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RESUMO -

As interagoes dos pigmentos biolGgicos porfirina, fta
locianinas e carotenos com surfactantes em agua foram estuda-
das principalmente através de métodos de espectroscopia e ten

siometria.

'0 espectro da porfirina em agua pura apresenta tres
bandas caracteristi%as: a banda intensa de Soret ou banda vy, a
cerca de 400 nm, a banda o , aproximadamente 10 vezes menos in
tensa que a banda vy , ocorrendo a cerca de 550 nm e a banda B

aparecendo como uma saliéncia vibrénica a cerca de 510 nm.

Confirmou-se que para solugoes aquosas de porfirina
'contendo brometo de cetiltrimetilamaﬁio (CTAB) em concentra-
¢des acima da concentragao critica micelar (CMC) o espectro &
muito diferente. Este, consiste de quatro bandas (Qxl, Qxy»
Qyi e Qyz) distintas a cerca de 500, 530, 570 e 620 nm, respec
tivamente, as quais resultam do desdobramento das bandas visi
véis o e B. Este fenomeno indica que existe uma interacao es

pecifica entre o CTAB na forma de micelas e a porfirina.

Magnésio e manganés ftalocianina sdo insollveis em
agua pura. Entretanto, sdo sollveis em varios solventes orga
nicos como N,N-dimetilformamida (DMF); N,N-dimetilacetamida -
(DMA) ; dimetilsulfoxido (DMSO); metanol; etanol; benzeno e so
lugoes aquosas de etanol; piridina; 1,10-fenantrolina 3 acido
cloridrico e outros. Coeficientes de extingao determinados pa

ra alguns solventes sao: DMF, € = 1,62 x 104; DMA, € = 1,81 x

10* e DMSO, € = 0,58 x 10* Mt "L, A partir de amostras
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solidas dé ftaiocianina foi demonstrado que micelas de brometo
‘de cgtiltrimetilam6nio (CTAB), cloreto de cetilpiridinio (CPC1),
eéter- de lauril-23-polioxietileno (Brij-35) e éter p-tertoctil-
fenilpolioxietileno (Triton X-100) sao boas solubilizadoras
deste pigmento respiratdério. Por exemplo, para uma solugao a
quosa 20,0 x 10"*M de CTAB foi atingida uma solubilidade de
aproximadamente 0,080 g por litro. .Por outro lado, surfactan-
tes como lauril sulfato de s6dio (NaLS) e cloreto de palmitil-

carnitina (PCCl) sdo solubilizadores menos eficientes.

A interacdo da magnésio ftalocianina em solug6e§ g
quosas de surfactantes ndo € muito sensivel a adicao de sais.
Com base nesta observacao e nos resultados ja descritos péra
porfirinas mostrando um efeito contrario, sugere-se que a solu
bilizacao das ftalocianinas acontece através da incorporagdo

do pigmento biologico no interior da micela.

Os carotenos a, B e y foram extraidos a partir de
cenouras, sendo B-caroteno o componente mais comum. O espéc—
tro dos carotenos apresenta trés bandas distintas na regiip;vi
sivel a cerca de 425, 450 e 475 nm, correspondendo a cada com
‘ponente. Vefificou-se que o extrato de carotenos e insoluvel
em agua e soluvel principalmente na presenca de micelas dos
surfactantes Triton X-100 e CTAB. Por exemplo, uma solugao a
quosa de 1,00% por volume de Triton X-100 a 25°C solubiliza e-

ficientemente 1 g de carotenos por litro.

Os resultados do presente estudo sao importantes por
que, alem de levar a um entendimento melhor das propriedades
fisico-quimicas dos pigmentos bioldgicos estao relacionadas cam

processos de transferéncia e armazenagem de energia.



viii

A B STRACT

The interaction of biological pigments such as
porphyrin, phthalocyanine and carotenes with surfactants in
water has been studied mainly by means of spectroscopic and

tensiometric techniques.

The porphyrin spectrum in pure water has three‘
distinct bands: the intense Soret or Y-band at about 400 nﬁ,
the o-band, about ten times less intense then the y-band
occurring at about 550 nm and the 3-band appearing as a

vibronic shoulder at about 510 nm.

It was confirmed that the spectrum of aqueous solution
of porphyrin containing cetyltrimethyalammonium bromide above
the critical micellar concentration (CMC) is considerably
different. It consists of four distinct bands (Qxy, Qxj;, Qyy
and Qyz) at about 500, 530, 570 and 620 nm, respectivelly.
These bands result from the splitting of the o and B-bands in
the visible. This phenomenon indicates that there is a
'specific interaction between CTAB in the form of micelles and

the porphyrin.

Magnesium and manganese phthalocyanine are insoluble
in pure water. Nevertheless, they are soluble in various
organic solvents such as N,N-dimethylformamide (DMF); N,N—
dimethylacetamide (DMA); dimethylsulfoxide (DMSO); methanol;
ethanol; benzene and aqueous solution ethanol; pyridine, 1,10-
phénanthroline; hydrochloric acid and others. Extinction

coefficients determined for some solvents are: DMF, € = 1.62 x
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104, pMA, ¢ = 1.81 x 10° and DMSO, € = 0,58 x 10% M lemL.

Using solid samples of phthalocyanine, it was shown that )
micelles of cetyltrimethylammonium bromide (CTAB), cetylpyri-
dinium chloride (CPC1l), lauryl-23-polyoxyethylene ether
(Brij-35) and p-tertoctylphenylpolyoxyethylene ether (Triton
X-100) are good solubilizers of this biological - pigment.

For example, a‘solubitily of about 0.080 g/1 was obtained~for

an aqueous 'an solution of 20.0 x 1074

M CTAB. On the other
hand, surfactants such as sodium lauryl sulfate (NaLS) and
palmityl carnitine chloride (PCCl) are less efficient

solubilizers.

The interaction of magnesium.phthalocyanine in
aqueous solutions of surfactants is not very sensitive to the
addition of salts. On fhe basis of this observation and the
results already described in the literature for porphyrins
showing the opposite effect, we suggest that the solubiliza-
tion of phthalocyanine occurs through incorporation of this

biologic pigment in the interior of the micelle,

The compounds o , B and Y-carotene were extracted
from carrots, being B-carotene the predominant component. 'The
spectrum of the carotene extract contains three bands in the
visible region at about 425, 450 and 475 nm, corresponding to
each component. It was shown that the carotene extract is
insoluble in water but it is soluble in mainly in the presence
of micelles of Triton X-100, CTAB and Brij-35. For example,
and aqueous solution of Triton X-100 (1% by volume) solubili-

zes effectively 1 g of carotene per liter.

The results of the present, work are important



because,.in addition to leading to a better understanding of
- the physical and chemical properties to biological pigments,

they are related to processes of transfer and storage of

energy.
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CAPITULDO I

PROPGSITO DO ESTUDO

O presente trabalho foi desenvolvido tendo em vista

0os seguintes objetivos:
1 - Confirmacgdo do desdobramento das bandas o e B e
estudo detalhado da interagdo entre porfirina e modelos sim
ples de membranas fornecidos por micelas de brometo de cetil

trimetilamonio (CTAB) em solugbes aquosas.

2 - Estudo do processo de solubilizacdo de ftalocia
ninas, mais especificamente mangané€s e magnésio ftalocianina
em solugoes aquosas na presenca de micelas de varios tipos de

surfactantes.

3 - Estudo da solubilizagdo de carotenos em solu

Goes aquosas na presenga de micelas de diferentes surfactan

tes.



INTRODUCAO

2.1 - PIGMENTOS RESPIRATORIOS

A grande variedade de cores e de tonalidades da natu
reza € devida a presenga de substancias ﬁigmentares nos tegu
mentos (BIOCROMOS) ou a estruturas especiais que modificam e
decompoem as radiag¢oes luminosas quexheles incidem (QUEMOCRO
MOS). A cor dos pi;mentos se deve 3 sua propriedade‘de absor

ver, de modo eletivo, a energia do espectro visivel em certos

comprimentos de onda.

Os BIOCROMOS,podem também ser designados QUIMIOCRO-
- MOS para indicar sua natureza quimica. S3o pigmentos naturais
. pertencentes aos carotenoides, flavinas, tetrapirrois, antra-
quinonas, naftoquinonas, pterinas, flavondis, melaﬂinas, puri
nas e derivados indélicoé. Estao quase todos ligados a um su

porte protéico, ainda que também possam ser encontrados livres

nas células e em fluidos organicos.

Os pigmentos mais importantes para oS seres Vivos
sao derivados tetrapirrolicos, que compreendem a clorofila nos

. . . : .. 1-10
vegetais e as hemoproteinas e citocromos nos animais ( ),

No nosso planeta a vida depende da presenga dos pig-
mentos clorofilianos, os quais captam a energia luminosa do
sol e a utilizam na sintese de carbohidratos e demais compostos

que vao servir de alimento aos animais.



Os processos de obtencgdo e transferéncia de energia
dentro da célula sao decorrentes da presenga de compostos por

firinicos como os citocromos.

Os carotendides, por sua vez, tem larga distribui§50
nos animaiS'e'vegetais e possuem em geral fungao de fotorreteg
tores, assim como as flavinas que se encontram conjugadas na
natureza, constituindo as flavoproteinas ou proteinas amare-

¢
las. A maioria dos pigmentos carotendides encontra-se sobretu

do nos invertebrados. Os carotenoides e seus derivados sao

responsaveis pelas cores vivas que esses animais apresentam.

Os QUEMOCROMOS ou cores estrﬁturais ocupam também um
. lugar importante no estudo da biocromatologia. E no§ insetos
. e nas aves que se encontram os principais tipos de quemocromos.
Em geral acham-se associados aos BIOCROMOS, contribuindo para

produzir variadas tonalidades de rara beleza.

Os pigmentos respiratdrios existentes em quase todos
os organismos multicelulares do reino animal e em muitas plan
tas leguminosas sao usados para o transporte e intercambio de

gases como o oxigenio, dioxido de carbono e outros (1-16).

Os pigmentos respiratorios mais comuns sdo: mioglobi
na, hemoglobina, hemeritrina, hemocianina e hemoglobina legumi
nosa; todos vermelhos e contendo ferro. A hemocianina, porém,
€ uma excegdo, pois € azul, nao possui um heme normal e contem

cobre aos invés de ferro (11—16).

Em geral um pigmento respiratorio consiste de dois
componentes: uma proteina basica sem cor chamada globina e um
grupo prostético chamado heme, o qual € responsavel pela cor

do pigmento. Quando acidos ou bases sdo adicionados ao pigmen



to, estes dois componentes separam-se facilmente.

A globina & composta por uma série de amino 4acidos
ligados por ligagdOes peptidicas e a sequéncia dos mesmos varia

de espécie para espécie (Figura 1).

O grupo prostético & composto de um fon ferroso e
[ .

uma protoporfirina, tipo 3, numero IX. A ‘ferroprotoporfirina
IX & comumente conhecida por heme. No heme, o Ion ferroso en
‘ : - P (7-13) .-
contra-se envolto por quatro aneis pirrolicos . Dois a-
tomos de nitrogénio de dois anéis pirrdlicos ligam-se com o
. Ion ferroso; as outras duas posigoes sao ocupadas pela globina
©e uma molécula de gas interagindo com o pigmento ou pela agua

(Figura 2).

O numero de oxidagdo comum do ferro no estado natu-

t

ral € +2 e os compostos geralmente sdao chamados de ferrohemo-
’ - - . B -
protelnas. Uma vez extralda, ou em solugoes aquosas, 0 1o0n
: , B
ferroso e rapidamente oxidado para +3 e os compostos sao chama

dos ferrihemoproteinas ou metemoproteinas.

A mioglobina & um dos pigmentos respiratdrios mais
simples e esta relacionada com o transporte do oxigénio no mis
culo. E encontrada nas células musculares de vertebrados e tem
um peso molecular de mais ou menos 17.000. Consiste de um gru
po protéico_bésico chamado giobina e um grupo prostético chama
do heme. E uma molécula extremamente compacta e as dimensdes
maximas sao mais ou menos 45 x 35 x 25 R . A globina esta envol-

vida por uma configuragao parcialmente o- helical.

A hemoglobina € encontrada nos eritrdocitos de muitos
vertebrados e € considerada aproximadamente como um tetramero

da mioglobina contendo quatro cadeias polipeptidicas , sendo

atvu
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‘duas o e duas.B, respectivamente, cada uma ligada a um grupo
heme. Ela tem um peso molecular aproximado de cerca de 68.000
daltons. Os amino-acidos das cadeias o e B variam considera-
velmente de espécie para espécie.

Hemeritrinas sdao pigmentos respiratorios encontrados
em vermes sipunculideos ou moluscos (11 molécula de hemg

ritrina € um octamero que nao contém heme mas possui mais fer

ro do'que a hemoglobina por unidade de monoémero.

Hemocianinas sao pigmentos respiratdérios azuis, = nao
possuem heme e contém cobre ao invés de ferro como atomo de me
tal. Eles sao encontrados no plasma de muitos crustaceos e.mo

luscos (11’16).

Hemoglobina leguminosa € um pigmento respiratorio en
~contrado nos rodulos das raizes de muitas plantas leguminosas.
O pigmento vermelho da hemoglobina leguminosa , foi pri-
meiramente descoberto por Kubo em 1939 e foi mais tarde confir

(17), Keilin e Wang (18) he

mado pelo trabalho de Virtanen
X . I - . X

moglobina leguminosa € constantemente encontrada no interior

de nédulos crescendo nas raizes e em associagdo com bactérias,

usualmente do genero Rhizobium leguminosarum. A exata locali-

zégéo da legoglobina no nodulo foi determinada por autorradio-
grafia de microscopia eletronica. Os resultados dos estudos
feitos por Dilwofth e Kidby (19) com R?Iadimnjvodndhmram que a
'leghemoglobina esta localizada éntre a parede do bacterdoide e

a membrana da planta localizada na vizinhanga da bactéria.

A molécula deste pigmento consiste de um heme conten
do um atomo de ferro e uma globina proteinacea. O valor do pe

so molecular comumente aceito & 16 - 17.000.



Ewing e Ionescu (20), em seus estudos sobre a iﬁterg
gao da hemoglébina leguminosa com nitrogénio e xenonio, inves-
tigaram também algumas propriedades fisicas e quimicas dééta
hemoproteina (21). A taxa de troca do ferro em ferrileghemé -
globina, ferrimioglobina e ferrihemoglobina com 59Fe‘foi medi
da em meio aquoso acido. Os resultados experimentais, indican
do trocas de 1 - 3% para ferrileghemoglobina, sao éomparéveis
‘para as outras duas hemoproteinas e contribuem para a idéia
substancial de que o atomo de ferro do grupo heme da hemoglobi
na leguminosa encontra-se em uma vizinhanc¢a similar aos étdmos

de ferro em mioglobina e hemoglobina.

2.2 - PORFIRINAS

0 estudo dos sistemas porfirinicos tem avangado apre
ciavelmente nos ultimos anos. A determinagdo detalhada da  es
trutura das porfirinas e metaloporfirinas por difragéo de raios
X tém éontribuidougrandemente para a compreensao das proprieda
des fisicas e quimicas da molécula de porfirina. As porfifi-
nas estdo relacionadas com o transporte de elétrons até o oxi
genio (pelos sistemas citocromicos); com a atividade cataliti-
ca da catalase e peroxidase e estao relacionadas com a fotos

sintese (1‘12).

O papel das porfirinas &€ muito importante na
economia da cé€lula e talvez seja a classe mais importante de

compostos que possuem um ligante metal em sistemas bioldgicos.

A estrutura esqueleto das porfirinas € uma PORFINA.

O nome porfina vem do grego porphyros, que significa vermelho,

a cor caracteristica destas substdncias. O nicleo porfina con



siste de quatro anéis pirrolicos, unidos por quatro pontes me-

tinicas (-C=), originando um macrociclo tetrapirrdlico. As pon

tes metinicas sao: o, B, Y e §.

0 sistema de dupla ligagao € altamente conjugado e
as duplas ligagOes ndo sdo determinadas de forma definida, ja
‘que a estrutura € um sistema ressonante com varias estruturas

(22-%8). 0 sistema possul nominalmente 22 elétrons

possiveis
. . . ~ - > -~ 3 ‘

T, mas somente 18 desses sao incluidos na ressonancia, que por
sua vez € uma ressonéncia interna. Isto esta de acordo com a

regra de HlUckel 4n+ 2 para que haja aromaticidade (Figura 3).

As diferentes porfirinas sao derivadas da porfina pe
la substituigdo de algumas ou de todas as varias posigdes que
possui. Na natureza a porfirina maié comum_é a Protoporfifi-
na IX e & um dos quinze isdmeros possiveis. E encontrada  em
pigmentos respiratorios. Os aneis pirrdlicos da porfiha pos-
suem'substituintes metilas nas posigées 1, 3, 5 e 8; grupos'vi
nilas nas posigoes 2 e 4 e -CHZ—CHZ—COOH nas posigées 6 e 7
(Figura 4). A meso—tetréfenilporfina € apenas uma porfirina
sintética empregada como modelo para as porfirinas que ocoffem

naturalmente.

As diferentes porfirinas derivam nao apenas dos va
rios grupos e cadeias laterais ligadas nos anéis pirrdolicos ,
mas também do tipo de metal central e nesse caso, sao chama-

das metaloporfirinas ou porfirinas metalicas.

As porfirinas podem aceitar dois ions hidrogénios for
mando um diacido +2 ou podem doar dois protons para formarem
um anion -2. E na forma de anion que as porfirinas complexam-

se com ions metalicos, geralmente dipositivos, para formarem



H —N 11

FIGURA 3 - ESTRUTURA ESQUELETO DA PORFIRINA,
| A PORFINA.
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os complexos porfirinicos metalicos (Figura 5).

Pode-se estimar a distancia de uma ligacao entre o}
nitrogenio e um atomo dos metais de transigdo de 2,0 R . Por-
tanto, o tamanho do "buraco'" do centroido anel porfirinico e
ideal para acomodar metais da primeira série de transigdo. O
sistema porfirinico € bastante r1g1do e a distancia metal -ni
trogénio varia de 1, 95 R no Ni-porfirina para 2,1 A no Fe(III)-

porfirina (Figura 6).

'Os metais encontrados nos tetrapirrdis, bioquimica -
mente funcionais sdo: ferro (no hemo); magnésio (na clorofila)

e‘cobalto (nas c¢cobalaminas, tetrapirrois modificados) (29-;2).

0] hémo € uma ferro-porfiriha. Como vimos, a proto-
porfirina IX pbssui substituintes metilas nas posigoes 1, 3,
5 8, grupos vinilgs em 2 e 4 e -CH,~CH,-COOH em 6 ¢ 7. Caso
os nitrogeéenios pirrSlicos-estejam coordenados com o ferro, en
tao, a porfirina € denominada ferroprotoporfirina IX (22-28).

£ encontrada na natureza como um grupo prostético de
pigmentos respiratdrios tais como: hemoglgbina,i mioglobina e
' leghemdglobina e € chamada de heme ou hematqporfirina. 0 ato-

"mo central € tetracoordenado e encontra-se sob o estado de oxi

dagao +2 (Figura 7).

A porfirina do citocromo C &€ uma protoporfirina 1IX
com os grupos vinilas ligados nos grupos SH da cisteina na pro
teina.

Em 1883, uma banda de intensa absorgao, em torno de
400 nm, foi observada pela primeira vez na hemoglobina por So-

ret; esta mesma banda foi detectada em porfirinas por Gamgee

Verificou-se que a banda de Soret aparecia em todos os deriva-
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dos da porfirina, sendo'que os valores de absortividade molar

variavam numa faixa de 2 a § x 10_5 M_l cm_l. Esta banda €& de

nominada também de banda 'y.(22_28).

0 anel porfirinico & enquadrado no grupo de sime-
tfia D4y, € as transigoes na regiao de 350 - 620 nm sao essenci-
almente transigdes eletrdonica mw - 1%, sendo que as transigoes
energéticas altas correspondem a banda de Soret ou y (400 nm),
e as transigSes energéticas baixas correspondem‘és bandas o e
B, as quais encontram—se'aé redor de 550 nm e sao cerca de 10

vezes menos intensas$ que a banda de Soret (22_28).

Um diagra-
: t
ma dos miveis de energia do anel porfirinico € dado na Figu

ra 8.

Além das fungdes ja mencionadas, as porfirinas tem
uma importancia fundamental em problemas relacionados com a o-

(31)

rigem da vida , metabolismo, vastas aplicacdes em células

"solares ou fotovoltaicas. Existem muitos trabalhos tratando

deste assunto (32-50).

A clorofila € uma magnésio-porfirina enquanto o hemo
e uma ferro-porfirina. Os quatro atomos de nitrogénio das pir
rolas estdo coordenados a um dtomo central de magnésio. As clo
rofilas sao encontradas nos cloroplastos das plantas verdes.
Sao moléculas fotorreceptoras e portanto responsaveis pela fo
tossintese. O principal fotorreceptor nos cloroplastos & a

(1-6,10,14)

clorofila a, uma tetrapirrola substituida . A estru

tura do anel porfirinico da clorofila difere da do hemo em va

rios aspectos:
- uma das pirrolas encontra-se parcialmente reduzida.

- contém um anel ciclopentanona unido ao anel pirrélico III.



FIGURA 8 - DIAGRAMA DOS NIVEIS DE ENERGIA DO

22-2
ANEL PORFIRINI CO.( 4
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- ambas as cadeias laterais acidas na clorofila estdo este-
rificadas, enquantq no hemo estao livres. Uma das cadeias
dcidas na clorofila € um éster metilico, enquanto a outra
& um éster do fitol (C2oHz9OH). = Este alcool de cadeia lon
ga consiste de quatro.unidades isoprenSides que o tbrna

altamente hidrofobico.

- a clorofila a difere da clorofila b em um substituinte
num dos pirrdis. Na clorofila b, existe um grupo formila

no lugar de um grupo metila (Figura 9).

As clorofilas sao fotorreceptoras eficientes devido
conterem uma rede de ligagoes simples e duplas alternadas. Pos
suem faixas de absorcdo muito fortes na regido visivel do - es-

pectro.

A clorofila a tem duas bandas bem definidas a aproxi
madamente 420 nm e 680 nm. A clorofila b também possui duas
bandas bem definidas a comprimentos de onda um pouco diferen-

(1-6,10,14)

tes, ou seja, 460 nm e 650 nm Os coeficientes de

extingdo maximos das clorofilas a e b sd3o  superiores - a
-1 -1

10° em™! M

3

A luz que ndo & sensivelmente absorvida pela clorofi
la a, em 460 nm, € capturada pela clorofila b, que tem intensa
absorgao neste comprimento de onda. As duas espécies de cloro
filas complementam-se na absorgao da luz solar incidente. Exis
te uma regiao eépectral, de 500 - 600 nm, onde a absorgao da
luz € relativamente fraca, porém a maioria das plantas ndo pre
cisam captar luz ne%ta regiao, pois uma quantidade suficient¢

€ absorvida nas partes azul e vermelha do espectro (1-6).

A vitamina By; € uma porfirina modificada (Figura 10).
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Sua estrutura tridimensional & conhecida com detalhes. Cofreg
ponde a um complexo cujo atomo central & o cobalto (III) .1ig§
do a quatro grupos pirrolicos, através dos nitrogénios destes
anéis.

Os quatro anéis pirrolicos formam um ligante tétra-
dentado macrociclico denominado de anel corrinico. A difragéd
de raios X revelou que o anel corrinico ndo € bem planar, sen
do que sua planaridade depende dos grupos ligados na periféria
do anel. Nao & bem‘planar também devido a falta de conjugacao,

sendo portanto quase flexivel, facilitando as trocas de confi

- 1-6
guragao (1-6)
Uma analise entre o anel porfirinico e o corrinico,
indica que o Ultimo possui deficiéncia de elé€trons m , visto

que o anel porfiriniéo possui 22 eiétrons T , enquanto o corri
nico tem apenas 14 elétrons m . E além disso, ha interrupgdo
parcial da conjugacao entre os anéis pirrdlicos I e IV, devido
a modificacdo do anel intermediario (de 4 para 5 membros) e da
redugdo da ponte metinica. O sistema apresenta conjugacao, no
eﬁtanto,'tem menos ressonancia do que as porfirinas e nao parg
ce ter aromaticidade, mesmo que tenha 4n + 2 elétrons m , pois
aAconjugagio nao se estende ao anel inteiro e sim ocorre inter
rupgdo de deslocamento de orbitais = , além da falta de plana-
ridade (14).

Além dos quatro ligantes equatoriais, a vitamina Bj?
tem dois outros 1igantes axiais: a quinta posigao de coordena
gdo que esta representada por R representa grupos como CN~, OH,
H,0, etc., e a sexta posigcdo € ocupada pelo ligante a-5,6-dime

til-benzimidazol. Quando este Ultimo esta presente, as molécu
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las sao denominadas cobalaminas.

Experimentalmente, exisfe.a possibilidade de distin
guir a vitamina B1, nos seus trés estados de oxidagdo atfayés
das cores exibidas em solugao: BlZai(Co III) & vermelha; Bin
(Co II) € marrom e Bjpzg (Co I) & verde-cinza. Estas diferen-
gas de cores sao reflexos das diferentes regioes de absorcao

em comprimentos de onda do visivel (14).

O espectro da aquocobalamina & caracterizado pelas
. . " - . -~ *
bandas abaixo de 300 mm, correspondentes as transigoes w-m  do

grupo benzimidazol.

O espectro das cobalaminas ‘€ bastante semelhante ao
das porfirinas. Nos dois grupos aparecem as bandas o, B e y. e

esta descrito amplamente na literatura (14).

2.3 - FTALOCIANINAS

As ftalocéaninas sao encontradas comumente - mnas fo
lhas dés plantas e atuam como captadores de energia. Sao de in
teresse nao apenas Como compostos modelos para as porfirinas
biologicamente importantes, mas também porque os complexos me
talicos de cor intensa sdo de grande uso comercial, como tin-

tas e pigmentos, e também tem propriedades elétricas e éticas

‘muito importantes (51-58)

As ftalocianinés sdo moléculas obtidas deslocando-se
os carbonos o, B, Yy e § das porfirinas por nitrogénios e fu
sao dos anéis benzénicos nos pirrdis. O buraco no anel da fta
locianina € cerca de 10 X maior que nas porfirinas, como um

resultado do maior tamanho do atomo de nitrogénio comparado com
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o carbono. Sao isoeletronicas com as porfirinas. A férmula es

trutural das ftalocianinas & mostrada na Figura 11.

A estrutura eletronica das ftalocianinas tem sido o

objetivo de muitos tratamentos tedricos. O diagrama dos ni-
veis de energia separados para o metal e a ftalocianica comu-

mente aceito esta ilustrado na Figura 12_(58),

1

Uma representagao qualitativa dos orbitais molecula
- res para a'ftalocianina obtidos por Gouterman e colaboradores,

- & dada na Figufa'IS.(56)..

t

As ftalocianinas apresentam duas bandas de absorcgao

g (10,51.56) ° r'banda o & melhor definida e ocorre a apro

a e
ximadamente 675 nm, enquanto a banda B ocorre a um comprimento

de onda de aproximadamente 610 nm.

As ftalocianinas representam um sistema ideal de mo
delo de semicondutores organicos, uma:vez que a constituigao
quimica e a estrutura do estado s6lido podem ser influencia -
dos pela troca.do sistema porfirazina, do atomo central ou pe
la modificagao do cristal. Existem em diversas formas poliméz
ficas e a modificacao do cristal influencia fortemente suas pro

priedades elétricas e oticas.

A HoPc tem pelo menos tres formas polimorficas, das
quaisAas formas o e B sao as mais importantes. A transforma-
cao da fase o para a B em peliculas ou camadas finas foi inves
tigada émplamente. Uma fase de tranéigéo ferroelétrica de pri
meira ordem foi reportada na forma o e outra na forma B8 da
H,Pc (51f58). Existe também um grande interesse nas proprieda
des optoeletronicas das ftalocianinas.coloridas. " Por exemplo,

peliculas de ftalocianina livre de metal (HPc) sao wusadas para



MET%LOFTALOCIANINA (MPc)

FIGURA 11 - ESTRUTURA MOLECULAR DE UMA PORFIRINA,

FTALOCIANINA E METALOFTALOCIANINA.
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b2u
b1y — blg(x?-y?)
beg -
——— b2g(xy)
eg(xz,yz)
_— a‘lg(ZZ)

Pc METAL

FIGURA 12 - ESTRUTURA ELETRONICA MOSTRANDO A POSICAO
APROXIMADA E ORDENANDO 0S ORBITAIS DA
FTALOCIANINA E ORBITAIS d NO LIGANDO ME-
TAL (58).
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fotosensitizar Se e Si0O2 , Se em aplicagOes xerograficas, e

S$i02 em fototransistores-MOS espectralmente sensitivos. Peli

culas similares de ftalocianinas e porfirinas afetam a produ
cdo de energia das células solares ou fotovoltaicas, com uma

variedade de substratos semicondutores.

Peliculas de CuPc sobre Si aumentam a modulagdo foto

voltaica e diminuem a transmissao de energia do elétron. As cé

lulas sdlares feitas de peliculas de MgPc possuem uma eficién

cia fotovoltaica de 0,01% (53—58).

A.fotovoltagem a uma alta:intensidade de saturagao e
o tempo de relaxagdao associado com esta fotovoltagem foi medi
do para uma variedade de ftalocianinas em membranas e os resul
tados sao: HpPc (10.60 mV, 25.3 msec.); NiPc (10.99 mvV, 43.2
msec.); CuPc (5.24 mV, 47.2 msec.) e ZnPc (0,01 mv, 18.4 m§ec).
Porém, nenhum sinal de fotovoltagem observavel foi obtido para

FePc ou CoPc (58).

A dependéncia espectral dos sinais de fotovoltagem

para estas ftalocianinas coloridas esta relacionada com o _es

pectro de absorgdo optico. O tamanho da fotovoltagem &, contu

do, fortemente correlacionado com o alinhamento das energias

dos orbitais d sobre o ligando central do metal com o orbital

valéncia de ligacdo molecular do outro anel da ftalocianina, co

mo foi determinado a partir de medidas de fotoemissdo (53-58).
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2.4 - CAROTENGIDES

Os carotendides sdo encontrados largamente espalha-
dos nas formas inferiores e superiores das plantas. Os maié‘sg
turados e oxigenados, s3o tamb&ém encontrados mais comumente
na natureza. Eles ocorrem em tecidos de animais vertebrados e
invertebrados, particularmente em dep6sitbs de gordura, leite
e tecidos do olho. Os carotendides sdo pigmentos acessorios e

funcionam como receptores de alta energia (1'6’10’59'63),

Os carotenos sao classificados com base na categoria
pelas quais eles se movimentam através de alguma coluna. Caro
- tenos alfa movimentam-se mais rapidamente, seguindo em ordem

~

por beta e gama.

O caroteno originado de cenouras € predominantemen-
te B ; esta banda € a mais evidente das trés. ‘Alguns tracos de
carotendis apafeceréo acima da banda do y-caroteno (1-6). Sao
léngas moléculas poliisoprendides contendo duplas ligagdes con
jugadas; cada final da molécula contém um anel ciclohexano in
saturado substituido. Existem duas grandes classes de carote

(59-65); 0s carotenos, 0S quais sao hidrocarbonetos iso

noides
prén6ides e ndo contém oxigénio, e as xantofilas, as quais sao
muito similares em estrutura mas contém atomos de oxigénio em
seus anéis terminais. A Figura 14 mostra as estruturas & e B-

caroteno, respectivamente,

. Uma analise qualitativa do alcance de captacdo de e
nergia na regido visivel & dada na Figura 15 que inclui um es
pectro de acdo do processo de fotossintese e espectros de ab-

sorcao individuais para clorofilas, carotenoides e ftalociani
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nas. Como pode ser visto, 0s varios pigmentos exibem bandas
. de absorcgdo maxima diferentes e complementares um ao outro no

(1)

. processo de captagao de energia

2.5 - MODELOS DE MEMBRANAS E TRANSFERENCIA DE ENERGIA

Membranas biologicas organizam moléculas em seus di
ferentes compartimentos, proporcionando suaves microvizinhan-

gas e permitem o transporte controlado de solutos.

A complexidade das membranas naturais necessitam do
uso de modelos de membranas para investigagGes a nivel molecu
lar. Sistemas simples e diferentes aproximagoes destes utili-

zados in vitro podem reproduzir processos quimicos economica-
e : . 12,66-69 '
mente viaveis, guiados pelas membranas (1z, ).

O primeiro modelo de membrana foi proposto por Gor-

ter ¢ Grendel em 1925 (70)

(71)

, € foi mais tarde modificado por Da
nielli e Davson . Essencialmente, o modelo consistia de
duas camadas fosfolipidicas com as terminacdes hidrofobicas em
oposigdo umas as outras. Mais tarde, outras camadas de proteil

nas ou carboidratos foram superpostas nas duas camadas de lipi

dios originais.

Mais ou menos em 1966, a fim de explicar a permeabi-
lidade e outras propriedades e fungdes das membranas, um mode
lo dinamico foi proposto por A.A. Benson (72). Este modelo con
sistia de uma série de micelas fosfolipidicas, em equilibrio
dinamico, e que continham proteinas e carboidratos envolvidos

nelas mesmas.

Este modelo dinamico mais tarde evoluiu para o mode
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lo mosaico de proteina lipidio - globular proposto por Singér e

(73)

Nicholson , € para a proteina cristal ou modelo de cristal

(74)

liquido de Vanderkooi e Green

De acordo com este modelo a matriz da membrana, que
é‘pma bicamada de lipidéos composta de fosfolipideos e glico-
lipideos, incorpora proteinas, tanto na superficie como no vig
terior e atua como uma barreira perméével (Figura 16). As‘mo—
lé6culas sdo livres para se difundirem lateralmente no plano da
membrana; Ao contrario, a difusdo transversa de moléculas gran
des € lenta (66—70). Este comportamento pode ser racionaliza-
dé em termos da estrutura de lipideos que constitui a membrana.
Os lipideos contém uma parte hidrofdbica, geralmente uma ca-
deia dupla alifatica, fosfato ou grupos de cabega polar ester
carboxilados e regides intermediarias onde 1igag6es.de hidroge
nio podem ocorrer (Figufa 16). Permeabilidade passiva €& uma
fungdo da fase de transicdo de ordenada para bicamadas de bli—
quidos ‘e ela depende do comprimento da cadeia hidrocarbéniéé ,
da posigdo e numero das ligacdes duplas e da quantidade de-vco

. 66-70 -
lesterol presente ( o ).

Acredita-se que as vesiculas sintéticas de surfactan
tes sejam os melhores e mais simples modelos existentes de mem

(75,76) Estas vesiculas sao definidas como

“branas funcionais
mesofases esméticas de bicamadas de surfactantes completamente
sintéticas contendo dgua em seu interior. A formacdo de vesi

culas.compostas por materiais bioldgicos (por exemplo, fosfoli
pfdeos), citadas na literatura como liposomas ou bangosomas ,

foram reconhecidas por algum tempo. A Figura 17 da o diagrama

de um liposoma. Ele e feito de fosfoglicerideos, os quais con
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tém um grupo de cabega polar e duas caudas hidrofobicas.

As vesiculas melhores caraéterizadas e mais investi-
gaaas sao as dos surfactantes: cloreto de dioctadecildimetila-
monio (DODAC) e dihexadecilfosfato (DHP). O método mais geral
para formagdo de vesiculas & a dispersdo sonica de surfactan-
tes, conduzida numa temperatura acima da fase de - transi -

(76"81). Aumentando o tempo de sonicagéo, a uma energia

gao
estabelecida, ocorre um decréscimo exponencial na viscosidade
e turbidez da solucdo, abaixo de um ponto além do qual outras
sonicagOes nao possuem efeito apreciavel. Este ponto € consi-
derado como o ponto que corresponde ao aparecimento de bicéma-
das de vesiculas de comportamentos singulares. A formagéo‘ de

vesiculas de DODAC requer menor energia sonica do que a neces-

saria para a formagdo de vesiculas de DHP.

A fase de transigdo das vesiculas de DODAC ocorre a
30 e 36°C. Abaixo de 30°C as vesiculas de DODAC consistem. de
uma lamela uni-dimensional com a cadeia hidrocarbonica comple-
" tamente extendida e um pouco inclinada. Transformagoes de uma
:para duas estruturas dimensionais ocorrem a 30°C, a temperatu-
ra de transicao. Entre 30 e 36°C, as moléculas de surfactan-
tes inteiramente extendidas sdo distorcidas por ondulagdes pe .
riédiéas. Na temperatura da fase de transigao, 36°C, as ca-
deias hidrocarbdnicas fundem-se assumindo variaveis arranjémeg
tos semelhanﬁe aos liquidos e voltam para grades uni-dimensig
nais (76). A temperatura da fase de transicdo das vesiculas

de DODAC e idéntica a temperatura observada para liposomas de

dipalmitoil-DL-x-fosfatidilcolina (36,4°C).

As vesiculas de surfactantes cationicas e anidnicas
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sido osmoticameﬁte ativas. Em solugoes hiperosmolares sofrem
contragao e quéndo em solucao hipoosmolar elas dilatam-se. A
extensao e a velocidade da contragdo osmotica das VesIculagvde
DODAC depende da temperatura. Mudaﬁgas nestas dependéncias in
dicam fase de transigao.

Fendler e seus colaboradores (76-82)

utilizaram vesi
culas sintéticas de surfactantes para captar energia solar e

usaram a mesma para decompor moléculas de agua.

Primeiramente verificaram a transferéncia de elé¥
trons por métodos fotosensitivos e a separagao de carga em ve
siculas de DODAC. g-metilfenotiazina (MPTH) foi wusada como
doador de elétrons é um surfactante derivado do triperclorato
de ruténio (2,2'-bi-piridina), RuC18(bpy)§+, atuava como acep-
tador fotoativo de elétrons. Moléculas de RuC18(bpy)§+ fica-
vam ancoradas sobre a superficie, quando as moléculas de MPTH
_eram distribuidas entre as bicamadas hidrofébicas das vesicu

~las (76—82).

' 2+ ' L2+
RuC,g(bpy)z —— RuC, g (bpy)z

i

2+ k2 + +
RuClS(bpy)3 + MPTH —= RuC18(bpy)3 + MPTH

A transfereéncia de elétrons sensitizada por 1luz foi
também demonstrada em vesiculas aniodnicas de DHP. Ambas, duro
quinona e difenilamina, foram intercaladas nas regifes hidrofdo
bicas das vesiculas de surfactantes. A transferéncia de elé

trons da difenilamina para a duroquinona triplete resulta na

formagao dos radicais correspondentes cationicos e anionicos.
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A Figura 18 representa um esquema proposto por Fen-
(78), para captagao de energia solar e de
composigao de agua com vesiculas de surfactante na presenga

de acido tetracético de etilenodiamina (EDTA).

Foi verificado que este sistema nao €& eficiente. 0
problema,gxpe;imentalﬁé que ap0s um certo. tempo ocorre decompg'
sicdo das vesiculas. Existem estudos em progresso que tentam
a. preparacgao de vesiculas contendo moléculas de surfactantes
com caracteristicas estruturais que sdo mais resistenteé a ir

radiacao (76-81)

2.6 - INTERAGCOES DE PORFIRINAS COM SURFACTANTES

Tanford (83,84)

e outros trataram da interacgao das:prg
teinas com surfactantes e lipideos biologicos e membranas ou
modelos de membranas em um grande nimero de sistemas . Che
garam a conclusdo de que as interacgdes que ocorrem sdo de ﬁatg
reza hidrofobica e que sofrem variagdes consideraveis, depen-
dendo do tipo dos s%tios de ligagoes da proteina e do tipo do
grupo de cabega do anfifilico. Em alguns casos existe uma in

teragdo direta entre proteinas e micelas; para. outros, seme

lhantes associagoes diretas nao ocorrem (83,84)

Niedick (85), a quem se deve a primeira reportagem
“da interacao entre pigmentos respiratorios e surfactantes, no
“tou a formagao de um complexo verde entre ferri-mioglobina e
cloreto de laurilpiridina e estudou o espectro de absorcao em
pH = 8,2 num tampiao borato. Baseando-se em espectros e pro

1 (86,87)

priedédes magnéticas, Gersonde, Netter e Seide , con-
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cluiram que o cloreto de laurilpidina causa uma mudanga radi-
cal e reversivel na estrutura da ferrimioglobina e ferriheﬁb -
globina. A associacao de 25 ou 11 moléculas de detergentes
cétiGnicbs por cadeia peptidica de mioglobina e hemoglobina,
respectivamente, segue o caso de tudo ou nada.

(88) estudaram d

Nakaya, Yamada, Onazawa e Nakamura
interacao de diversos compostos piridinicos com a oximioglobi-
na. Eles nao observaram nenhum efeito quando a oximioglobina
foi tratada com cOmpostos piridinicos de cadeias com menosk'de
14 atomos de carb;no, entretanto, um tratamento com cetil ﬁhsL
octadecil (C18) ou cloreto de araquidilpiridina (Cjpq) causava

uma mudanga abrupta nas bandas de absorbancia de Soret.

Ionescu e Tsang (12,89,90)

estudaram a interacao en
tre ferrimioglobina e varios surfa;tantes‘em solugoes aquosas
a 25°C por tensiometria superficial e técnicas espectroscopi -
cas. Os surfactant%s usados foram: CTAB, DHEDAB, CHEDAB, CPB,
NalS, QA, LA e LCC.w Os resultados experihentais por eles .Qb-
servados indicaram que a presenga da}ferrimioglobina em soig
coes aquosas de surfactantes tem pouco efeito na concentraééo
critica micelar. Obéervaram um deslocamento espectral hipsocro
. mico para a banda de Soret da ferrimioglobina de 410 nm para
imais ou menos 400 nm para solugoes contendo micelas cationicas.
Para surfactantes polares e anionicos, entretanto, observaram
um deslocamento batocramico de 410 para 420 nm, mas somente
quando micelas estao presentes na solugao ferrimioglobina - sur
factante. Observaram ainda que existe uma interagao direta en

tre o sistema de elétrons 7 do grupo heme e a nuvem de ele-

trons 7 da superficie carregada fornecida pelas micelas ou sur
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factantes aniodnicos e cationicos (1%:89,90). |
Por outro lado, Blauer e seus colaboradores (91’92),
sugeriram que as trocas espectrais podem ser devidas a intera
¢Oes diretas entre agregados de moléculas de ferriprotoporfiri
na IX e cloreto de laurilpiridina e obtiveram evidéncias para
o afastamento do heme da hemoproteina por causa da agdo do de
tergente. Subsequentemente, eles concluiram que os deslocameg
tos espectrais observados podem ser explicados em termos de a
gregados de ferriprotoporfirina ou produtos da associagao fer
riprotoporfirina-cloreto de laurilpiéidina. A aparente propor
cao estequiométrica para a associagéé do cloreto de 1auri1piri
dina varia de 15:1 para 30:1 pafa a férriomioglobina em pH 7.1,
com tampao fosfato e sem NaCl. Dados experimentais para a: ig
teragao, assumindo falta de dissociagao do heme e uma comple-
ta dissociagao da hemoproteina pelo detergente fornecem o va

lor para AG® de cerca de -3 kcal/mol (91’92).

A exisféncia de comicelas heme-surfactante foi pro-
posta para brometo de cetiltrimetilamdnio, sédiolauril sulfato
e Triton X-lOO e a ligacdo do Ion cianeto do heme em surfactan
te solubilizadd, em metanol e em benzeno foi estudada por 'Hin
(93)'

ze e Fendler

(94’95), utilizando tensao superfi-

Ionescu e Avaria
cial e técnicas espectroscopicas, estudaram a interacgao dazfez
rimioglobina com brometo de cetiltrimetilamonio em solugdes a
quosas a 25°C. Verificaram um deslocamento hipsocromico da or
dem de 10 nm para a banda de Soret quando micelas do surfactan

te estao presentes na solucao. A interacao entre ferriomioglo

bina e o surfactante, que resulta no deslocamento do espectro
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€ estequiométrica e envolve um mol de micelas de CTAB porimol
de ferrimioglobina. O zSGgsoC para esta interacdo € aproxima
damente -8,2 kcal/mol e a formagdao do complexo ferrimioglobi-
na - CTAB & favorecida por alto pH. A adicao de sais, osénwis
provocam variagoOes na estrutura das micelas inibe a formagao
do complexo (13’94’95).

Simplicio propds a existéencia de comicelas de porfi
rinas com CTAB, Nal$ e Triton Xx-100 (9¢:97) |

Ionescu e Czerniawski (22,23,98)

estudaram a intera
cao entre ferriprotoporfirina IX e o surfactante brometo de ce
tiltrimetilamonio (CTAB) por técnicas espectroscopicas e ten

4y

siométricas. O espectro de absorgéo_da solucao 6,00 x 10—
de hematoporfirina em agua (pH = 6,5)vna regigao de 350-—6501un
apresenta tres bandas, todas caracteristicas das porfirinas,
por exemplo, a intensa banda de Soret ou banda - Y e as Visi
veis bandas a e B . A banda o & em ordem de magnitude menor

que a banda de Soret e ela ocorre a cerca de 550 nm. Aparecen

do como uma saliéncia estda a banda vibrénica ou banda B.

Eles observaram um espectro totalmente diferente'ido
citado anteriormente quando o CTAB, -em concentracdes maiores
que a CMC (concentragso micelar critica) foi adicionado na so
lugao aquosa de hématoporfirina. Este espectro consiste de 4
bandas distintas a cerca de 500, 530, 570 e 620 nm, respectiva
mente. Estes quatro picos ou bandas sao o resultado do desdo
bramento das bandas visiveis o e B . Eles estudaram a dependen
cia deste desdobramento em fungao da concentracao de CTAB e da
concentragao de protoporfirina iX em  solugodes aquosas . A

intensidade das quatro bandas e proporcional
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4 concentracdo de micelas de CTAB e 3 concentracido de porfiri-

nas (22,23,98)

As andlises dos espectros experimentais indicaram
que o desdobramento das bandas o e B nao ocorre abaixo da CMC
e que a superficie micelar carregada & necessiria para remover
a degeneragao. O desdobramento das bandas @ e B em pares Qy e
Qy foi atribuido a interagdo direta entre o sistema de elé-
trons T do anel porfirinico e‘os elétrons T de outros compos -

tos aromaticos ou a superficie carregada das micelas.

Estes tipos de interacoes aparentemente nao removem
o atomo de ferro do anel porfirinico, mas somente modificam a

sua vizinhanga e eliminam a degeneragao dos orbitais molecu-

lares Ay (22,23,98,99).

[
1

M.N. Jones, num trabalho recente, trata de forma. de

talhada das interacgOes entre proteinas e substancias anfi-

filicas (100).

— e
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CAPITULO ITI

PARTE EXPERIMENTAL

3.1 - MATERIAIS USADOS

| A porfirina usada neste estudo foi obtida na forma
de dihidrocloreto de hematoporfirina da Calbiochem., La Jolia,
California, USA. A magnésio ftalocianina e manganés ftalocia-
nina foram fornéc%das‘pela Eastman Kodak Co., Rochester, N.Y.,
USA. O caroteno foi extraido de cenouras segundo o procedimen

to descrito no item 3.4 .

Os sﬁrfactantes utilizados foram brometo de cetiltri
metilamonio (CTAB), cloreto de cetilpiridinio (CPC1), lauril
sulfato de sodio (NalS), cloreto de palmitilcarnitina (PCCl),
Triton X-100 (éter de p-tertoctilfenilpolietileno) e Brij-35
(éter de lauril-ZS—Roliokietileno). Algumas estruturas estao
ilustradas na Figuré 19. Os surfactantes CTAB e CPCl foram
adquiridos da Aldrich Chemical Company, Milwaukee, Wisconsin,
USA. Triton X-100 e Brij-35 foram fornecidos pela Sigma Chemi
cal Company, St. Louis, Mo.; USA, e ovPCC1 foi obtido do Prdf.
(101-103) |

A maioria dos surfactantes foram re

-L.G. Ionescu

~cristalizados em solventes apropriados.

Os outros reagentes e solventes foram obtidos de va-
rias fontes,»particularmente da Reagen e Merck do Brasil, Rio

de Janeiro. A dgua foi deionizada e bidestilada,
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3.2 - PREPARACAO DAS SOLUCOES DE PORFIRINA EM AGUA E CTAB.

As solugoes Porfirina;H204CTAB foram obtidas, obser-
vando nofmas convencionais de preparagéo,a partir de solugOes
estoqué de CTAB a varias concentragées e uma solugao padrao de
dihidrocloreto de hematoporfirina (1,00 x 107° M) em agua pura.

5 M até 5,00x10"°M

6

A concentracgdo de CTAB variou de 1,00 x 10
e a concentragdo de porfirina foi de 5,00 x 10 °M na maioria

dos casos.

3.3 - PREPARACAO DAS SOLUGCOES DE FTALOCIANINA EM VARIOS
SOLVENTES . E EM AGUA NA PRESENCA DE SURFACTANTES.

Tanto a magnésio ftalocianina quanto a manganés . fta
locianina s3ao praticamente insollveis em dgua, porém dissolvem
se com certa facilidade em solventes como metanol, etanol, 5C1
do cloridrico concentrado, benzeno e outros. A magnésio ftalo
‘cianina foi o composfo emﬁregado na maioria dos casos nestevtrg
balho. Todasvas solugoes foram preparadas a partir de amos-
tras solidas de.ftalocianina de uma massa constante correspon
dente a 0,0363 g. As amostras foram colocadas em baloes vOlu—
métricos de 10 ml e a elas foram agregados solvente puro, mis
tura de solventes, solventes e compostos complexantes como 1,
10-fenantrolina ou solugOes aquosas contendo varias concentra
Gcoes de diferentes surfactantes, Subsequentemente as solugbes
eram agitadas, o volume era completado ate 10 ml e as solugdes
eram filtradas por gravidade para remover o material so6lido nao

dissolvido.

Como solventes foram utilizados: metanol, etanol ,
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"benzeno, acido cloridrico concentrado, solugdes aquosas de eta

nol e piridina e agua contendo 1,10-fenantrolina.

Os surfactantes usados e os intervalos respectivos

das suas concentracgdes em agua foram os seguintes:

- CTAB entre 1,00 x 10°°M e 5,00 x 1075 M
- CPC1 entre 2,50 x 10°° M e 3,00 x 1072 M
2 1

- NalS entre 1,00 x 10 “M e 1,00 x 10 - M

~ PCC1 entre 1,00 x 10™°> M e 1,00 x 1072 M

- Triton X-100 entre 0,05% e 0,50% por volume
- Brij-35 entre 0,10% e 1,00% em peso.

Foram preparadas também solugdes aquosas de magnésio

ftalocianina em 0,10 M de CTAB e cloreto de s6dio (NaCl) va-

6 1

riando entre 1,00 x 10 ° M e 1,00 x 10~ M. SolugGes seme-

lhantes de magnésio ftalocianina em 0,50% de Brij-35 foram pre

5

-paras com cloreto de sGdio variando entre 1,00 x 10°> e 1,00M.

"~ 3.4 - EXTRAGAO DE CAROTENOS

A extracao de carotenos foi.feita a partir de cenou
‘'ras frescas seguindo o procedimento ja descrito na literatu-

ra (59,60,104,105)

Amostras de 30 g de cenouras finamente la
ceradas foram colocadas em um balao Erlenmeyer de 100 ml e fo-
ram extraidas com 700 ml de etanol absoluto. Para melhorar o
proceéso de extragao as amostras foram aquecidas e agitadas

1

por um periodo de 30 minutos.

A solucao de etanol foi separada dos fragmentds de
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cenoura 561ida'por decantacao. Subsequentemente a solugao foi
diluida com agua até aproximadamente 90% de etanol e foi deixa

da a esfriar para a temperatura ambiente.

A solucdo aquosa de etanol foi extraida cinco vezes
com aliquotas de aproximadamente 100 ml de éter de petrdleo

(p.e., 40—60°C) usando um funil de separacgao.

Foram obtidas duas camadas: uma superior de €ter de
petroleo contendo carotenos e uma inferior de etanol contendo

!

xantofilas.

A solucdo de éter de petr61éo contendo carotenos foi
concentrada a um volume de aproximadamente 5 ml com uﬁ evapora
dor rotatdrio. O produto concentrado era um oleo de coloracgdo
-amareld alaranjado. Este concentrado foi separado e purifica-

-do através de cromatografia de coluna.

A coluna de cromatografia tinha um tamanho de 1,4 cm
por 30 cm e foi preparada da seguintevmaneira: 10 g de MgO (o-
xido de magnésio) e 10 g de celite (silica, coadjuvante de filtrégéo)
fOraﬁ misturadas uniformemente e foram colocadas cuidadosamen—

te na coluna sobre o algodio (59,50,104,105)

. Apds isto,a co
luna foi molhada com solvente Skelly B tS% de acetona em €ter
de petroleo) ficando com uma altura.de aproximadamenfe 15 cm.
Subsequentemente uma camada de aproximadamente 1 cm de sul
fato de s6dio anidro (Na;S04) foi colocado no topo da coluna
de MgO-celite para prdtegé-la'de’tragos de dgua e erosao meca-
nica. O concentrado de carotenos foi introduzido delicadamen-

te na coluna e eluido com aproximadamente 30 ml de  solvente

Skelly B.

Tres camadas distintas foram observadas na coluna |,
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5

contendo, respectivamente, a, B e Y-carotenos (59’60).

O'd—cg
roteno flui mais rapidamente através da coluna e € seéﬂido
por B e Yy-carotenos, respecﬁivamente. O caroteno ex£raido de
cenouras € principalmente B e eéta banda em todos os casos foi
a de maior espessura. Os trés tipos de carotenos foram céietg

© dos juntos e normalmente o volume do extrato obtido era de a-

proximadamente 10 ml.;

Os carotenos sao sensfveisva fotodeédmposigéo. Con-
sequentemente, durante 0 ﬁrocesso de.extfagéo fqi tomado o cui
dado para evitar a presencga de luz. O produto foi armazenado
em baloes escuros e sob refrigeracao. Foram extraidos um  to

tal de aproximadamente 150 g de cenoura (cinco extragoes sépa-

radas).

As solugoes aquosas de carotenos na presenca de va
rios surfactantes foram preparadas a partir de alfquotas de 1

ml do extrato combinado de caroteno concentrado a um Oleo vis-

coso e pesando 10 mg.

3.5 - DETERMINAGCAO DOS ESPECTROS DAS SOLUCOES DE' PORFIRI
’ NAS, FTALOCIANINAS E CAROTENOS.

Os espéctfos das solugoes de porfirina, ftalociani
nas e carofenos na regido visivel foram determinados a 25°C
.usando um espectrofdtGmetro Varian, Série 634 e cubetas com ca
minho o6tico de 1 cm.

A absorbancia maxima medida variou nofmalmente.de 0-2

dependendo da concentracao do pigmento. O intervalo usado para
as medidas espectrais com porfirina e carotenos foi na maioria
dos casos de 350-650 nm e para as ftalocianinas de 350-850 nm.
A referéncia usada nos virios casos fbi o solvente sem_pigmen-

to biologico e surfactante.
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CAPITULDO 1V

" RESULTADOS E DISCUSSEO

4.1 - INTERAGCAO DE PORFIRINA COM BROMETO DE CETILTRIMETI-
LAMONIO EM SOLUGOES AQUOSAS.

As ﬁropriedades espectroscépicas de solugdes aquosas
de dihidrocloreto de hematoporfirina foram estudadas em deta-
lhe a 25°C na regido visivel, na presenca de virias concentra

goes de brometo de cetiltrimetilamdnio (CTAB).

A Figura 20 mostra o espectro de absorcao de uma so
1u§ao de porfirina a uma concentragao de 1,00 x 10 -6 M em agua
pura na regiao de 350 a 650 nm. A figura inclui também o es-
pectrd da hematoporfirina em solugao aquosa contendo micelas
de CTAB. Como pode ser visto a porfirina em dgua pura apresen
ta as trés bandas caracterfsticas (9—15), a intensa banda .de
Soret ou banda vy e ag bandas visiveis a e B. A banda o € mdis
débil em ordem deﬁmagnitude que a banda de Soret e ocorre acer

ca de 550 nm. Aparecendo como uma saliéncia acerca de 510 nm

esta situada uma banda vibronica ou banda B .

Um espectroztotalmente diferente resulta quando o
CTAB, em concentracbes maiores que a CMC (concentracao critica
micelar), € adicionado na solugdo aquosa de hematoporfirina. Es
te espectrd (FiguraVZO), consiste de quatro bandas distintas a
cerca de 500, 530, §70 e 620 nm, respectivamente, as quais Te

sultam do desdobramento das bandas o e 8 . Os dois pares forma
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~dos sao denominados Qx e Qy . Os resultados do presente estudo
confirmam este tipo de desdobramento ja descrito na literatu

ra por L.G. Ionescu e colaboradores (13’22’23).

0 fenomeno de desdobramento das bandas o e B foi es
tudado neste trabalho com aproximadamente trinta concentragdes

diferentes de CTAB acima e abaixo da concentracdo critica mice

3

lar (1,00 x 107° até 5,00 x 10 ° M) para uma concentragdo cons

> M. Alguns es-

tante de hematoporfirina, ou seja, 1,00 x 10~
pectros }eprésentativos estao ilustrados na Figura 21. A ana
lise dos resultados indica que o desdobramento acontece somen
te quando o CTAB ésta presente na forma de micelas e que a in

tensidade dos quatro picos Qx> Q2. Qq e Qyy depende da con

centragao de surfactante.

Valores numériéos para a variacao da intensidade das
quatro bandas com respeito ao zero da escala de absorbancia pa
ra solugoes contendo 5,00 x 10-6 M de porfirina a 259C e con
centragoes representativas de CTAB estao resumidos na Tabela I.
A representacao gré%ica dos mesmos resultados € dado na Figu
ra 22. 0 pico Qy, apresenta o maximo de intensidade em todos
0s casos e as outras trés bandas apresentam sempre a ordem
Qfl > Qx; > Qx; - O comportamento apresentado na Figura 22 de
monstra um caso tipico de efeifo tudo ou nada, ou seja, uma in
teracao especifica entre CTAB na forma de micelas e a porfiri-
‘na. Esta interagao atinge o miaximo ou tem um ponto de satura
cdo quando todos os sitios que interagem estdo ocupados e a a
nilise tedrica deste fendmeno & comumente feita através de iso

termas de Langmuir.
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CONC. (CTAB) INTENSIDADE EM UNIDADE DE ABSORBANCIA
M x 10°) © Qg Qs Q1 Qy
1,00 | - - - -
10,0 - | - ~ -
90,0 - 0,105 0,168 0,217 0,342
100 0,103 0,165 0,216 0,340
120 0,100 0,160 0,217 0,338
150 0,123 0,190 0,244 0,372
170 0,128 0,195 0,252 0,382
200 0,125 - 0,195 0,251 0,382
250 0,116 0,182 0,238 0,369
500 o,1i9 0,185 0,240 0,372

'TABELA I - INTENSIDADE DAS BANDAS Qxq, Qx,, Qyj E Qy, DA PORFI

RINA (5,00 x 10 °M) EM FUNCAO DA CONCENTRAGAO
BROMETO DE CETILTRIMETILAMONIO (CTAB) A 25°C.

DE
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(13722’23) , foi demonstrado

Em éstudos anteriores
que a adigdo de varios sais diminui a intensidade das quatro
bandas e que a concentragao mais altas o desdobramento e vfo—
talmente inibido e o espectro passa a ser o espectro comum a-

presentado pela porfirina em agua, contendo somente as bandas

a e B .

Também em estudos anteriores foi analisado em deta
lhe o espectro de absorcao de solugoOes aquosas de porfifina
contendo outros tipos de compostos, como por exemplo: metanol,
etanol, benzeno, cloroférmio, piridina, sodio tosilato, 1,10 -
~ o-fenantrolina e outros. Em geral os resultados indicaram_Que
a presenca de uma substancia contendo um sistema planar de elé
trons m também induz o desdobramento das bandas a e B . Este
€ o caso do benzeno, piridina e 1,10-9¥fenantrolina, quando a-
dicionados nas solugdes de porfirina.. Nenhum deédobramento foi
observado com metanol, etanol e outrds compostos nao arométi

cos. §

A formagao dos pares Qy e Qy foi explicada em ter
mos de uma interagdo direta entre a superficie carregada da mi
cela ou os sistemas de elétrons das substancias aromaticas e o

conjunto de elétrons m do anel porfirinico (13,22,23,94,95)
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4.2 - INTERAGAO E SOLUBILIZAGAO DE FTALOCIANINAS EM VARIOS
SOLVENTES E SOLUCOES AQUOSAS DE SURFACTANTES.

4.2.1 - Espectro de Ftalocianinas em Varios Solventes

As ftalocianinas sdo insollveis em égué. Entretanto,
sdo solﬁveis em varios solventes como N,N-dimetilformamida -
(DMF); N,N-dimetilacetamida (DMA); dimetilsulféxido (DMS0O) ;
etanol ; metanol; benzeno e outros. 0s espectros da manganeés
ftalocianina e mégnésio ftalocianina em varios solventes foram
determinados na regido visivel a 25°C. As solucgoes de ftalo-
cianinas nos varios solventes foram feitas a partir de amos-
tras so6lidas e solventes puros como ja foi descrito no Capitu

lo III.

As Figuras 23, 24 e 25 mostram, respectivamente, o0s
espectros de absorgdo de solugGes de magnésio ftalocianina em

N,N-dimetilformamida; N,N-dimetilacetamida e dimetilsulfoxido,

em concentracgoes variando de 1,00 x 10—5 4M, e

5

M até 1,00 x 10~
1,00 x 10 °M até 2,5 x 10_4M, respectivamente. ComO”ﬁodé jsér
visto, nos trés casos os espectros apresentam duas bandas ca--
racteristicas na regido visivel, a banda intensa o e a ban-
da B . A banda o ocorre a.aproximadamente 670 nm, enquanto a
banda B8 , uma ordem de magnitude mais fraca, ocorre a aproxima
damente 605 nm. Os espectros obtidos no presente trabalho es

tao de acordo com resultados ja descritos na literatura(szﬁm),

0 coeficiente de extingdo (¢) da magnésio ftalociani
na para os tres solventes foi determinado a partir de graficos
de absorbancia versus concentracdo para uma série de concentra

goes padrao. Os respectivos plotes estao ilustrados nas Figu
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ras 26, 27 e 28. Nos casos de DMF e DMA os graficos apresen
tam um desvio positivo da Lei de Beer-Lambert a teores altos
- de ftalocianina., Para o DMSO, o comportamento € linear na fai

xa de concentragdo de ftalocianina estudada (Figura 28).

Os valores médios correspondentes ao coeficiente de

extingao ou absortividade molar (¢) foram os seguintes: DMF,

1,62 x 10* M len™ 5 DpvA, € = 1,81 x 10* M len™! e DMSO,
Y M len™l . 0s resultados experimentais de e ob

€

€ 0,58 x 10

tidos para solugdes de ftalocianina em DMA e DMSO s&o compara

veis com dados descritos na literatura (52’107). A diferenga

/

na intensidade das bandas de absorgao o e B da maghésio ftalo-
cianina em DMSO em comparagio com os outros solventes pode éer
atribuida a uma constante dielétrica-um pouco diferente (DMF =
36,7; DMA = 37,8; DMSO = 48,9) (198) valores experimentais
obtidos no preéente estudo para o coeficiente de extingao vda
4 -1 -1

ftalocianina em metanol e etanol foram € = 1,65 x 10° M “cm

e ¢ =1,78 x 107 Mlem™?, respectivamente,

Para a determinacdo de concentragbes aproximadas de
ftalocianina em outros solventes e em solugOes aquosas de sur

factantes foi usado o valor médio de € = 1,71 x 104 M_%mfl(log
e = 4,23)., Este valor médio foi obtido considerando os dados

para solugbes em DMF, DMA, metanol e etanol.

A Figura 29 mostra os espectros de absorcao de solu
cbes de magnésio ftalocianina e manganés ftalocianina em eta

M e 9,30x107° M,

nol absoluto nas concentracoes 1,00 x 10
respectivamente, a 25°C. Verifica-se que as bandas o e B da
solugao de manganés ftalocianina sofrem um deslocamento com

Tespeito a magnésio ftalocianina, ocorrendo a aproximadamente



60

"00S2 V VAIWVWIOATILAWIA-N‘N WH VNINVIDOTVIH OISINOVKH dd
SAQINTOS VIVd OYIVYINADNOD SNSYTA VIONYEYOSAV 9d ODIAYYO - 97 ViNOId

(0T % W) VOIWYWHOSTILIWIA-NN W3 YNINVIOOIYLd 30 OyJvHINIINGD

00t 08 0°g . 0t 02 0
B | N T ) ‘._ ki ) 1 1 R
, 4 o>
(we]
3
h 450 =
lwe]
=]
2
—
- DT_” .\,V
>
3 (@)
\\\ /~
gl 451 o
P =)
\\\ m
P
Pd s
L’ 402
Vd




61

‘0052 V VAINVLIIDVIILIWIA-N'N WH VNINVIDOTIVIA OISINOVI Hd
SFQJNTOS VIVd OYIVIINIONOD SNSYIA VIONYIYOSEV 9a 00IdYd9 - Lz WiNOIA

(0T X W) YOIWYI3IVIIL3WIA-N'N W3 YNINVYIOOTVLd 30 0y3JvHLIN3IINGD

0ot 08 09 0v 0°‘¢
i | T T T T - T = T T D

- UV

%

~

oo}
>

p i Z,

A (@)

-~ e N

0°T =

=

o

7 ds 1 S

7 ’ =

‘ =




62

*JoSC7 V OAIXQ4TNSTILAWIA WH VYNINVIDOTVLIA OISINOVI dd
SFQONT0S WIVd OYIVIINIONOD SNSYIA VIONY9d0SaY 3a 00Id4Yd¥9 - 82 viN9Id

(¢OT X W) 00IX04INSTIL3WIA W3 YNINVIOZOIVY.LS 30 OyAv¥LINIINGD

C've 002 09t 0T 0‘s 0v
T T T T —T T T T T T T T a 0
-
450 &
, ; ’ wn
S S
€ 3
Jor 2
3
£ =
p=3
45T o
~J
o
w
402




ABSORBANCIA

2,0
--- Magnesio Ftalo
R cianina
E\ . Manganes Ftalo
;: cianina
[
)i
1,81 b
2 It v'-.
P! "
1| vt
{ i ')
o .
— [ e
! ¢«
| l ¢« *
bt P
[ . :
. P <
12— Ly
! [ ; »
(I .
| t .
Loy
L [T .
[ .
I . .
P .
N .
| t . .
0,8 Pyl .
L\ Lot o :
vt I» Ty .
\ . l: Yo "
\ P :
\ e I R
L . S .
\ ‘. . I ! B
. i ' v
\ . L ' ‘ [
| ‘. . '. 1 { .s‘
‘\ et , ) ! ...
0)4"— \ ' ll l'
\ . N ! '
\
\ s
N ,' Vg |
— \\ ] \‘J \
S 1 1
\\ \
S~ ’/J N
‘~~.~_’/ S ]
i i ! | ! | 1 | |
0
350 450 550 B850 750 850

{nm)

FIGURA 29 - ESPECTROS DE ABSORCAO DE MAGNESIO FTALOCIANI

NA (~1,00 x10~%*M)

E

MANGANES FTALOCIANINA

(9,30 x 10"5M) EM ETANOL ABSOLUTO A 25°C.

63



715 nm e 670 nm.

As bandas a e B da magnésio ftalocianina ocorrem a
aproximadamente 670 nm e 605 nm, e nao apresentam nenhum deslo

camento com respeito as solucgdes em DMF, DMA e DMSO.

A adicdo de 1,10-fenantrolina a solugdo de magnésio
ftalocianina em etanol absoluto-desloca as bandas o e B para

685 nm e 620 nm, reépectivamente.

A Figura 30 mostra os espectros de absorcdo de solu-
'gOes de ftalocianina em metanol e em benzeno nas qoncentragSe§

2,70 x 10°°M e 3,00 x IO—SM, respectivamente,

Os espectros sdo semelhantes, porém, verifica-se que
“em metanol as bandas o e B ocorrem a cerca de 670 nm e 605 nm,
enquanto que em benzeno, -elas ocorrem deslocadas a cerca- de

675 nm e 610 nm.
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4.2.2 - Espectro de Ftalocianinas em Solucdes Aquosas _na

Presenga de Outros Compostos.

A Figura 31 mostra o espectro de absorcdo da ftalo
ciaﬁina (- 1,40 x 10_.5 M) em soltigao aquosa na presenga de aci
do cloridrico a 3?% . Observou-se que neste caso a ftalociani
na & menos sollvel que nos casos anteriores. As bandas a e B
sao largas e nao muito bem definidas. A solugdo apresenta um

pouco de turbidez. |

Ocorrendo a cerca de 690 nm e 650 nm, as bandas a e

B sao bem definidas para a ftalocianina (-~ 1,60 x 107>

M) em
solugdo aquosa na presenga de etanol (20% vol.) e apresentam
um deslocamento de aproximadamente 20 nm com respeito a solu

¢ao em.etanol puro (Figura 32).

A Figura 33 mostra o espectro de absorgio da ftalo
cianina (- 3,20 x 107° M) enm solugao aquosa na presenga de pi
ridina em concentragdes variando entre 0,60% a 2,40% por volu
"me. Observa-se que as bandas o e B nao sao muito bem defini-

"das e sua intensidade depende da concentracgao de piridina,.

As solugdes de magnésio ftalocianina em agua e piri
dina tém uma cor azul anil caracteristica e exibem fosfores-
céncia por muito tempo (um ano). Este fenSmeno € provavelmen
te o resultado de fransigGes eletrénicas entre os anéis aroma

ticos da ftalocianina e piridina e o metal (10’22).

Em geral, pode-se concluir que nos trés casos de so
lugbes aquosas descritas acima a solubilidade da magnésio fta

locianina € ainda relativamente baixa.
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4.2.3 - Solubilizacao de Magnésio Ftalocianina na Presehga

de Micelas de Brometo de Cetiltrimetilamdénio (CTAB)

Os estudos da solubilizacgao de magnésio ftalociani~
na em solugoes aquosas de CTAB, a 25°C, foram feitos a partir
de amostras so6lidas de 0,0363g. seguindo o procedimento ja des.
crito no Capitulo’III e usando solugoes aquosas de CTAB na fai

4

xa de 1,00 x 10°% M até 20,0 x 1074 M.

A Figura 34 mostra os espectros de absorcao dev va
rias concéntrag6es de ftalocianina em solugoes aquosas do égeg
te tenso—ativo CTAB. Como pdde ser observado, os valores de
Amax das bandas o e B s3ao praticamente idénticos aos Tresulta-
dos obtidos para solugées de magnésio ftalocianina em varios
compostos organicos (etanol, DMF, DMA, DMSO, etc@) e os dois pi
cos nao apresentam deslocamento. Pode-se concluir também, a
partir dos dados da Figura 34, que a magnésio ftalocianina e
soluvel em agua somente na presenca de micelas de CTAB. ‘Em sg

" lugbes aquosas do surfactante, abaixo da concentragio critica

‘micelar a magnésio ftalocianina ndo & soluvel.

Por outro lado, micelas de CTAB solubilizam bem este
pigmento bioldogico. Por exemplo, em solugbes aquosas de 20,0 x
10"* M de CTAB a solubilidade da magnésio ftalocianina & de

aproximadamente 1,50 x 1074 moleés/1.
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4.2.4 - Solubilizagéo'de Magnésio Ftalocianina em Soiu -

¢bes Aquosas de Varios Surfactantes.

Os estudos da solubilizagao do pigmento bi016gic¢ em
agua, a 25°C, na presenca de varios surfactantes, foram feitos
a partir de amostras sO0lidas de ftalocianina de acordo com. o

procedimento dado na parte experimental (Capitulo III).

Os surfactantes utilizados foram: cloreto de cetilpi
ridinio (CPCl1l); éter de 1auri1—23-poiioxieti1eno (Brij-35); e-
ter p-tertoctilfenilpolioxietileno tTriton X-100); 1lauril sul-
féto de sodio (NaLS) e cloreto de palmitilcarnitina (PCCl);; a

diferentes concentragoes.

A Figura 35 mostra os espectros de absorgdo de magné
sio ftalocianina em agua na presenca de CPCl - em concentragdes

variando entre 2,50 x 10 ° M at& 3,00 x 10 2

M. Analisando‘os
espectros, verifica-se que a banda ihtensa 0 ocorre a cerca de
670 nm e a banda B ) de menor intensidade, a cerca de 605 nm,
nao apresentando nenhum deslocamento significativo. Verifica—
se ainda que € necessdria a presenca de micelas de CPCl para
solubilizar a ftalocianina e que estas, sdo boas solubilizadb*
ras deste pigmento. Por exemplo, solugoes aquosas 3,00 x UTQ M

de CPC1 solubilizam, a 25°C, até 9,00 x 10" moles/1 de ftalo-

cianina.,

Um comportamento semelhante foi observado para a mag
nésio ftalocianina em solucgdes aquosas contendo micelas de Brij-

35 (Figura 36).

A Figura 37 ilustra uma série de espectros de absor

¢ao para a magnésio ftalocianina em agua na presenga de mice-
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- las de Triton X-100. As bandas o evB ocorrendo a cerca de 670
nm e 605 nm, respectivamente, aumentam de intensidade em fdg
¢do da concentragdo de Triton X-100.

| Além disso, estas solugGes‘apresentam uma variacao
na intensidade das bandas o e B em fungao do tempo; a intensi
dade diminui com o tempo. Verifica-se também que estas solu-
coes exibem fosforescéncia e esta aumenta em fungdo do acrésci
mo da concentragao de surfactante.

A Figura 38 ilustra os espectros de absorgao de solu
¢oes aquosas de'maghésio ffalocianiné na presenca de NalLS. Es
te surfactante também solubiliza o pigmento biolégico, porém,
€ necessario que a sua concentracao esteja bem acima da coﬁceg
tragao Criticaimicelar para que isto aconteca (O,th&NaLS);'Eg
tas solugoes sdao um pouco turbidas, de coloragao verde e tam-
bém exibem fosforescéncia. Neste caso, porém, acontece algum
processo de degradagao quimica, poisia cor verde desaparece em
pouco tempo (de 20 a 30 minutos) e a»solugéo torna-se incolbr.

Micelas de NalLS solubilizam bem a magné€sio ftalocia
nina, porém esse surfactante ndo & tao .efetivo como CTAB, CPCl,

Brij-35 e Triton X-100.

A Figura 39 mostra ﬁma série de espectros de absor
cao diferentes, apresentados pela magnésio ftalocianina em a-
gua na presenca de PCCl. As bandas o e B nao sao muito bem de
finidas e as micelas de PCCl sao solubilizadores menos efeti
vas da ftalocianina comparadas com as micelas de NalLS. Por e-

2 M de PCC1 solubilizam,

xemplo, solugdes aquosas de 1,00 x 10~
a 25°c, aproximadamente 2,80 x 10"5 moles/1 de ftalocianina, A

maioria das solugoes apresenta um pouco de turbidez.
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4.2.5 - Estudos dos Efeitos Salinos Sobre os Espectrosi de

Magnésio Ftalocianina em Solugdes Aquosas de Sur-

factantes.

Para verificar o efeito salino foram determinados es
pectros de solugOes contendo magnésio ftalocianina, CTAB ou
Brij-35 e varias concentracgdes de NaCl, a 25°C, na regido visi

vel entre 350 nm a 850 nm.

A Figura 40 mostra espectros de absorgao de ftalocia
nina (-~ 5,00 x_lO_SM) na presenga de CTAB (0,010 M) e NaCl enm

6 1

concentragdes variando de 1,00 x 10 °M a 1,00 x 10 "M.

Observa-se que o efeito do NaCl sobre a intensida-
de das bandas & e B & relativamente pequeno, mesmo quando a con

centracgao de NaCllatinge 0,010 M,

Um comportamento semelhante € exibido por solugdes
de ftalocianina (- 8,50 x IO_SM) na presenga de micelas -de
Brij-35 (0,50% em peso) e NaCl em concentragoes variando de

5

1,00 x 10" °M a 1,00M (Figura 41).

O efeito salino sobre a intensidade das bandas espec

trais da ftalocianina € consideravelmente diferente do efeito

salino observado para porfirinas em solugoes aquosas de surfac
tantes. No caso das porfirinas, a adicao de sais como NaCl,
KBr, (CH3)4N+c1_ e outros provoca uma diminuigao na intensi-
dade das quatro bandas QXl, sz, Qy1 e Qy2 muito mais pronun-

"ciada que no caso das ftalocianinas (13f22’23).

Isto sugere
-que as porfirinas ficam localizadas muito mais perto da super

ficie da micela.

spe



’ ' NaCl (M)
[~ l sem sal
¥ 1,00 x 1078

1,00 x 1073
1,00 x 1071

ABSORBANCIA

?lr\-—‘—'l'—" |z =g = =5
750

(nm)

FIGURA 40 - ESPECTRO DE ABSORCAO DE MAGNESIO FTALOCIA
NINA (~5,00 x 10”°M) NA PRESENCA DE CTAB
(0,010M) E NaCl EM DIFERENTES CONCENTRA-
COES A 25°cC.

80 -



81

~ U
= |
. N B
. 1 =z
< 1
-
m
g
S
. O LN
TTT ] © . 2
//I// f © @0
/"’/ | LS
[ j Cow
. t ey = '
T ¢ 1y < ~
o o o , Ly ‘ Z W
E o - o~ IHI/ \ -4 3
= oM X X X 1 = zZ =
L rept ! =
o~ 0o o o sy ! B
35 2L 2L 2 I ! o 8
4 7, -4 U ~~
slo ~ el 2 3%
| ‘ / . y
—_) Yrr'y < 0
@ //’/, P : = o
2,7 < B
)
/’/ O E
- QO
[9p]
- Ll oo
‘”“'fﬁvééezﬁaﬁgéggg"*' — -% 5:
i =5 ggﬁ@é’ﬁf@s:\\\\ o $ IS
| QL e =S
\k\\\(\ m
o \
vV ’ A
Vi B E o I
L 4
\LE‘EE\:\ E ﬁ o~
S 1 o
RO <& .
WAL - O m
\\\\\ .
AR [salyéag
L o < /|
W
-0 B <
Wit : A Wb
Iyt 2
//// / - O M
///// / SN )]
(A = 1
/{///, O
///// e [d0 W
/5//5/, (C}; <,:’
o m o=
| | 4407 2 .
| | ) V4142 ¥4 s ) |
< .
o~ @® <
- - - o —
— (m o <
<,
2
jou]
VIONYENOSEY =
e

CONCENTRAGCOES A 259C,



82

4.3 - PROVAVEL MECANISMO DA SOLUBILIZACAO DE MAGNESIO FTA-
LOCIANINA EM SOLUCOES AQUOSAS DE SURFACTANTES.

A solubilizagcdo de compostos insoliiveis em meio aquo

so, ou seja, a dissolucdo expontanea de uma substdncia geral-
. - . . (109,110)

mente pode ser explicada por tres mecanismos diferentes : .
dependendo da natureza das substancias a serem solubilizadas.
Em geral, as substancias podem ser: 1) anfifilicas, contendo u
ma parte hidrofilica e outra hidrofdbica; 2) apolares ou lipo
filicas e 3) altamente polares e relativamente curtas em com

primento-(log).

(109)

Consequentemente, os trés mecanismos propostos

para a solubilizacdo, na base de varios resultados experimen-
tais, sao os seguintes:

1) Os compostos anfifilicos sdo incorporados na micela e o-
rientam-se de tal forma que a parte hidrofilica fica na

superficie e a parte hidrofdbica no interior da micela.

2) As substancias lipofilicas e nao-polares sdo incorpora-
das no interior das micelas entre as caudas das molécu-

las dos agentes tenso-ativos.

3) Os compostos altamente polares e insolliveis tanto na a-
gua quanto nas cadeias hidrocarbénicas s3o solubilizadas
através de um processo de adsorgdo na superficie carrega

da das micelag (109).

As ftalocianinas de forma geral podem ser considera
das como compostos lipofilicos, pouco polares. Tendo em vista
esta observagao e os resultados obtidos para os espectros de

ftalocianinas em solugdes aquosas na presenca de sais, pode-se
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~sugerir que a solubilizagao de ftalocianinas'ocorre através da

incorporacdo deste pigmento bioldgico no interior da micela.
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4.4 - SOLUBILIZAGKO DE CAROTENOS EM SOLUCOES AQUOSAS VvDE
AGENTES TENSO-ATIVOS. ' '

As amostras de carotenos usadas foram extraidas a par
tir de cenouras segundo o procedimento descrito no Capitulo
ITII. O produto obtido continha o, B e Y-carotenos, sendo B-

caroteno o composto predominante.

A Figura 42 mostra o espectro de uma solugao conten-
do os trés carotenos em solvente Skelly B. Observam-se trés
bandas de absorgao distintas, ocorrendo a cerca de 425, 450 e

475 nm, correspondendo a cada componente.

Os estudos de splubilizagéo foram feitos a partir de
amostras de aproximadamente 10 mg de carotenos, obtidas pela
evaporacdao de aliquotas de 1 ml de extrato em solvente Skelly B,
adicionadas a varios solventes ou a solucgdes aquosas de surfac

tantes.

A Figura 43 ilustra o espectro de absorgao de solu
¢oes de carotenos (0,05 g/1 ate 0,50g/1) em benzeno puro a 25°C.
As trés bandas de absorgao sofrem um deslocamento de cerca -de

10 nm e ocorrem a aproximadamente 435, 460 e 485 nm.

A Figura 44 mostra o espectro de absorgao de solu-
goes de éarotenos (0,05 g/1 atéd 0,5g/1) em ciclohexano puro.
As trés bandas de absorcdo caracteristicas dos carotenos ocor-
rem em comprimentos de onda iguais aos apresentados na Figu-

ra 42 para solugoes com o solvente Skelly B.

- E conhecido que o benzeno e o ciclohexano sao bons

solubilizadores do B-caroteno, um composto altamente insolﬁvel

em agua. Os valores dos Amax ¢ados na literatura (105) para o]
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FIGURA 42 - ESPECTRO DE ABSORCAO DE a, B E y-CARO
TENOS EM SOLVENTE Skelly B [Ligroina
(40° - 60°C)-Acetona] A 25°C.
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FIGURA 44 - ESPECTRO DE ABSORCAO DE o, B E y-
CAROTENOS A VARIAS CONCENTRACOES
EM CICLOHEXANO A 25°cC.
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B-caroteno sao: 464, 465 nm (benzeno) e 455, 456 nm (ciclohexa
no). As outras bandas de absérgéo (que aparecem_nas Figuras
42, 43 e 44) sdo devidas aos componentes menores € aos o e  Y-

carotenos presentés no extrato.

A Figura 45 ilustra o espectro de absorcdo de carote

nos em solugdes aquosas dos surfactantes: brometo de cetiltri

metilaménio (CTAB) - 1,00 x 101

(CPC1) - 1,00 x 10" M; lauril sulfato de sddio (NaLS) - 1,00 x

10"IM; &ter de lauril-23-polioxietileno (Brij-35) - 1,00% em

M; cloreto de cetilpiridinio

peso e éter p-tertoctilfenilpolioxietileno (Triton X-100) -
1,00% em volume. Ai solugGes foram preparadas a partir de 10
mg de extrato de carotenos e as concentracoes de surfactantes
acima citadas emlégua. Algumas das solugoes apresentaram um

certo grau de turbidez,

Micelas de Triton X-100 sao otimas solubilizadoras de
. carotenos. Por exemplo, uma solugao aquosa contendo 1,00% de
Triton X-100 dissolve aproximadamente 1 g de carotenos po% 1i
tro. Por outro lado, micelas de CTAB, sdo sistemas menos efi
cientes para a solubilizacdo e micelas de Brij-35, NalLS e CPCl
nao solubilizam carotenos. Levando em consideracao a estrutu;
ra do B-caroteno pode-se sugerir que o processo de solubilizg
cao acontece através da incorporagdo do pigmento bioldgico no

interior da micela,
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CAPITULO V

CONCLUSOES

Os objetivos do presente estudo foram de investigar
algumas propriedades dos pigmentos biologicos porfirina, ftalo
cianina e caroteno em -solugOes aquosas de agentes tenso-ativos.
. A analise dos resultados experimentais nos permite chegar as
. seguintes conclusodes:

0 desdobramento descrito por L.G. Ionescu etal(zazs)

para as bandas o e B da porfirina em solugoes aquosas contendo
micelas de brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB) foi cdnfirmg
do. 'A intensidade das quatro bandas na regiao visivel (Qle ,
QXZ’ Qy1 e Qyz)'aumenta em funcao da concentracao de CTAB e
atinge um patamar. Abaixo da CMC, nao se verifica nenhum des

dobramento das bandas o e R .,

‘Tanto a manganés ftalocianina quanto a magnésio -fta
locianina sdo insoldveis em agua. A magnésio ftalocianinaq‘ é
bastante soluvel em varios solventes organicos como: metanol,
etanol, benzeno; N,N-dimetilformamida; N,N-dimetilacetamida e
dimetilsulfdoxido. Magnésio ftalocianina € também solivel em
solugoes aquosas de acido cloridrico, etanol e piridina: A mag
nesio ftalocianina € muito sollvel em solugdes aduosas na pre
senga de micelas de varios surfactantes como brometo de cetil
trimetilamonio (CTAB), cloreto de cefilpiridfnio (CPC1), éter
de lauril-23-polioxietileno (Brij-35), €ter p-tertoctilfenilpo

lioxietileno (Triton X-100) e pouco sollGvel na presenca de mi-
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celas dos surfactantes lauril sulfato de sddio (NaLS) e clore-
to de palmitilcarnitina (PCCl). Sugere-se que 0 Processo de
solubilizagao da ftalocianina ocorre através da incorporacao

do pigmento bioldgico no interior da micela.

Os carotenos obtidos por processo de extracgao a par
tir de cenouras sao o , B e y-carotenos, sendo B-caroteno o]
composto obtido em maior quantidade. Estes pigmentos biologi
"cos sao insoluveis em agua. Entretanto, a, B e y-carotenos po.
dem ser solubilizados em agua na presenca de micelas de Tri

ton X-100.

Os resultados experimentais obtidos neste trabalho
sao impbrtantes porqué alem de contribuir para um entendimento
melhor das propriedades dos tré€s pigmentos biolégicos poderiam
ter aplicagOes. praticas em processos de transferéncia e armaze

nagem de energia.
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