante a melanogênese. Essas modificações 

proporcionam às melaninas diversas funções e características únicas 

como quelação seletiva de íons metálicos, atividades antioxidantes 

distintas, diferentes solubilidades em água, dentre outras características 

que serão estudadas.  

Desta forma, este trabalho visa a síntese e caracterização de 

melaninas quimicamente modificadas utilizando o L-DOPA como 

precursor e aminoácidos compatíveis como modificantes, aplicando-as 

em ensaios antioxidantes e interagindo-a com metais divalentes e 

espécies catiônicas orgânicas. 
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As quatro grandes áreas de concentração da Química encontram-

se aplicadas neste trabalho: a Química Inorgânica aplicada no estudo das 

interações das melaninas com os cátions metálicos Cu(II) e Zn(II), a 

Química Orgânica na preparação das melaninas modificadas, cálculo de 

pKaôs e correla«o de estrutura e atividade, e a Qu²mica Anal²tica e a 

Físico-Química nos métodos de caracterização e medidas das interações 

das melaninas com as espécies catiônicas. 
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2. Revisão Bibliográfica e Estado da Arte 

 

Este capítulo está dividido em tópicos que elucidam um pouco o 

histórico das melaninas, bem como as aplicações que serão abordadas 

nesta tese de doutorado. Além de uma revisão bibliográfica, este 

capítulo tem por objetivo refletir sobre o estado da arte em que as 

melaninas se inserem na atualidade. 

 

2.1. Avanços na elucidação estrutural das melaninas 

 

Propor uma data específica para quando as melaninas começaram 

a despertar a curiosidade de cientistas pode nos levar a cometer um 

grande erro. Entretanto, um dos relatos mais antigos encontrados na 

literatura é de autoria de Abel e Davis
1
, que numa publicação no ano de 

1896 questionaram a existência de um pigmento diferente encontrado 

em diversas raças e que na época não chamava grande atenção. Destaca-

se sua citação: 

 

ñOutra classe importante de subst©ncias biol·gicas que possuem 
cor são ainda menos compreendidas. Destas substâncias sabemos 

atualmente pouco mais que elas existem nos tecidos do corpo, nenhuma 
delas tem sido o objeto de investiga«o da qu²mica.ò 

 

Este artigo seria a inspiração para os químicos realizarem 

exaustivas pesquisas na área dos pigmentos naturais, sendo que em 

1920, Young
2
 publicou o primeiro artigo que relata a tentativa de 

extração das melaninas da pele. E, finalmente, em 1926 as subunidades 

das melaninas, 5,6-Dihidroxindol e Ácido 5,6-Dihidroxindol-2-

Carboxílico (Figura 1)  foram elucidadas por Raper
3
. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1. Estrutura dos precursores naturais das melaninas. 
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A partir deste momento inúmeras publicações são relatadas. 

Vários autores contribuíram neste campo de pesquisa como Giuseppe 

Prota com grandiosos trabalhos na área, destacando-se por realizar a 

primeira extração enzimática de melaninas do cabelo com alta pureza
4
, e 

por estudar as interações de metais na formação de melaninas 

sintéticas
5
. Suas grandiosas contribuições são relembradas em sua 

revisão sobre o tema
6
. A Figura 2 mostra um resumo das etapas da 

extração da melanina do cabelo proposto por Prota e colaboradores 

utilizando o método enzimático. 

Outra louvável contribuição na área é de John Simon que 

elucidou microscopicamente a morfologia de diferentes tipos de 

melaninas
7
, comprovando que as melaninas naturais se apresentam em 

formas de esferas ou bastonetes e as sintéticas são morfologicamente 

amorfas. Simon trabalhou também com interações com metais
8
 e ainda 

com as primeiras atividades foto protetoras das melaninas
9
 dentre outros 

trabalhos
10

. 
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Figura 2. Síntese das etapas da extração da melanina natural do cabelo. 

 

Já tendo conhecimento dos monômeros e ainda das 

propriedades físico químicas das melaninas, Szpoganicz e 

colaboradores
11

, por titulação potenciométrica, descobriram um novo 

grupamento que compunha a estrutura das melaninas, a quinona-imina. 

Assim, os três grupamentos majoritários presentes nas melaninas são: 

ácido carboxílico, quinona-imina e catecol (Figura 3). A elucidação dos 

grupamentos foi de suma importância para os avanços, no que se tratava 

da caracterização estrutural das melaninas; pode-se então propor com 

mais detalhes as características eletroquímicas das melaninas, suas 

afinidades por íons metálicos e ainda mapear com maior precisão a 

tipologia desses bio-oligômeros.  
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Figura 3. Grupamentos majoritários presentes nas melaninas. 

 

Uma vez elucidado os grupamentos funcionais presentes nas 

melaninas, caracterizado seus monômeros, e tendo provas de que a sua 

agregação se apresenta na forma de oligômeros
12

, restava saber como 

essas melaninas estão organizadas no espaço. Prota
10

 propôs uma 

agregação dos oligômeros por ligações de hidrogênio até a formação de 

uma estrutura complexa, que é o modelo mais aceito hoje em dia, 

entretanto, especulações sobre as agregações das melaninas são 

facilmente encontradas na literatura em trabalhos recentes. Bielawski e 

colaboradores
13

 em 2012 relataram uma teoria diferente, onde foi 

proposto que os monômeros não se agregam por ligações covalentes e 

sim por liga»es de hidrog°nio e intera»es do tipo ˊ-stacking entre si, 

se baseando em experimentos de ressonância magnética nuclear. Logo 

após esta publicação, Lee e colaboradores
14

, derrubaram a teoria 

proposta por Bielawski, utilizando novamente espectrometria de massas 

e ainda cálculos computacionais e mostraram, novamente, que as 

ligações de hidrogênio estão presentes entre os bio-oligômeros, mas 

apenas após a formação das ligações covalentes. Ambas as propostas 

estão apresentadas na Figura 4A e 4B. 
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Figura 4. (A) Estrutura proposta por Bielawski e colaboradores: 

melaninas estruturadas por ligações de hidrogênio e sem participação 

covalente, retirada da referência 13 (B) Estrutura de Hong e 

colaboradores: melaninas apresentando ligações de hidrogênio, mas 

entre seus oligômeros, com a participação de ligações covalentes intra-

monomérica, retirada da referência 14. 

 



40 

 

2.2. Melanogênese 

 

A melanogênese é o mecanismo proposto na literatura
3,6

 para a 

formação das melaninas (eumelanina e pheomelanina) a partir da 

tirosina sob a ação da tirosinase, mostrado no Esquema 1. Esse 

mecanismo cujo ponto chave é a atividade enzimática é o mais aceito 

dentre todos os modelos propostos para a formação das melaninas, 

sendo um amplo processo que ocorre em todos os tipos de organismos 

ao longo da escala filogenética. Esse mecanismo consiste de uma série 

de reações que envolvem apenas uma enzima melanogênica na maioria 

das espécies, enquanto em mamíferos é regulamentada pela ação 

combinada de um conjunto de células: melanócitos. 

O mecanismo proposto foi provado utilizando tirosinase em 

concentrações controladas e isolado o intermediário L-dopacromo, e 

observa-se no Esquema 1 que durante a biossíntese da eumelanina, a L-

dopaquinona sofre uma reação química intramolecular de adição 1-4 ao 

anel aromático, e que o grupo amino da L-dopaquinona leva a um 

produto de adição de Michael ciclizando para produzir a L-ciclodopa, 

sendo este intermediário rapidamente e espontaneamente oxidado para o 

L-dopacromo. Nesta etapa duas reações podem ocorrer: a 

descarboxilação do L-dopacromo produzindo o 5-6-dihidroxindol e o 

rearranjo intramolecular produzindo o 5-6-dihidroxindol-2-carboxilato, 

ocorrendo espontaneamente a polimerização desses dois intermediários 

formando as eumelaninas.  
Para as pheomelaninas, observa-se a adição do aminoácido 

cisteína após a formação da L-dopaquinona e para o sucesso desta 

reação necessita-se de moléculas de baixo peso molecular contendo 

grupamentos tióis ou hidroxílicos como o aminoácido citado ou como 

em nosso trabalho substituímos a cisteína por serina e treonina. Na 

presença desses compostos ocorre uma rápida conjugação entre o L-

dopaquinona e o grupamento de entrada ïOH ou ïSH gerando 

intermediários contendo oxigênio ou enxofre. O mecanismo proposto 

para esta etapa, consiste no ataque nucleofílico do grupamento tiol a 

molécula de L-dopaquinona obtendo como produto o cisteinildopa, e por 

fim, este produto sofre diversos rearranjos e desidratação que levam a 

formação da alanil-hidroxi-benzotiazina que polimerizam naturalmente 

formando as feomelaninas. 
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Esquema 1. Mecanismo de formação das melaninas, 

melanogênese, a partir da tirosina e em presença da tirosinase. 
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2.3. Melaninas quimicamente modificadas por aminoácidos 

 

Melaninas modificadas por aminoácidos é um tema atual, no qual 

existe apenas um artigo publicado na literatura sobre o assunto
15

. Ele 

descreve um processo de modificação química de melaninas extraídas 

de fungos pelo aminoácido arginina. Em sua parte experimental, os 

autores descrevem simplificadamente que os aminoácidos foram 

colocados em contato com as melaninas. A mistura foi mantida sob 

agitação por 30 minutos e em seguida foi centrifugada para coletar a 

melanina. Esse processo pode representar apenas uma adsorção e não 

uma modificação química, levando em conta a capacidade das 

melaninas de interagirem com pequenas moléculas por adsorção. 

Entretanto, inspirado neste artigo, conhecendo-se o mecanismo de 

formação das melaninas, Esquema 1, e ainda, sabendo-se que as 

pheomelaninas sintéticas contêm a cisteina em sua rota
10,16

, sugerimos 

utilizar a mesma rota sintética para preparação de mais duas melaninas, 

aqui chamadas melaninas modificadas, com os aminoácidos serina e 

treonina. Basicamente, utiliza-se como reagente de partida o 3,4-

dihidroxifenilalanina e com a adição da enzima tirosinase chega-se no 

precursor dopaquinona
17

. Nesta etapa, com a adição de cisteína chega-se 

às cisteinildopaquinonas, naturalmente formando as benzotiazinas por 

ciclização do grupamento cisteínico ligado ao dopa e, por fim, 

polimerizando e formando as pheomelaninas
10,16

. O processo de 

preparação simplificado é apresentado no Esquema 2. 

Analogamente a rota proposta por Chedekel
16

, e utilizando 

aminoácidos com cadeia principal contendo três átomos de carbono, 

foram sintetizados outros dois tipos de melanina chamadas neste 

trabalho de ser-DOPA e thr-DOPA. A cys-DOPA (pheomelanina) 

também foi sintetizada e aplicada aos mesmos processos que foram 

submetidos às outras duas para comparação e elucidação de suas 

propriedades físico-químicas, atividades antioxidantes e ainda interação 

com espécies catiônicas. 
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Esquema 2. Preparação da feomelanina. 

 
Na etapa de síntese, vale lembrar, que a tirosinase desempenha 

um papel primordial na obtenção do produto com alto grau de pureza. 

Essa metaloenzima de Cu(II), classificada como monooxigenase é 

encontrada em organismos vivos como animais e plantas
18

. É 

responsável pela ação de cresolase e ainda catecol oxidase. O Esquema 

3 mostra o mecanismo proposto por Solomon
19

 da ação desta enzima.  
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Esquema 3. Mecanismo simplificado de ação da tirosinase. 

 

Como cresolase, o oxigênio do monofenol coordena-se 

primeiramente ao centro de cobre(II), então ocorre a ruptura da ponte 

oxo, promovendo a ligação com o oxigênio, por fim, ocorre a liberação 

da quinona correspondente e consequente regeneração do catalisador. 

Já como catecol oxidase oxidando o DOPA ocorre a coordenação 

do difenol ao centro binuclear pelos dois oxigênios, a ponte oxo é 

rompida e subsequentemente ocorre a geração da quinona 

correspondente, todavia outra molécula de DOPA pode ser oxidada 

coordenando-se aos centros de cobre e gerando mais uma quinona, com 

formação da espécie deoxi da enzima que logo é regenerada para mais 

um ciclo catalítico.  
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Nossa visão acerca das melaninas modificadas por aminoácidos é 

promissora. As estruturas dos aminoácidos utilizados para esta 

modificação são apresentadas na Figura 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5. Aminoácidos utilizados na modificação química das 

DOPA-melaninas 

 
Observam-se nas estruturas dos aminoácidos dois grupamentos 

diferentes ligados ao carbono ɓ da cadeia, um grupamento hidroxila e 

outro tiol. A modificação das melaninas por esses aminoácidos 

promoverá características diferentes para os bio-oligômeros, 

principalmente no que diz respeito a quelação por íons metálicos. Uma 

melanina modificada pela cisteína (pheomelanina) ganha um caráter 

mais macio do que uma modificada pela serina, isso reflete na 

seletividade de coordenação por íons metálicos com dureza 

intermediária como Cu(II) e Zn(II); ou ainda na interação com pequenas 

moléculas catiônicas, onde o pKa da melanina é fundamental para haver 

maior ou menor interação. A Figura 6 mostra a proposta dos monômeros 

obtidos através das melaninas modificadas pelos aminoácidos, estruturas 

inspiradas no trabalho de Simon e colaboradores
10

. 
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Figura 6. Modelos estruturais propostos para as subunidades 

majoritárias obtidas através da modificação química de DOPA-

melaninas com aminoácidos cisteína, serina e treonina respectivamente. 

 

 
Nos modelos podemos observar os grupamentos majoritários que 

contém as melaninas como ácidos carboxílicos, mono e difenóis e ainda 

heterocíclicos contendo enxofre. Outro grupamento que também está 

presente nas melaninas foi identificado por Szpoganicz
11

 e 

colaboradores, que é a quinona-imina, resultante da tautomerização dos 

grupamentos indólicos. 

 

 

 

2.4. Ação antioxidante das melaninas  

 

Os antioxidantes são definidos como compostos que são capazes 

de inibir a oxidação de um determinado átomo, molécula ou substrato. 

No organismo, evitam uma série de reações maléficas como a 

proliferação de radicais livres e ainda inibem outras reações de 

oxidação
20

. Uma das funções das melaninas no organismo é a de 

antioxidante
21-22

; presente na pele, cabelo, olhos e cérebro evitam danos 

a esses meios através das reações fotoquímicas e redox.  

Definida como um antioxidante natural, as melaninas possuem 

grupamentos fenólicos que são os responsáveis pela ação antioxidante. 
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Outros compostos como ácido gálico, cafeico e demais polifenóis 

contendo grupamentos dihidróxidos possuem geralmente um grande 

poder redutor
23-25

.  

A grande vantagem dos antioxidantes naturais é sua baixa 

toxicidade, podendo ser utilizado seguramente e apresentando baixos 

efeitos colaterais, servindo também como conservantes de alimentos e 

ainda como componentes de cremes na indústria de cosméticos e 

farmacêutica
26

. A Figura 7 mostra alguns polifenóis com atividade 

antioxidante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7. Fórmula estrutural de alguns polifenóis com ação 

antioxidante. 

 

Entretanto, as fontes de melaninas são escassas e geralmente de 

difícil obtenção
4
, sendo necessários reagentes caros e exigindo uma 

exaustiva purificação. Sendo assim, as melaninas sintéticas tornam-se 

um meio viável para obtenção desses compostos de modo simplificado e 

de baixo custo quando comparado com a extração de meios naturais. 

Portanto, a modificação química dessas melaninas com aminoácidos 

poderá proporcionar uma baixíssima toxicidade e diferentes atividades 

antioxidantes. Hearing e colaboradores
27

 relatam que alguns precursores 

envolvidos na Melanogênese exibem certa citotoxicidade como, por 

exemplo, o DHI livre que impediu o crescimento de 78% de células em 
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96 horas. Assim, é importante realizar o ensaio de citotoxicidade das 

melaninas sintetizadas neste trabalho. 

Existem inúmeras maneiras de medir a atividade antioxidante de 

um determinado composto, que varia de ensaios envolvendo 

determinadas reações químicas a métodos instrumentais. Destacam-se 

na literatura ensaios envolvendo a captura de radicais livres utilizando o 

composto 2,2-difenil-picril-hidrazil (DPPH)
28

, e também ensaios de 

poder redutor
29-30

 onde se utiliza um padrão, geralmente ácido 

ascórbico, e é medido a capacidade do composto de reduzir o íon 

Fe(III); o resultado é expresso em mg de composto por grama de ácido 

ascórbico, sendo essas metodologias utilizadas em nosso trabalho. Nos 

métodos instrumentais destaca-se o uso de eletroquímica, voltametria 

cíclica e onda quadrada, pois processos redox que ocorrem na superfície 

do eletrodo podem ser correlacionados com processos biológicos via 

reações químicas. Baseado no fato que bons antioxidantes devem 

oxidar-se facilmente, parâmetro como potencial do pico de oxidação 

(Epo) e potencial de meia onda (E1/2) podem ser utilizados para predizer 

a capacidade antioxidante de determinada molécula
31-32

. 

No caso das melaninas, sua capacidade antioxidante é atribuída 

aos grupamentos catecolatos presentes na molécula que podem oxidar-se 

facilmente a o-quinonas (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Par redox catecol/quinona, equilíbrio responsável pela 

ação antioxidante das melaninas. 

 

 

Estudos eletroquímicos e espectroeletroquímicos das melaninas 

foram reportados por Farmer
33

, Costa
34

 e colaboradores. Esses estudos 
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elucidam o par redox apresentado na Figura 8 e ainda as diferenças 

eletroquímicas em presença de íons metálicos. Todavia, eles ressaltam a 

formação de filmes de melaninas na superfície do eletrodo que podem 

vir a dificultar as medidas eletroquímicas. Por fim, a realização de 

correlações entre medidas eletroquímicas e determinações in situ são 

fundamentais para se conhecer a capacidade antioxidante real de uma 

determinada molécula. 

 

2.5. Interação das melaninas com íons metálicos 

 

A capacidade das melaninas interagirem com íons metálicos é 

uma característica importantíssima, pois resulta em uma série de efeitos 

que alteram as propriedades biológicas destes pigmentos
35

, e ainda estas 

interações são utilizadas como ferramenta para elucidação estrutural da 

própria melanina
11

. Como mostrado na Figura 3, a melanina possui seus 

principais grupos quelantes derivados de monômeros contendo átomos 

de oxigênio doadores. Já foi mostrado em trabalhos anteriores, a grande 

capacidade de melaninas naturais extraídas do cabelo e sintéticas 

derivadas do DHI de interagirem com o íon Fe(III)
34

. Essa forte 

interação se deve as características ácidas e básicas do centro metálico e 

do ligante, respectivamente. Seus complexos são estabilizados 

termodinamicamente por efeito quelato
36

. E íons divalentes como Cu(II) 

e Zn(II) também exibem uma grande interação com as melaninas
11

. O 

estudo mais impressionante foi efetuado por Liu e colaboradores que 

relatam que a melanina exibe uma interação maior com os íons Mg(II), 

Ca(II), Sr(II) e Cu(II) quando comparada com o EDTA
37

. 

Entretanto, as interações das melaninas por centros metálicos 

dependem fundamentalmente do pH do meio e, geralmente, a 

coordenação é favorecida com o aumento do pH
11

, a variação da 

concentração hidrogeniônica do meio não apenas favorece a 

complexação mas também, rege o tipo de complexo que será formado e 

a proporção estequiométrica. 

Observando apenas os grupamentos presentes nas eumelaninas, 

vemos uma predominância de grupos funcionais denominadas de bases 

duras que coordenam bem metais duros como, por exemplo, cátions 

trivalentes. Já as pheomelaninas que contém enxofre (Figura 6) podem 

favorecer a interação com metais como Cu(II) e Zn(II), sendo que um 

artigo recente relata a interação de complexos procedentes desses metais 

com DOPA melaninas
38

, entretanto sem investigar quais espécies eram 

formadas. Na farmacologia, melaninas são alvo de metalodrogas como 

relatado no trabalho anterior e até hoje não foi realizado nem um estudo 
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comparativo, detalhado, entre as interações de Cu(II) e Zn(II) com ïeu e 

pheomelaninas utilizando os modelos monoméricos mais aceitos na 

literatura. Este estudo proposto nesta tese contribuirá de forma positiva 

para o entendimento da coordenação desses metais com as melaninas e 

mostrará a seletividade de interações metal-melanina em função do pH 

do meio e do tipo de melanina estudada. O Esquema 4 (a) mostra as 

principais interações reportadas na literatura das melaninas sintéticas 

DHI com Cu(II) e Zn(II)
11

 como também mostra o trabalho das 

interações com o íon Fe(III)
34

 recentemente publicado e apresentado no 

esquema 4 (b). 
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Esquema 4a. Equilíbrios envolvendo a melanina sintética DHI e 

íons divalentes, retirado da referência 11. 
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Esquema 4b. Equilíbrios envolvidos entre a melanina natural 

extraída do cabelo e o íon Fe(III), retirado da referência 34. 
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2.6. Interação das melaninas por moléculas orgânicas 

catiônicas 

 
Os grupos majoritários presentes nas melaninas são classificados 

como ácidos fracos, como visto anteriormente, e sofrem grande 

influência do pH quando em solução, e até mesmo no estado sólido. 

Geralmente, como relatado na literatura, com o aumento do pH as 

melaninas se apresentam na forma aniônica e ficam mais susceptíveis às 

interações com íons metálicos como visto na sessão 2.5 e às  interações 

com pequenas moléculas orgânicas neutras, por ligações de hidrogênio, 

e catiônicas, como relatado recentemente por Pescina e colaboradores
39

. 

Entretanto, eles apontam alguns aspectos interessantes e dificultosos 

nesses estudos de interação: primeiro que melaninas extraídas de 

diferentes fontes possuem diferentes afinidades pela mesma espécie; 

segundo, que as melaninas naturais que eles utilizaram no trabalho 

podem trazer dificuldades em medir estas interações, pois necessitam de 

uma exausta caracterização e também uniformidade nos processos de 

extração para obter a mesma organização intermolecular em todas as 

amostras; e por último, há poucos estudos sobre as interações de 

espécies orgânicas com as melaninas. Neste trabalho foram relatadas as 

interações das melaninas com levofloxacino, prednisolona, propanolol e 

ainda azul de metileno. 

As aplicações oriundas dessas interações são diversas e as 

interações com fármacos nos dão informações sobre como determinada 

molécula com alguma atividade específica pode ser retida no corpo 

pelas melaninas. Além disso, uma certa estabilidade de interação entre 

melanina-fármaco pode nos levar a um sistema promissor de liberação 

controlada de fármacos (drug-delivery)
40

. 

Já as interações por azul de metileno, que é um corante 

largamente utilizado tanto na medicina para tratamento da 

metahemoglobinemia 
41

, e na indústria para tingimento; a fronteira de 

aplicações se torna ainda maior podendo chegar até um remediador de 

resíduos nas indústrias têxteis, tendo em vista que até alguns tipos de 

cefalópodes produzem melaninas, tornando-as de fácil obtenção
42

. 

Entretanto, há poucos experimentos que descrevem o sistema de 

interação entre as melaninas e essas moléculas, sendo que ainda temos 

poucas referências na literatura. Não se sabe, por exemplo, qual o 

mecanismo de adsorção, nem por qual grupamento a melanina irá 

interagir, e com o intuito de caracterizar essas interações, propomos 

neste trabalho estudar as interações das três melaninas sintetizadas pelo 

corante azul de metileno, estrutura apresentada na Figura 9. Os 
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resultados contribuirão nos estudos das interações de melaninas e 

espécies catiônicas. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 9. Fórmula estrutural do azul de metileno. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



55 

 

 

3. Objetivos  

 

3.1. Objetivo Geral 

 

Preparar, caracterizar e estudar as interações das três melaninas 

quimicamente modificadas por aminoácidos, cys-DOPA, ser-DOPA e 

thr-DOPA, com os íons Cu(II), Zn(II) e o corante azul de metileno, bem 

como, avaliar suas citotoxicidades e atividades antioxidantes. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

 

¶ Preparar e purificar as melaninas quimicamente 

modificadas utilizando como precursor o L-DOPA e os 

aminoácidos cisteína, serina e treonina. 

 

¶ Investigar a presença residual de precursores por 

LC-MS. 

 

¶ Sintetizar os complexos de Cu(II) e Zn(II) com cys-

DOPA, ser-DOPA e thr-DOPA pelo método de Bilinska 

modificado. 

 

¶ Caracterizar as melaninas e seus respectivos 

complexos no estado sólido por CHNS, FTIR, TGA, EDS, 

SAXS, cálculos teóricos e elucidar suas morfologias por 

microscopia eletrônica de varredura. 

 

¶ Calcular os valores de pKa dos grupamentos 

presentes em cada melanina e medir suas afinidades pelos íons 

Cu(II) e Zn(II) por titulação potenciométrica, 

espectrofotométrica e quantificar os grupamentos ácidos pelo 

método de Schnitzer e Gupta. 

 

¶ Elucidar as espécies redox ativas nas melaninas e 

nos seus respectivos complexos por voltametria cíclica e onda 

quadrada. 
 

¶ Avaliar as interações das melaninas pelo corante 

azul de metileno utilizando modelos cinéticos e isotermas de 
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Lagmuir e Freundlich no pH ideal de adsorção, e caracterizar os 

produtos finais por métodos espectroscópicos. 

¶ Realizar ensaios de citotoxicidade dos compostos 

sintetizados frente a células NIH/3T3 de fibroblastos bovinos e 

células humanas endoteliais sadias - HUVEC. 

 

¶ Medir as atividades antioxidantes de cada melanina 

pelos métodos de captura de radicais livres ï DPPH e poder 

redutor, correlacionado-as com os respectivos potenciais 

eletroquímicos de oxidação. 
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4. Materiais e Métodos 

 

4.1. Reagentes utilizados 

 

Os reagentes utilizados neste trabalho foram adquiridos de fontes 

comerciais e foram utilizados sem purificação prévia e sem outros 

procedimentos especiais: L-DOPA, L-cisteína, L-serina, L-treonina e 

enzima tirosinase em pó liofilizado extraída de fungos na concentração 

maior que 1000 unidades por mg de sólido, e todos obtidos da Sigma-

Aldrich; ácido clorídrico 37% (Nuclear QMC), hidróxido de potássio 

livre de CO2 em ampolas da Backer dilut-It, argônio e nitrogênio 99% 

de pureza (White Martins), ftalato ácido de potássio (Reagen S.A.), 

EDTA dissódico (Vetec), eacetona P.A. (Nuclear QMC), hidrogênio 

fosfato de sódio mono/di básico (VETEC), cloreto de cobre dihidratado 

e nitrato de zinco hexahidratado, cloreto de potássio, brometo de 

potássio, acetato de cálcio, hidróxido de bário, ambos (VETEC); cloreto 

de 3,7-bis(dimetilamino)fenotiazinio ï azul de metileno (Sigma-

Aldrich); água bidestilada e fervida produzida em nosso laboratório. 

Células de soro fetal bovino(FBS), estreptomicina, e meio dulbecco 

(DMEM) foram adquiridos por Invitrogen (Carlsbad, CA). (3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il )-2,5-difeniltetrazólio (MTT), e dimetilsulfoxido 

(DMSO) adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). 

 

4.2. Preparação e purificação das melaninas quimicamente 

modificadas 

 

A preparação das melaninas quimicamente modificadas foi 

inspirada no trabalho de Chedekel e colaboradores
16

, muito utilizado em 

trabalhos atuais na síntese das pheomelaninas. Esta síntese consiste na 

reação do L-DOPA com os aminoácidos L-cisteína, L-serina e L-

treonina em presença de tirosinase. O Esquema 5 resume a preparação 

das melaninas modificadas. A preparação detalhada consiste em 

solubilizar 0,36 mmol de L-DOPA em uma solução aquosa de tampão 

fosfato 0,1M pH = 7,4 à 37
o
C. Após a solubilização completa do 

reagente de partida adiciona-se uma quantidade mínima de tirosinase e, 

um minuto após adição do catalisador, a solução apresenta uma cor 

alaranjada característica da formação de dopaquinonas
10

. Neste 

momento, adiciona-se uma quantidade de 0,71 mmol de aminoácido 

previamente dissolvido na mínima quantidade de tampão fosfato. 

Quando cisteína é adicionada à solução, ela torna-se marrom, e quando 



58 

 

serina ou treonina é adicionada, a solução torna-se preta. O tempo para 

finalizar estas reações está entre 36 a 48 horas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 5. Processos reacionais para formação das melaninas 

quimicamente modificadas: cys-DOPA, ser-DOPA e thr-DOPA. 

 

 
Após 48 horas de reação, adiciona-se 2 mL de HCl 1M e a 

solução é centrifugada a 4000 rpm por 30 minutos. O sólido resultante é 

coletado e lavado intensamente com água bidestilada para eliminação 

total de vestígios de cloreto existentes, realizando sempre o teste com 

nitrato de prata. Depois da lavagem o sólido é colocado em 30 mL de 

uma solução acetona:água 2:1 a 50
o
C e filtrado a quente para eliminação 

de qualquer outro cátion que poderá estar presente e de dímeros dos 

aminoácidos e do L-DOPA. O sólido resultante purificado, então, foi 

submetido às caracterizações e utilizado para o estudo das interações 

com as espécies catiônicas, citotoxicidade e atividades antioxidantes. 

 

4.3. Preparação dos complexos de Cu(II) e Zn(II) com 

melaninas 

 

As sínteses dos complexos de cys-DOPA, ser-DOPA e thr-DOPA 

com os íons Cu(II) e Zn(II) foram realizadas pelo método de Bilinska
43

 

com pequenas modificações. Massas de aproximadamente 100 mg de 
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cada melanina foram solubilizadas em soluções de Cu(II) e Zn(II) na 

proporção molar 2:1 melanina:metal e o pH foi ajustado em valores de 

3, 7 e 10, pela adição de KOH 0,1M. As soluções permaneceram sob 

agitação por 24 horas sob atmosfera inerte e, posteriormente, a mistura 

reacional centrifugada a 4000 rpm e o sólido obtido foi submetido a 

secagem a vácuo para futuras caracterizações. 

 

4.4. Estudos de interação das melaninas por azul de metileno 

 

Os estudos para uma avaliação detalhada da interação de cada 

melanina com o azul de metileno e uma explicação de um possível 

mecanismo de adsorção foram obtidos através de experimentos 

avaliando o efeito do pH, cinética e isotermas de adsorção detalhadas a 

seguir, seguindo a metodologia de Laus e colaboradores
44 

com pequenas 

modificações: 

 

4.4.1. Efeito do pH 

 

Como descrito na revisão bibliográfica, as melaninas sofrem 

grande influência do pH do meio, portanto, a avaliação do efeito da 

variação da concentração de íon H
+
 na solução, nunca estudada antes, 

em função da quantidade de azul de metileno que interage com a 

melanina é o primeiro passo que deve ser dado nesta etapa. 

Utilizou-se massas variando entre 2-5 mg de melanina e colocá-

las em 50mL de uma solução contendo 100 mg L
-1
 do corante azul de 

metileno sob agitação vigorosa e em ausência de luz por 24 h à 

temperatura ambiente, variando-se o pH entre 3 e 8 . Ao final de cada 

experimento a mistura final será centrifugada a 4000 rpm e o 

sobrenadante coletado e analisado por espectroscopia de UV-Vis em 

664 nm. Será determinada a quantidade de azul de metileno na matriz de 

melanina em cada pH pela equação (1). 

 

                            (1)

 

 

 

Onde q é a quantidade de azul de metileno adsorvida (mg g
-1
), Co e Ce é 

a concentração de corante azul de metileno, em solução, antes e depois 
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do processo de adsorção, respectivamente, (mg L
-1

), V é o volume da 

solução (em litros) e m é a massa de melanina utilizado (em gramas).

 

 

4.4.2. Cinética de adsorção 

 
 A cinética de adsorção revela, além do mecanismo de adsorção, a 

quantidade de soluto que é retirada da solução em função do tempo, que 

é de grande importância para aplicações de interação de fármacos ou 

ainda, remediação de resíduos por adsorção em matrizes complexas. 

 Os estudos de cinética foram realizados utilizando massa de 

melanina entre 2-5 mg no valor de pH ajustado com aquele que obteve 

melhor adsorção, misturados em uma solução contendo 50 mL de 

solução aquosa de corante na concentração de 100 mg.L
-1
 e foi deixada 

sob agitação por 1 hora, inicialmente, para que o equilíbrio de adsorção 

seja atingido. Após períodos pré-estabelecidos, al²quotas de 200 ɛL do 

sobrenadante foram retiradas e diluídas para um volume adequado para 

a análise por UV-Vis em 664 nm. 

 Para verificação do mecanismo cinético da adsorção do corante 

na superfície da melanina foi utilizado o modelo linear de pseudo-

primeira (PFO) e segunda (PSO) ordem. As equações de cada modelo 

são descritas a seguir em (2) e (3) respectivamente, onde qe e qt são as 

concentrações adsorvidas no equilíbrio e no tempo t (h) 

respectivamente, k1 (h
-1
) e k2 (g mg

-1
 h

-1
) são as constantes de primeira e 

segunda ordem respectivamente. 

 

)(1 te qqk
dt

dq
-= ; (2) equação diferencial de pseudo primeira 

ordem 

 

)()ln()ln( 1 ottette ttkqqqq
o

---=- ; (3) equação de PFO 

integrada; 

 

aplicando as condições iniciais to = 0 e qt em to = 0, a equação final que 

será utilizada para o estudo do mecanismo de PFO (4) é: 
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tkqqq ete 1ln)ln( -=- (4); 

 

Plotando-se um gráfico ln(qe-qt) vs t obtém-se como coeficiente angular 

k1 e como coeficiente linear ln qe. 

 As equações que descrevem o modelo de PSO na forma 

diferencial e integral (5) e (6) respectivamente são: 

 

2

2 )( te qqk
dt

dq
-= ; (5) equação diferencial de pseudo segunda 

ordem. 

 

)(
)(

1

)(

1
2

0

o

tette

ttk
qqqq

-
-

=
-

; (6) equação de PSO 

integrada. 

 

Aplicando as mesmas condições iniciais da equação anterior, obtém-se a 

equação que será utilizada para estudar este mecanismo (7): 

 

t
qqkq

t

eet

11
2

2

+=
(7) 

 

Plotando-se um gráfico t qt
1/2

 vs t obtemos como coeficiente angular qe e 

como coeficiente linear k2. 

O modelo cinético mais apropriado será avaliado pelos modelos das 

equações linearizadas utilizando o coeficiente de correlação R
2
 para 

julgar a adequação de cada um. De posse dos valores de k e qe, é 
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possível obter a velocidade de adsorção inicial, h, por meio da equação 

(8):  

2. eqkh=
 
(8) 

 

 

4.4.3. Isotermas de adsorção 

 

As isotermas descrevem quantitativamente o fenômeno de 

adsorção. Os resultados nos fornecem a quantidade do azul de metileno 

que é adsorvido por unidade de massa das melaninas e a concentração 

do corante em solução no equilíbrio a uma temperatura constante. Dois 

modelos matemáticos foram utilizados neste trabalho para relacionar a 

capacidade de adsorção e a concentração final do adsorvato. São eles a 

Isoterma de Langmuir que suporta a teoria de que a superfície do 

adsorvente é uniforme com sítios de adsorção iguais. A equação em sua 

forma linearizada que descreve esse processo é apresentada (9) a seguir: 

 

e

mmLe

e C
qqKq

C 11
+= ;  (9) onde: 

 

 

Ce e qe são, respectivamente, a concentração do azul de metileno 

na solução em mg.L
-1
 e a quantidade adsorvida em mg.g

-1
, qm é a 

capacidade máxima de adsorção em mg.g
-1
 e KL é a constante de 

Langmuir em mg L
-1
. O coeficiente angular da curva Ce/qe vs Ce nos 

fornece qm e o linear KL.  

Outro modelo matemático que utilizaremos é o de Freundlich que 

descreve o equilíbrio em superfícies heterogêneas, onde a quantidade 

adsorvida é a integração de todos os sítios. A equação que descreve esse 

modelo (10) é: 

  

eFFe CbKq logloglog +=
 
(10); onde: 
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Ce e qe são, respectivamente, a concentração do azul de metileno 

na solução em mg L
-1

 e a quantidade adsorvida em mg g
-1

 e bF e KF são 

as constantes de Freundlich. Os valores de bF variam entre 0 e 1, sendo 

que, quanto mais heterogênea a superfície, mais o valor de bF se 

aproximará de zero. 

O último modelo utilizado neste trabalho é a isoterma de 

Dubinin-Radushkevich ï DR, que é aplicado para avaliar se o 

mecanismo de adsorção é de natureza física ou química, a forma linear 

da isoterma de D-R é apresentada na equação 11: 

 

2lnln ekqq me -= ; (11) onde: 

 

qm e qe são, respectivamente, a capacidade máxima de adsorção 

em mg.L
-1
 e a quantidade adsorvida em mg.g

-1
 e k é a constante de D-R, 

e eé descrito na equação 12: 

 

)
1

1ln(
eC

RT +=e
; (12) onde: 

 

R é a constante dos gases, 8,314 J.K
-1
.mol

-1
, T é a temperatura em 

escala absoluta e Ce é a concentração do azul de metileno na solução em 

mg.L
-1
. 

A partir da equação de D-R é possível obter a energia livre de 

adsorção, E, que descreve a energia envolvida na adsorção de um mol de 

soluto em solução na superfície do adsorvente. A energia é calculada a 

partir da equação 13: 

 

k
E

2

1

-
=

; (13) onde: 
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E é a energia envolvida na adsorção e k é a constante de DR.  

 

Os resultados de E definem se o processo de adsorção é químico 

ou físico, sendo que para valores inferiores de 8 kJ.mol-1, indica um 

processo físico, em contrapartida valores acima de 8kJ.mol-1 indicam 

que o processo é químico. 

Experimentalmente, colocou-se uma massa de 5 mg de cada 

melanina em 10mL de soluções contendo concentrações de azul de 

metileno variando entre 10 e 100 mg.L
-1
, ajustado para o valor de pH 

ideal, em frascos fechados por 24 horas sob agitação constante e em 

ausência da luz. Após esse tempo centrifugou-se as amostras e o 

sobrenadante analisado por UV-Vis em 664 nm. 

 

 

4.5. Métodos de Caracterização 

 

4.5.1. Análise Elementar  

 

As análises dos teores de carbono, hidrogênio, nitrogênio e 

enxofre foram realizadas em um analisador elementar modelo Flash EA 

1112 series CHNS-O Marca: Thermo Electron Corporation no 

Laboratório de Análise e Caracterização Química da Pontifícia 

Universidade Católica do Rio de Janeiro. 

 

 

4.5.2. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de 

Fourier  

 

Os espectros de infravermelho foram obtidos em um 

espectrômetro Jasco FTIR-4100 no Laboratório de Materiais do Ateliê 

de Conservação-Restauração de Bens Culturais Móveis ï ATECOR da 

Fundação Catarinense de Cultura, utilizando pastilhas de KBr e no 

modo de 64 scans. 

 

4.5.3. Termogravimetria 

 

Os termogramas foram obtidos em um analisador 

termogravimétrico modelo TGA-50, marca Shimadzu, no Departamento 

de Química da UFSC. Amostras contendo cerca de 10 mg foram 

aquecidas e submetidas a análise em um intervalo de temperatura 
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variando de 100 até 700 C
o
 com uma taxa de variação entre 3-5 C

o
/min 

dependendo da amostra. 

 

4.5.4. Microscopia Eletrônica de Varredura 

 

O estudo morfológico das melaninas modificadas, bem como seus 

complexos foi realizado utilizando MEV em um equipamento 

marca/modelo JEOL JSM-6390LV no Laboratório Central de 

Microscopia Eletrônica da UFSC. 

 

4.5.5. Cromatografia Líquida com detector Espectrômetro de 

Massas 

 

As análises de aminoácidos residuais nas três melaninas 

sintetizadas foram realizadas por LC-MS utilizando uma coluna ZIC-

HILIC (Merck) com a temperatura ajustada em 30 °C no Laboratório de 

Eletroforese Capilar da UFSC. 

Neste experimento, a fase móvel foi constituída de ácido fórmico 

0,1% e metanol, utilizando os modos de gradiente linear e isocrático, 

como segue: 10 min a 25% de ácido fórmico 0,1%, de 25 a 90% de 

ácido fórmico 0,1% em 20 min, 15 min a 75% de ácido fórmico 0,1%. 

Taxa de fluxo da fase móvel: 100 µL/min. Em todas as análises, o 

volume injetado foi 2,0 µL e o tempo total de análise 35 min, com pré-

condicionamento de 10 min. 

O cromatógrafo líquido (Agilent 1200; Agilent Technologies, 

Inc., Waldbronn, Germany) foi acoplado a um espectrômetro de massas 

com fonte de ionização por electrospray (3200 Qtrap; Applied 

Biosystems/MDS Sciex, Concord, Canada) e foi usado o modo negativo 

de ionização com os seguintes parâmetros da fonte: a interface íon-spray 

foi mantida em 350°C e voltagem do íon-spray 5500 V. O software 

Analyst (versão 1.5.1; Applied Biosystems) foi utilizado para o registro 

e tratamento dos dados. 

 

4.5.6. Eletroquímica  

 

A elucidação das espécies redox nas melaninas modificadas foi 

realizada utilizando um potenciostato-galvanostato modelo PAR 

VersaSTAT 3 com três eletrodos: trabalho ï carbono vítreo, referência ï 

Ag
+
/AgCl, eletrodo auxiliar ï fio de platina. Todas as análises foram 

realizadas em solução aquosa utilizando cloreto de potássio como 

eletrólito suporte, sob atmosfera de nitrogênio à temperatura ambiente. 
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4.5.7. Titulação Potenciométrica 

 

As titulações potenciométricas foram realizadas em solução 

aquosa contendo 50 mg de cada melanina, solubilizadas em 30 mL de 

água bidestilada e fervida. Cada solução experimental foi titulada 

utilizando um titulador automático modelo Methrom TITRINO PLUS 

350. Os valores de pH foram obtidos utilizando um eletrodo combinado 

Ag/AgCl. As soluções permaneceram  em uma célula termostatizada a 

25
o
C e atmosfera inerte com força iônica controlada por KCl 0,1M 

durante todos os experimentos. O pH inicial de cada experimento foi 

ajustado para 2,5 com HCl 0,100 M e titulado com uma solução 0,100 

M de NaOH. O tempo para atingir o equilíbrio em cada valor de pH foi 

ajustado para 10 minutos. As constantes dos equilíbrios ácido/base 

presentes em cada melanina foram calculadas com a ajuda do programa 

Best7
45

 e as respectivas curvas de distribuição das interações foram 

desenhadas com o programa Species
46

.  

 Após a obtenção das constantes de acidez dos grupamentos 

presentes nas melaninas, foram conduzidos os experimentos na presença 

dos cátions Cu(II) e Zn(II) para medir as constantes de afinidade das 

melaninas com esses íons. Os experimentos foram conduzidos da 

mesma maneira que foram para as melaninas sozinhas, mas na presença 

de 1:1 e 1:2 equivalentes de metal. 

 

4.5.8. Titulação Espectrofotométrica 

 
As titulações espectrofotométricas foram realizadas em soluções 

contendo 3 mg L
-1
 de cada melanina e solubilizadas em soluções 

aquosas com valores de pH variando entre 7 e 14,5. Coletou-se 

espectros para cada solução na região entre 200 e 500nm em um 

Espectrofotômetro Varian, modelo Cary 50Bio no Laboratório de 

Bioinorgânica e Cristalografia - UFSC. 

 

4.5.9. Espectrometria de energia dispersiva de Raios-X 

 

Também chamada de microanálise por energia dispersiva ï EDS, 

consiste na incidência de um feixe de elétrons sobre o complexo 

metálico, os elétrons mais externos dos átomos e os íons constituintes 

são excitados, mudando de níveis energéticos. Ao retornarem para sua 

posição inicial, liberam a energia adquirida que é emitida em 

comprimento de onda no espectro de raios-x. Um detector instalado na 
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câmara de vácuo do MEV mede a energia associada a esse elétron
47

. O 

experimento foi realizado paralelamente com o de microscopia 

eletrônica de varredura citado no item 4.5.4. 

 

4.5.10. Cálculos Teóricos 

 
Os cálculos teóricos dos possíveis dímeros presentes em cada 

melanina e seus respectivos espectros vibracionais, foram realizados 

empregando a Teoria do Funcional da Densidade e correlação de troca 

funcional BP86
48-50

 em conjunto com a base TZVP
51

. Os cálculos foram 

realizados utilizando o programa Gaussian03
52

. O trabalho foi 

desenvolvido nas dependências do Grupo de Estrutura Eletrônica 

Molecular do departamento de Química da UFSC, sob orientação do 

Prof. Dr. Giovanni Finoto Caramori e no Laboratório de Fotoquímica 

Molecular ï LFQM da Universidade Federal Fluminense sob orientação 

do Prof. Dr. Fábio da Silva Miranda. 

 

4.5.11. Espalhamento de Raios-X a baixos ângulos - SAXS 

 
As análises de SAXS foram realizadas no Laboratório Nacional 

de Luz Síncrotron em Campinas ï São Paulo. Foram utilizadas as 

respectivas condições operacionais: 0,59 metros de distância da amostra 

para detector, fonte síncrotron de raios-X monocromáticos com fóton 

8.0keV de energia correspondente ao comprimento de onda de raios-x 

1.4 Å. As amostras foram medidas em tubos de quartzo capilares 

cilíndricos com um diâmetro interno de 1 mm.  

 

4.5.12. Determinação da acidez total e carboxílica pelo 

método de Schnitzer e Gupta 

 

O método da determinação da acidez de Schnitzer e Gupta é 

utilizado, originalmente, para detecção da acidez total e carboxílica de 

substâncias húmicas
53

. Proposto em 1965 é utilizado até hoje
54

. As 

substâncias húmicas estão presentes no solo e apresentam estrutura 

contendo diversos grupamentos doadores como carboxilatos, ftalatos, 

salicilatos e catecolatos. A determinação desses grupamentos por essa 

técnica consiste em duas reações distintas, uma para determinação da 

acidez total e outra para determinação da acidez carboxílica, sendo a 

acidez fenólica obtida pela diferença entre as duas. Essa mesma 

metodologia será aplicada para as melaninas na tentativa de correlação 
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com os dados de titulação potenciométrica, e os dois experimentos serão 

descritos a seguir: 

 

 

 

4.5.12.1. Determinação da acidez total  

 

A determinação da acidez total consiste na reação da melanina 

com excesso de hidróxido de bário que reagirá tanto com os 

grupamentos carboxílicos, bem como com as quinona-iminas e 

catecolatos, como mostrado na reação a seguir: 

 

2 AH + Ba(OH)2Č BaA2 + 2 H2O 

 

A solução permanece sob agitação constante por 24 horas e com 

atmosfera inerte. A suspensão formada é filtrada e lavada com H2O 

bidestilada e fervida, sendo o filtrado titulado com HCl 0,1M até a 

viragem. O mesmo volume de Ba(OH)2 utilizado para reação também é 

utilizado no branco. A diferença entre os volumes de ácido gastos na 

titulação do excesso de Ba(OH)2 do branco e da amostra, 

respectivamente, é utilizada no cálculo da acidez total das melaninas. 

 

4.5.12.2. Determinação da acidez carboxílica 

 
Analogamente ao experimento anterior, a determinação da acidez 

carboxílica consiste na reação das melaninas com uma solução contendo 

excesso de acetato de cálcio segundo a reação: 

 

 2 R-COOH + (CH3COO)2Ca Č (R-COO
-
)2Ca + 2 CH3COOH 

 

A solução permanece em agitação durante 24 horas, sob 

atmosfera inerte e a suspensão é filtrada e lavada com água bidestilada e 

fervida. O filtrado, então, é titulado com NaOH até a viragem. O mesmo 

volume de acetato de cálcio adicionado à solução de melanina é também 

adicionado ao branco. A diferença entre os volumes de base gastos na 

titulação da amostra e do branco foram utilizados para o cálculo da 

acidez carboxílica das melaninas. 
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Como citado anteriormente, o resultado entre a diferença da 

acidez total e a acidez carboxílica resultará na acidez fenólica, 

representando os grupamentos catecolatos presentes nas melaninas. 

 

4.6. Citotoxicidade  

 
As células NIH/3T3 foram semeadas em placas de crescimento e, 

na sequência foram adicionadas soluções aquosas das melaninas 

modificadas, cys-DOPA, ser-DOPA e thr-DOPA em concentrações 

variando entre 10-500 mmol L
-1

. As células foram tratadas durante 24 h. 

Após a incubação, as células foram lavadas com meio de cultura fresco 

e 5 mg mL
-1 

de MTT foi adicionado, seguido por incubação durante 2 

horas a 37°C. O precipitado formatado foi dissolvido em 100 mL de 

DMSO e a absorvância foi medida a 540 nm, utilizando um micro-

sistema de leitor de microplacas Biotekelx 800, todos os experimentos 

foram feitos em triplicata. Esses ensaios foram realizados no 

Laboratório de Nanobiotecnologia do Centro de Ciências da Saúde da 

UFSC, sob orientação da Profa. Dra. Tânia Beatriz Creczynski Pasa. 

 

4.7. Atividade Antioxidante  

 

 

4.7.1. Captura de radicais livres utilizando DPPH 
 

 
O ensaio para a determinação da atividade antioxidante utilizando 

o radical livre DPPH (2,2-difenil-picril-hidrazil) baseia-se no método 

descrito por Bouchet e colaboradores
28

, com algumas modificações.  

Uma solução metanólica de DPPH 0,004% foi preparada 

momentos antes do uso. A mistura de 2 mL de solução de DPPH com 1 

mL de solução de cada composto em concentrações variando entre 10 - 

50 ug.mL
-1

 é agitada e após 30 minutos, é feita a leitura em um 

espectrofotômetro a 517 nm, comparando-se esta leitura a um branco 

que consistem em uma solução de DPPH na ausência de amostra. A 

percentagem de atividade antioxidante é dada pela fórmula (Ao ï Ai / 

Ao) x 100, onde, Ao e Ai correspondem a absorvância da solução na 

ausência e presença do composto. O gráfico da % de decréscimo na 

absorvância do DPPH em função da concentração do composto fornece 

a EC50, a concentração de amostra necessária para causar 50% de 

atividade antioxidante. 
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4.7.2. Determinação do poder redutor 

 

O ensaio para a análise da atividade antioxidante através da 

determinação do potencial redutor baseia-se no método de Price & 

Butler, proposto por Waterman e colaboradores
30

. 

Em 100 µL dos compostos na concentração de 1000 mg L
-1

 são 

adicionados 8,5 mL de água deionizada. Adicionou-se posteriormente 

1,0 mL da solução de FeCl3 0,1 mol L
-1
, e após 3 minutos 1,0 mL da 

solução de ferricianeto de potássio 0,008 mol L
-1
. Após 15 minutos, é 

realizada a leitura da absorvância da solução em espectrofotômetro a 

720 nm. O aparecimento da cor azul da Prússia é indicativo de potencial 

redutor. A análise deve ser feita em triplicata. Como branco, é utilizada 

uma solução preparada conforme o procedimento acima, sem a adição 

da amostra. Faz-se uma curva de calibração utilizando soluções padrões 

de ácido ascórbico. O potencial redutor das amostras é expresso em mg 

de ácido ascórbico por g de amostra. 

 

4.7.3. Capacidade Antioxidante total 

 

As capacidades antioxidantes totais foram avaliadas pelo método 

do fosfomolibdênio. Para 0,1 mL de várias concentrações de compostos, 

1 mL da solução reagente de ácido sulfúrico (0,6 mol L
-1
), fosfato de 

sódio 28 mM e molibidato de amônio a 4 mM foram adicionados e 

incubou-se a 95° C durante 90 min. Após resfriamento até à temperatura 

ambiente, a absorvância foi medida a 695 nm. A atividade antioxidante 

foi expressa como o número de equivalentes de ácido ascórbico
55

. 

 

 

4.7.4. Ensaios de quelação pelo íon Fe(II) 
 

 

Soluções dos compostos (1 mL) em diferentes concentrações 

foram misturadas de forma homogênea com 0,05 mL FeCl2 (2 mmol L
-

1
), e adicionou-se 0,2 mL de solução ferrozina (5 mmol L

-1
). As misturas 

foram agitadas e deixadas em repouso à temperatura ambiente durante 

20 min, os valores de absorvância (Aamostra) das misturas foi medida em 

562 nm. Metanol foi utilizada  como solução de controle, como em 

branco (Abranco) e Na2EDTA foi usado como controle positivo. A 

porcentagem de quelação pelo íon Fe
2+

 (%) = 100 × [(Abranco ï Aamostra) / 

Abranco])
56

. 
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5. Resultados e discussão 

 

5.1. Resultados e discussão ï Caracterização, citotoxicidade e 

atividade antioxidante de DOPA-melaninas modificadas com 

aminoácidos 

 

5.1.1. Análise elementar 

 
As quantidades de carbono, hidrogênio, nitrogênio, enxofre e 

oxigênio presentes na cys-DOPA, ser-DOPA e thr-DOPA estão 

presentes na Tabela 1. Pode-se observar quantidades semelhantes nos 

teores de carbono, hidrogênio e nitrogênio em ambas melaninas. 

Entretanto, a quantidade de oxigênio presente na cys-DOPA é menor 

devido a presença do fragmento que possui o anel heterocíclico com 

enxofre e não com oxigênio como mostrado na Figura 6. Especula-se 

que o restante do oxigênio presente na cys-DOPA é todo da contribuição 

dos grupamentos ácidos carboxílicos, quinona-iminas e catecois, sendo 

que nas ser-DOPA e thr-DOPA existe a presença de heterocíclicos de 

oxigênio como mostrado nas estruturas da Figura 6. 

 

Tabela 1. Quantidades de carbono, hidrogênio, nitrogênio, 

enxofre e oxigênio presente nas três melaninas modificadas. 

 

Sample C%  H%  N% S% O%*  

cys - DOPA 45,8 4,3 7,7 16,0 26,2 

ser - DOPA 49,1 3,8 7,7 - 39,4 

thr - DOPA 44,5 3,8 7,6 - 44,1 

* Obtido pela diferença de massa de C,H,N e S.  

 

A Tabela 2 apresenta uma comparação entre a composição 

elementar de melaninas encontradas na literatura, e as sintetizadas neste 

trabalho. 

 



72 

 

Tabela 2. Composição elementar das melaninas modificadas com 

aminoácidos preparadas neste trabalho e comparadas com outras da 

literatura
57

. 
 

Melanina Composição elementar / átomos de N 

  

ser-DOPA  C7.43H6.90N1O4.47 

cys-DOPA C12.04H15.82N2S1.04O6.78 

thr-DOPA C6.85H6.03N1O5.09 

dopa-melanina C7.57H6.78N1O4.72 

melanina DHI C7.78H6.04N1O3.96 

melanina DHI + 

DHICA 

C8.09H6.43N1O5.15 

Melanina DHICA C8.41H7.94N1O6.76 

pheomelanina sintética C11.23H12.93N2S0.95O6.37 

Melanina derivada de 

cisteinildopa 

C11.51H13.08N2S0.95O6.17 

Melanina de animais 

marinhos (sépia) 

C7.61H5.75N1O6.59 

 

Pode-se observar na Tabela 2, que as quantidades de enxofre presente na 

cys-DOPA são condizentes com as pheomelaninas sintéticas 

encontradas na literatura e as quantidades dos outros elementos é 

proporcional a melaninas sintetizadas com o precursor DHI e DHICA, e 

ainda extraída de animais marinhos ï sépia melanina. Sendo assim, 
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nossa proposta estrutural é condizente com a análise elementar e ainda 

com outros tipos de melaninas presentes na literatura. 

 

5.1.2. Espectroscopia de Infravermelho  

 

 Os espectros de infravermelho do precursor serina, L-DOPA e do 

produto ser-DOPA estão apresentados na Figura 10. Os espectros do 

aminoácido serina é muito semelhante ao do L-DOPA, tendo em vista 

que o último é derivado do aminoácido tirosina, apresentando 

características típicas desses aminoácidos
58-60

. O produto ser-DOPA 

apresenta bandas características em 3407cm
-1

 relativo aos estiramentos 

ᾇO-H, 1620cm
-1
 relativo aos estiramentos ᾇC=O de §cidos carbox²licos, 

ombros em 1520cm
-1
 atribu²das ao ᾇC=O do taut¹meroquinona-imina e 

1052cm
-1
 relativo aos estiramentos ᾇC-O.  

A grande diferença entre os precursores é visível quando comparado 

com os aminoácidos livres, entretanto, vale destacar as principais 

mudanças espectrais. A banda fina em 3484cm
-1
 e 3406cm

-1
relativo aos 

estiramentos ᾇO-H da serina e L-DOPA livres não é mais observada no 

espectro da melanina, onde pode-se encontrar uma banda alargada com 

máximo em 1407cm
-1
 referente aos ᾇO-H dos grupamentos ácidos 

carboxílicos e catecóis. Ainda observa-se o deslocamento da banda da 

carbonila presente nos precursores de 1628cm
-1
 e 1661cm

-1
 da serina e 

L-DOPA para 1620cm
-1
 no produto. Esse deslocamento espectroscópico 

para maiores números de onda pode estar associado ao menor grau de 

liberdade do grupamento carboxílico presente no produto final. Por 

último, citamos a ausência da banda em 2045cm
-1
 referente ao ᾇN-H do 

aminoácido livre, comprovando a existência do nosso produto sem 

impurezas de serina
53

. 
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Figura 10. Espectros de infravermelho dos precursores serina, L-DOPA 

e do produto ser-DOPA. 

 

A Figura 11 apresenta os espectros da cisteína pura, do L-DOPA 

e do produto cys-DOPA. Assim como a ser-DOPA, observam-se as 

bandas características dos grupamentos doadores majoritários. Bandas 

em 3418cm
-1
 relativas ao estiramento ᾇO-H, 1619cm

-1
relativo aos 

estiramentos ᾇC=O e 1001cm
-1
 relativo aos estiramentos ᾇC-O 

caracterizam os grupamentos catecol, ácido carboxílico e quinona-

imina. Outro detalhe importante é a presença de uma possível carbonila 

diferente com estiramento em 1715cm
-1
 atribuída possivelmente a um 

ácido carboxílico ligado ao anel quinolinico contendo enxofre como 

heteroátomo. Destaca-se também o deslocamento em torno de 40cm
-1
 da 

banda relativa ao ᾇC-O devido a sobreposi«o com os estiramentos ᾇC-S 

que são característicos nesta região do espectro
61

. 

 As diferenças espectrais dos precursores para o produto final são 

semelhantes aos discutidos anteriormente para a ser-DOPA, observa-se 

uma banda larga em 1619cm
-1

 quando comparado com a cisteina e o L-
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DOPA e também o deslocamento da banda da carbonila caracterizando 

um ambiente com menores graus de liberdade e maiores forças 

intermoleculares entre os oligômeros. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Espectros de infravermelho dos precursores cisteína, L-

DOPA e do produto cys-DOPA. 

 

 A Figura 12 apresenta os espectros dos precursores treonina, L-

DOPA e do produto thr-DOPA. Este último apresentando bandas 

características em 3414, 1626 e 1062cm
-1
 relativo aos estiramentos ᾇO-

H, ᾇC=O e  ᾇC-O respectivamente caracterizando os grupamentos 

majoritários. Também apresenta uma banda fraca em 2960cm
-1
 atribuído 

ao estiramento ᾇC-H metilênico presente nesta melanina. Analogamente, 

nas outras melaninas modificadas observam-se a ausência das bandas 

peculiares dos precursores treonina e L-DOPA caracterizando o produto 

formado. A formação de uma banda larga com máximo em 3414cm
-1

 

também é observada além do deslocamento da banda da carbonila de 

1635cm
-1
 para a treonina livre e 1626cm

-1
 para a thr-DOPA. 
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Figura 12. Espectros de infravermelho dos precursores treonina, L-

DOPA e do produto thr-DOPA. 

 
 Os espectros das três melaninas para melhor comparação estão 

apresentados na Figura 13. É possível observar nos três espectros uma 

banda em 2920 cm
-1 
atribu²da aos estiramentos ᾇC-H dos carbonos com 

hibridização sp
3
 presentes na estrutura (anel de 6 membros ï Figura 6 ), 

comprovando assim a presença deste fragmento na estrutura oligomérica 

da melanina. 

 A atribuição das bandas relativas às melaninas livres é de suma 

importância para posterior caracterização dos seus respectivos 

complexos, e a atribuição de qual grupamento se coordena com o centro 

metálico, além da caracterização de alguns dos seus grupamentos. 
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Figura 13. Espectros de infravermelho das três DOPA-melaninas 

sintéticas modificadas com aminoácidos: cys-DOPA, ser-DOPA e thr-

DOPA. 
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5.1.3. Análise termogravimétrica 

 

As curvas termogravimétricas e suas respectivas derivadas são 

apresentadas nas Figuras 14 e 15 respectivamente. A análise 

termogravimétrica é a melhor ferramenta na tentativa de caracterizar 

alguns grupamentos presentes nas melaninas, mesmo sabendo que a 

melanina é termicamente estável
62

. Podemos observar na Figura 14 que 

a ser-DOPA e a thr-DOPA são termicamente estáveis perdendo metade 

da sua massa em temperaturas maiores de 750
o
C, resultados esses de 

acordo com termogramas da da DOPA-melanina pura sem modificação 

com aminoácidos
63

. Entretanto, a cys-DOPA apresenta uma perda de 

massa maior que as outras duas melaninas sintetizadas neste trabalho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Termogramas das melaninas sintéticas. 

 

 Entre 33 e 219
o
C a cys-DOPA apresenta uma pequena perda de 

massa, correspondente a 2,44% da inicial, entretanto em 250
o 

C ocorre 

uma brusca perda de massa que atribuímos aos grupamentos contendo 

enxofre como heteroátomo e aos grupamentos tióis, esses podem 
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proporcionar uma menor interação intramolecular entre os oligômeros 

que consequentemente estão mais suscetíveis a sofrerem decomposição 

térmica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Derivadas dm/dT dos termogramas das melaninas sintéticas. 

 

Prado e colaboradores
64

 realizaram estudos semelhantes com 

substâncias húmicas, que possuem estrutura semelhante as melaninas, e 

obtiveram o mesmo perfil de termograma, e atribuem as perdas de 

massas iniciais aos grupamentos funcionais terminais dessas estruturas. 

Uma vez que a ligação de hidrogênio presente nos grupamentos 

carboxílicos é mais forte que as presentes em grupamentos hidroxílicos 

livres, pode-se atribuir as perdas de massa até 400
o 

C aos grupamentos 

iminicos e catecóis. 
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A Tabela 3 apresenta um resumo da variação da temperatura com 

a variação de massa de cada intervalo de temperatura para as três 

melaninas. Observa-se que a ser-DOPA, cys-DOPA e thr-DOPA 

apresentam 40,86; 33,26 e 38,36% de formação de resíduo após a 

análise. Conclui-se que mesmo em altas temperaturas existe certa 

estabilidade térmica de ambos os produtos. 

 

Tabela 3. Resumo dos percentuais de perda de massa (ȹm) de 

cada melanina nos intervalos de temperatura (ȹT). 

 

Melanina ȹT (
o
C) ȹm (%) 

 

Ser-DOPA 

37 - 125 2,76 

162 - 410 22,29 

414 - 749 20,72 

750 - 902 14,37 

Resíduo 39,86 

 

Cys-DOPA 

33 - 219 2,44 

311 - 750 64,30 

Resíduo 33,26 

 

Thr -DOPA 

30 - 140 2,43 

140 - 249 16 

250 - 320 7,3 

330 - 660 18,7 

700 - 902 17,21 

Resíduo 38,36 
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5.1.4. Cromatografia Líquida de Alta Eficiência com detector 

MS ï LC-MS 

 
Com o objetivo de verificar a pureza das três melaninas cys-

DOPA, ser-DOPA e thr-DOPA foi realizado o experimento de LC-MS 

afim de identificar possíveis resíduos de aminoácidos cisteína, serina e 

treonina respectivamente. A Tabela 4 apresenta os parâmetros utilizados 

para a realização desta análise. 

 

 

Tabela 4. Massas monitoradas e energia de ionização utilizada no 

espectrômetro de massas 

 

Analíto Íon pai 

(m/z) 

Íon 

quantitativo 

(m/z) 

DP* EP* CEP* CE*  CXP*  

Cisteina 122,84 75,9 16 7,5 10 15 4 

Serina 105,984 65 41 10,5 10 15 4 

Treonina 120,075 74,1 21 4,5 10 13 4 

 

*DP ï Potencial Inicial; EP ï Potencial de Entrada; CE ï Energia 

de Colisão; CEP ï Potencial de colisão; CXP ïPotencial de colisão na 

saída da célula. 

 

Os resultados das análises cromatográficas revelaram que todas as 

amostras analisadas estão livres de aminoácidos residuais, evidenciando 

a pureza das três melaninas sintetizadas em relação aos precursores 

utilizados.  

A motivação para realização desta análise foram os resultados 

obtidos por titulação potenciométrica, sessão 5.1.7, onde na curva de 

titulação da cys-DOPA observou-se um tampão em valores de pH 

próximos de 8 onde ficou-se em dúvida quanto a presença de cisteína 

livre, referente ao equilíbrio ácido-base do tiol presente em sua estrutura 

com pKa semelhante em torno de 8
65

. A importância da comprovação da 

ausência de aminoácidos residuais livres é fundamental para a 
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continuidade dos trabalhos, tanto no que tange a atividade antioxidante, 

quanto a interação com espécies catiônicas.  

 

 

5.1.5. Microscopia Eletrônica de Varredura 

 

A técnica de microscopia eletrônica de varredura é utilizada com 

frequência para a verificação da morfologia de melaninas, tanto naturais, 

quanto sintéticas
7,34,66

. As micrografias da melanina ser-DOPA com 85, 

750, 2000 e 15000 vezes de aumento são apresentadas na Figura 16a. 

Observa-se a 85 vezes de aumento que os fragmentos apresentam-se 

com valores entre 200-1000µm, e ainda com características amorfas em 

toda sua extensão comprovado pelas micrografias com aumentos 

maiores. Diferentemente da ser-DOPA, a melanina modificada com 

cisteína, cys-DOPA, apresenta partículas um pouco menores quando 

observadas a 85 vezes de aumento e observa-se na Figura 16b, o 

fragmento variando entre 20 e 200µm. As micrografias com maiores 

aumentos apresentam camada lateral variando de 20 a 40µm em uma 

estrutura amorfa. Outras melaninas sintéticas presentes na literatura 

apresentam essa característica diferente das melaninas naturais que 

possuem uma morfologia mais organizada, geralmente em formas 

esféricas ou em bastonetes
67-69

. 

A melanina thr-DOPA apresenta peculiaridades morfológicas 

diferentes das outras melaninas como pode ser observado na Figura 16c. 

Com um aumento de 85 vezes pode-se observar que os fragmentos são 

menos uniformes com valores de tamanho variando entre 100 e 200µm e 

nos aumentos de 2 e 15mil vezes observa-se uma estrutura mais amorfa 

quando comparado com as duas melaninas, supostamente organizada em 

camadas, fenômeno esse inédito até o momento. Especula-se que pela 

característica da molécula de treonina utilizada como modificante e 

ainda observando a possível estrutura da thr-DOPA, as forças 

intermoleculares existentes entre os oligômeros seja muito menor 

quando comparado com a ser-DOPA e cys-DOPA e por existir pequena 

interação pode afetar a sua morfologia tornando a estrutura menos 

organizada que as demais. 
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Figura 16a. Imagens de MEV da melanina ser-DOPA com 85, 750, 2000 e 15000 vezes de 

aumento respectivamente. 


