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Resumo

Atualmente, diversos estudos tem sido realizados utilizando espectroscopia UV-Visivel
(UV-Vis) para caracteriza¢ao de moléculas em compostos organicos. A Vitex Gardneriana
Schauer, popularmente conhecida como Jaramataia, ¢ uma arvore que pode ser encontrada
no sertao brasileiro e é considerada uma planta medicinal. Entretanto, apesar dos estudos ja
realizados na Jaramataia, encontrados na literatura para a Vitex Gardneriana Schauer nao
foram encontrados até o momento dados de espectroscopia UV-Vis. Neste trabalho buscou-
se estudar e caracterizar a folha de Vitex Gardneriana Schauer, através da espectroscopia
UV-Vis e calculos com base na Teoria do Funcional da Densidade Dependente do Tempo
(TDDFT), visando identificar e descrever as principais moléculas existentes. Para este
fim, foram utilizadas técnicas simples de extragao através de diluicao em solventes, tais
como agua e etanol. Além disso, as amostras obtidas pelos métodos de extragao, foram
caracterizadas por espectroscopia UV-Vis. O espectro UV-Vis resulta em bandas de
absor¢ao, as quais indicam quais grupos moleculares podem estar presentes na amostra
em questao. O TDDFT é capaz de simular computacionalmente os espectros de UV-Vis
das moléculas ao calcular as energias e transi¢oes eletronicas usando um funcional da
densidade dependente do tempo. Desta forma, comparando os resultados experimentais
com dados da literatura, com referenciais tedricos e com as simulagoes realizadas, foi
possivel identificar, através de meios de extracao simples e da espectroscopia UV-Vis
um grupo de moléculas que apresentam atividades no espectro UV-VIS. Os resultados
preliminares mostraram que é possivel obter moléculas biofuncionais através de métodos
de extragao simples e caracteriza-las através de espectroscopia UV-Vis e calculos tedricos
usando TDDFT. Em compara¢dao com métodos de extracao e analise mais despendiosos
como, por exemplo, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e a espectroscopia
por ressonancia magnética nuclear (NMR), a espectroscopia UV-Vis e os cdlculos de

TDDFT apresentaram um bom desempenho na caracterizagdo das moléculas existentes.

Palavras-chave: Vitex Gardneriana Schauer. Espectroscopia. TDDFT. UV-Vis.






Abstract

Recently, several studies have been made using UV-Visible spectroscopy (UV-Vis) for
the characterization of molecules in organic compounds. The Vitex Gardneriana Schaer,
popularly known as Jaramataia, is a tree that could be founded in a countryside city of
Brazil and it is considered a medicinal plant. However, despite the researches already
made about Jaramataia, founded in literature, there are no UV-Vis spectroscopy data,
until now, for these sample. In this work, were performed the characterization of the
Vitex Gardneriana Schauer leaf be UV-Vis spectroscopy and calculations with Time
Dependent Density Functional Theory (TDDFT), aiming to identify and to describe the
main molecules existing. Thereunto, were utilized simple extraction techniques by dilution
in solvents like water and ethanol. Furthermore, the samples obtained by these extraction
methods, were characterized by UV-Vis spectroscopy. The UV-Vis spectrum results in
absorption bands, which indicates what molecular groups could be presents in the sample.
The TDDFT is capable to simulate computationally the molecular UV-Vis spectrum
when calculating the energies and electronic transitions using a time dependent density
functional. Thus, comparing the experimental results with literature data, theoretical
references and simulations performed, it was possible to identify, by simple extraction
methods and UV-Vis spectroscopy, a group of molecules that shows activities in the
UV-Vis spectrum. The results shows that is possible obtain bio-functional molecules by
simple extraction methods and characterize them by UV-Vis spectroscopy and theoretical
calculation using TDDFT. In comparison with more expensive extraction methods like,
High Performance Liquid Chromatography (HLPC) and Nuclear Magnetic Resonance
(NMR), the UV-Vis spectroscopy allied with TDDFT calculations presented a good

performance in the characterization of the existing molecules.

Keywords: Vitex Gardneriana Schauer. Spectroscopy. TDDFT. UV-Vis.
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1 Introducao

Atualmente, a espectroscopia UV-Visivel (UV-Vis) tem sido amplamente utilizada
nas principais areas da ciéncias, como fisica da alta atmosfera [6], nanotecnologia [7],
biomedicina [8], e principalmente no estudo da fisica atomica e molecular e quimica
quantica voltado para a identificagdo, analise e caracterizagao de compostos orgéanicos
e moléculas funcionais presentes em frutos, flores, folhas, 6leos derivados, entre outros
[9][10][11][12]. Isso se d& pelo fato de que as principais moléculas que estao presentes em
amostras organicas sao excitadas eletronicamente no intervalo do espectro ultravioleta e
visivel, cerca de 100 nm até 750 nm, tornando possivel essa analise através deste método

experimental.

A folha de Vitex Gardneriana Schaeur, popularmente chamada de Jaramataia, é
conhecida por possuir propriedades medicinais, e utilizada com este fim pela populagao,
com base no senso comum, no tratamento da cefaleia, de infec¢oes, obstipacao, entre
outros [13]. Diversos estudos foram realizados acerca desta amostra para identificagao
dos possiveis agentes funcionais presentes [14][15], entretanto, sdo estudos que utilizam
diferentes métodos de extragao e andlise, como a cromatografia liquida para producao dos
6leos essenciais e a espectroscopia por ressonancia magnética (NMR), sendo estes métodos
demorados e bastante dispendiosos. Desta forma, procurou-se utilizar a espectroscopia
UV-Vis juntamente com simula¢des computacionais utilizando as teorias da fisica atomica e
molecular, para trazer uma nova possibilidade de anéalise e com ela, auxiliar na identificacao
e caracterizacado dos compostos moleculares que contribuem para sua funcionalidade

medicinal.

Existem estudos acerca da Vitex Gardneriana Schauer que visam determinar a
quantidade de fenois totais utilizando UV-Vis [16], mas nenhum estudo relacionado a
identificacao das biomoléculas da folha de Jaramataia foi encontrado. Portanto, devido a
inexisténcia de estudos na literatura, até o presente momento, utilizando a espectroscopia
UV-Vis para determinacao das biomoléculas desta amostra especificamente, bem como
o interesse em contribuir para a difusao do conhecimento cientifico e de informagoes
cientificamente comprovadas acerca da constituicao molecular destas amostras, motivou
a realizagao de estudos utilizando a espectroscopia UV-Vis juntamente com simulagoes
computacionais baseando-se nas teorias da fisica atomica e molecular, a fim de caracterizar

a Vitex Gardneriana Schauer.

Este trabalho tem como objetivo principal utilizar métodos de extracao simples e
analise por espectroscopia UV-Vis, aliado a calculos computacionais de TDDFT, FTIR

e Raman para caracterizar as biomoléculas presentes nas folhas de Vitex Gardneriana
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Schauer. Para a realizagao do trabalho proposto, fez-se necessario: utilizar diferentes
métodos de extragao simples, alterando solventes e estratégias, para, em seguida, obter
espectros experimentais de UV-Vis das amostras obtidas a partir dos diferentes métodos de
extracao da folha de Vitex Gardneriana Schauer e assim, procurou-se avaliar os métodos
de extragao a partir dos espectros UV-Vis obtidos. Entao, buscou-se produzir um banco
de dados de informacoes sobre as moléculas da Vitex Gardneriana Schauer através de
pesquisas em referenciais tedricos, para que fosse possivel realizar simulagoes teodricas
computacionais das moléculas encontradas na literatura com o auxilio do software Gaussian
[17], com a finalidade de comparar com os dados obtidos experimentalmente e, por fim,

realizar a analise e tratamento dos dados obtidos.

Com a espectroscopia UV-Vis obtem-se o espectro de absorcao gerado por uma
dada amostra apoés a incidéncia de luz sobre ela, no intervalo ultravioleta e visivel, e
assim é possivel caracterizar esta amostra. Trata-se de um método de facil execucao,
o qual utiliza amostras obtidas a partir de métodos de extragao elementares, como
diluigao simples do soluto em um solvente [3][18]. Em relacao aos célculos computacionais,
foi utilizada a teoria do funcional da densidade (DFT) e sua variante dependente do
tempo (TDDFT), que sdo usadas para calcular os orbitais moleculares e niveis de energia
correspondentes para o estado fundamental e para estados excitados, respectivamente [19].
Além disso, o DFT também foi utilizado para os calculos de FTIR e Raman presentes
neste trabalho. Estas teorias sdo amplamente utilizadas para comparacdo com resultados
obtidos experimentalmente, pois sao muito poderosas no tocante a optimizacao geométrica
das moléculas bem como do calculo do espectro de absorcao UV-Vis, gerando resultados
compativeis com a realidade [20]. A combinagao de UV-VIS e TDDFT torna a execucao
da caracterizagao de sistemas bioldgicos mais simples, porém proporcionam qualidade e
confiabilidade na andlise dos dados e no desenvolvimento da pesquisa cientifica, além do

baixo custo comparado com outros métodos de caracterizacao que utilizam outras técnicas.

Este trabalho foi estruturado da seguinte maneira: o capitulo 2 contém uma revisao
bibliografica, na qual serdao abordados o conceito, histéria, teoria e técnica experimental
da espectroscopia UV-Vis, FTIR e Raman. Além disso, serao apresentadas as técnicas
computacionais utilizadas e uma descricao da amostra utilizada para o desenvolvimento
da pesquisa. Em seguida, no capitulo 3, sera apresentada a metodologia utilizada para
realizacdo da pesquisa e, por fim, no capitulo 4, os resultados obtidos ao termino da

pesquisa e no capitulo 5, as conclusoes e perspectivas concernentes a este trabalho.
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2 Revisao bibliografica

2.1 Espectroscopia

O termo “espectroscopia” vem da juncao de duas palavras, spectron do latim que
significa “fantasma ou espirito”, e scopein do grego que significa “para ver”, tendo assim
o sentido de indicar algo de natureza “desconhecida” e que pode ser observado [21], e
foi um termo cunhado apds os estudos de Isaac Newton para descrever e sistematizar
a decomposicao da luz branca passando através de um prisma no século XVII. Desde a
antiguidade, os romanos tinham conhecimento de que esse fendmeno era possivel, mas foi
Newton que organizou as ideias e publicou acerca do conceito da dispersao da luz, quando
aplicou o termo espectro para se referir as cores do arco-iris derivadas da luz branca. Desde
entao o estudo da espectroscopia foi sendo desenvolvido através de teorias e experimentos

adequados com a realidade [22].

O principio fundamental que guia o estudo da espectroscopia é o da interagdo entre
a radiacao e a matéria, mais especificamente a absor¢ao da luz [18]. Sabe-se que a radiagao
possui um carater dual, conhecido como dualidade onda-particula, no qual a luz pode
apresentar comportamento corpuscular ou ondulatério, dependendo da forma como ela
é observada. Assim, para descrever o comportamento ondulatério, usa-se das teorias do
eletromagnetismo, baseado nas Equagoes de Maxwell, e para descrever o comportamento
corpuscular, usa-se as teorias e leis da fisica quintica, mais precisamente 6tica quantica
[23], como as desenvolvidas a partir do efeito fotoelétrico, de Einstein, e do efeito Compton.

A radiacao pode ser apresentada através do espectro eletromagnético a seguir:

= humento de frequéncia(v)
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Figura 1 — Espectro completo da radiacao eletromagnética com o intervalo visivel enfatizado. Figura
retirada de [1] e adaptada.
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Quando a luz interage com a matéria, a absorcao da radiacao provoca uma transicao
energética de um estado fundamental para um estado excitado. Os elétrons dos atomos
constituintes da matéria possuem orbitas que sao discriminadas através de niveis energéticos,
de modo que se pode considerar elétrons ocupando tais niveis de energia. A luz, ao interagir
com a matéria, faz com que esses elétrons absorvam a energia proveniente do féton, e
realizem “saltos” entre orbitais, gerando os estados excitados através das transigoes

ilustradas [3] na figura 2:

— 1 | Niveis de energia
E2 } rotacional

Transigoes
eletronicas

Energia \

Eq \ Niveis de energia
_~~ vibracional

Figura 2 — Niveis energéticos e transi¢des eletronicas, rotacionais e vibracionais.

Como demonstra a figura 2, existem diferentes tipos de excitacoes eletronicas.
Esses tipos de excitagoes e transi¢oes dependem da energia da radiagao incidente e da
natureza do material. Geralmente, as transi¢oes rotacionais e vibracionais acontecem por
excitagao no intervalo do espectro infravermelho [3]. No intervalo do UV-Visivel, ocorrem
transi¢oes entre niveis de energia, ou transicoes eletronicas dos niveis mais externos. Essas
excitacoes possuem um tempo de vida muito pequeno, com ordem de grandeza em torno
de 1071, e logo decaem para o estado original e, quando isso acontece, a energia absorvida
anteriormente é agora liberada, o que proporciona a realizagao de medidas experimentais
e obtencao de dados que possibilitam a identificagdo do material, pela obtencao de
informagoes espectroscopicas que funcionam como impressoes digitais, ou seja, conjuntos
de energias caracteristicos de cada molécula que possibilitam o reconhecimento destas.
Desta forma, existem varias técnicas experimentais relacionadas a espectroscopia, as quais
se diferenciam pelo intervalo da radiacao eletromagnética usado, seja espectroscopia no
intervalo de raios X, espectroscopia no ultravioleta, no visivel, no infravermelho, entre
outros, e também pelo método experimental utilizado mesmo que se use o mesmo intervalo,
como por exemplo a espectroscopia fotoacistica e a espectroscopia UV-Vis, que trabalham
no mesmo intervalo da luz, mas possuem meios diferentes de captar a informacao, a
primeira através da "transformacao'da energia absorvida pela matéria em ondas actsticas

que sao captadas por microfones, e a segunda pela deteccao da luz transmitida através de
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fotodiodos. A técnica espectroscépica utilizada para o desenvolvimento deste trabalho foi
a espectroscopia UV-Vis, que utiliza o intervalo de radiacao do ultravioleta até o visivel,

que vai de 100nm até 800nm, aproximadamente.

2.2 Espectroscopia UV-Visivel

2.2.1 Histéria

Por volta da década de 1930, era do conhecimento da comunidade cientifica que
algumas vitaminas, principalmente vitamina A, conseguem absorver radiacao UV (Ultra
violeta) [24]. Desta forma, o governo americano, que possuia o interesse de saber a
quantidade de vitaminas que existia nas refeicoes dos soldados na ocasiao da Segunda
Guerra Mundial, procurou desenvolver uma forma de realizar essa pesquisa através da
espectroscopia [2][24]. A Lei de Beer-Lambert ja havia sido publicada, e experimentos de
espectroscopia ja haviam sido realizados, mas na época era necessario um aparato pesado
e dispendioso para alcancar o estado da arte dos espectrometros UV-Vis, o que tornava
esse tipo de experimento algo dificil de se realizar para um grande niimero de moléculas
2)[24).

Entao, em 1941, Arnold Beckman desenvolveu o primeiro espectrometro UV-Vis
comercialmente viavel [25], o espectrofotémetro modelo DU, o que abriu o caminho para a
popularizagao da espectroscopia, facilitando este tipo de pesquisa experimental [2] [26].
Esse aparelho consistia de uma lampada de Hidrogénio, um monocromador feito com um
prisma de Quartzo proveniente do Brasil, e uma célula fotoelétrica sensivel a UV. A luz
proveniente da lampada passava por uma serie de fendas e espelhos, formando um espectro
ultravioleta e visivel, o qual incidia na amostra e em consequéncia o sinal era capturado

pela célula fotoelétrica, como mostrado na figura 3:

Espelho condensador
I-Espelho col imador Prisma de Quartzo\
— Lampada
3

] J =
Fendas /r’ IT‘

U

/ [_CéTuTa
SeEEing Amostra 1 fotoelétrica

Figura 3 — Diagrama do sistema éptico do modelo DU, retirado de [2]

Esse espectrometro foi inicialmente usado para analisar alimentos, mas depois
trouxe resultados expressivos em outras areas, como por exemplo em 1947, Erwin Chargaff

descobriu que a taxa de mondmeros nucleotideos é a mesma em qualquer organismo, e
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essa pesquisa possibilitou a descoberta da estrutura de dupla hélice do DNA [2]. Com o
passar do tempo, esse instrumento comecou a ser produzido e vendido em grande escala, e

assim surgiram outros modelos e marcas.

2.2.2 Teoria

O principio basico da espectroscopia UV-Vis é a Lei de Beer-Lambert [27]. Sabe-se
que a luz, ou radiacao eletromagnética, possui um carater dual, ou seja, uma descri¢ao
corpuscular e uma ondulatoria. No aspecto ondulatério, pode-se expressar a propagacao

da onda eletromagnética em um meio nao-absorvente através da equagao

A(¢) = Ag(p)e’t?) (2.1)

de modo que A é a amplitude da onda, ¢ é o angulo de polarizacao, t é o tempo, d é o
angulo de fase e w é a frequéncia angular, que pode ser dada em fun¢do do comprimento

de onda (M) e do indice de refragao (n):

w=— (2.2)

como o interesse da espectroscopia esta majoritariamente na andlise de interagao da luz

com meios absorventes, é necessario considerar o indice de refragdo complexo

n* =n+ik (2.3)
onde k é o coeficiente de extinc¢ao, que indica a quantidade de atenuacdo que uma dada

onda eletromagnética sofre ao passar pelo meio. No caso de um meio absorvente, k sera

sempre positivo, e o coeficiente de absorcao a é geralmente dado por

a=— (2.4)

com base na equagao (2.1), a intensidade da luz (I) pode ser escrita da seguinte forma:

I = Ile™ (2.5)

desta forma, obtém-se a Lei de Beer-Lambert[28], fazendo

I = Ipe™ (2.6)
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e pode ser representada na forma logaritmica como segue

log ([0> — Ab=eCl (2.7)
1

onde Ab é a absorbancia, € é a absortividade molar, C é a concentracao da substancia
absorvente no meio e 1 é a distdncia que a luz atravessa pelo corpo. A Lei de Beer-Lambert
relaciona a absorcao da luz com o material que esta luz interage, indicando que existe uma
dependéncia exponencial entre a distancia que a luz consegue atravessar em um corpo
e a concentracao dele, permitindo o balanceamento destas condigoes para realizacao de
experimentos envolvendo espectroscopia. No caso do comportamento corpuscular[23], os

fotons sdo descritos pela energia que possuem da seguinte forma:

E=hv (2.8)

onde h é a constante de Planck, que vale h = 6,626.107%*.J.s = 4,135.10 %eV.s, e v ¢ a
frequéncia da luz, que também pode ser dada em fungdo do comprimento de onda (\),

COomo segue:

v=— (2.9)

sendo ¢ a velocidade da luz no vacuo. Assim, pode-se descrever a energia da forma:

E=-"" (2.10)

essa é a energia de féton, mas também é utilizada para quantificar a energia necessaria
para transi¢oes eletronicas, sendo assim a diferenca entre os niveis energéticos, como por

exemplo:

h
AE =Ey — Ex_1 = hv = 70 (2.11)

onde N descreve o n-ésimo nivel de energia em questdao. Essa relacdo da informacao
da frequéncia, ou comprimento de onda, do fé6ton necessario para realizar a transicao

eletronica do nivel N-1 para o nivel N [29].

Além desses niveis energéticos eletronicos, existem outros niveis de energia de
excitagao eletronica, rotacionais e vibracionais, que geralmente sao também acessados
com a radiacao UV-Vis. Mais informagoes acerca desses niveis podem ser encontrados
em [18]. Isso faz com que, ao analisar um espectro de absor¢ao neste intervalo, aparecam
outras linhas além da linha principal que descreve a transi¢ao entre niveis eletronicos [18].

Além disso, quando se trata de moléculas, onde existem mais de um atomo, os niveis
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energéticos das transi¢oes existentes se superpdoem de modo que os niveis se tornam bandas
de energia, e essas bandas sdo exibidas no espectro UV-Vis. E possivel observar este fato
através da andlise dos espectros UV-Vis do benzeno obtidos da amostra no estado de
vapor e no estado de solucao, no primeiro caso as bandas de absor¢ao sao mais estreitas,
se assemelhando a linhas, e no segundo ha uma tunica banda mais larga, tendo a forma de

envoltéria da primeira [3], como na figura 4.

Yapor de Benzeno Benzeno em solugio

\

Figura 4 — Espectro do estado de vapor e do estado de solugdo em dlcool, imagem retirada de [3]

As energias desses elétrons nos atomos, no caso estacionario ou estado fundamental,
descrevem os orbitais que eles ocupam. Orbitais eletronicos sao fungdes de onda que repre-
sentam o comportamento dos elétrons no atomo, e resultam na probabilidade de encontrar
o elétron em uma dada posicao ao redor do nicleo [30]. Cada orbital é caracterizado
por diferentes valores dos ntimeros quanticos n, [, m, que representam, respectivamente,
a energia do elétron, o momento angular e a componente vetorial do momento angular.
Além disso, cada orbital pode ser ocupado por dois elétrons com nimero quantico de spin
s. Para diferentes valores de [, os orbitais recebem nomes diferentes, orbital s(I = 0),
orbital p(l = 1), orbital d(I = 2), orbital f(I = 3) [31][27].

Quando se trata de moléculas, contendo dois ou mais atomos, os orbitais nao sao
mais considerados individualmente, mas em conjunto com orbitais de mesma ordem, devido
as ligacOes existentes entre os atomos para formar as moléculas, e desta forma recebem
novos nomes, utilizando letras gregas, os orbitais s passam a ser orbitais o, os orbitais p
podem se tornar orbitais o e orbitais 7, dependendo da orientagdo, orbital d permite o
surgimento do orbital molecular ¢, orbital f permite o orbital ¢, além do surgimento de
um orbital n. Os orbitais mais comuns no estudo da Teoria do Orbital Molecular (TOM)
sao os dois primeiros, o e 7, e o orbital n, e entre eles ainda existem diferenciacoes entre
orbitais ligantes, orbitais antiligantes e orbitais nao-ligantes[30][32]. Orbitais ligantes sdo

os que os elétrons tendem a se atrair, formando e fortalecendo a ligacao entre os nticleos
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atomicos, orbitais antiligantes sdo os que os elétrons tendem a se repelir de modo que
permita a ligacao entre os ntcleos atomicos, mas de forma enfraquecida, e os orbitais
nao-ligantes sdo semelhantes a orbitais atomicos pelo fato de ndo formarem ligagoes[30][32].
Assim, os principais tipos de orbitais estudados sao: orbital molecular o (ligante), orbital
molecular ¢* (antiligante), orbital molecular 7 (ligante), orbital molecular 7* (antiligante),
e o orbital atémico n (ndo-ligante) [31][33][34][30].

i) i) iii)

Figura 5 — Tipos de orbitais do estado fundamental. (i) orbital molecular o (ligante) (ii) orbital molecular
7 (ligante) (iii) o orbital atomico n (ndo-ligante). Imagem adaptada de [3]

Sabe-se que, para que ocorram transicoes eletronicas, é necessario seguir as regras
de selegdo [35], as quais seguem o principio da conservagdo do momento angular, condigdo
basica para que os saltos quanticos entre os niveis energéticos ocorram. A regra de selecao

geral diz que

Al = +1 (2.12)

ou seja, para que uma transicao seja permitida, o nimero quantico do momento angular
s pode apresentar variacao de uma unidade, para mais ou para menos. Outra importante
regra de selecao é a chamada Regra de Selegao de Laporte [35], em que uma transicao s6 é
permitida quando hd mudanca na paridade. A paridade é uma caracteristica do orbital
molecular que aparece quando ele sofre uma inversao no seu centro de simetria, podendo
alterar o sinal da funcao de onda do orbital, se o sinal inicial se manter, a funcao sera
par (g), se o sinal mudar, a fun¢ao serd impar (u). Desta forma, a Regra de Selegao de
Laporte permite que haja transicoes u — g, e ¢ — u. Entretanto, sob condigoes especiais
de eliminagao de centro de simetria por uma vibracdo assimétrica, uma transicdo g — ¢
pode vir a ser permitida com pouca intensidade [35]. Uma terceira regra que deve ser
levada em consideracao é a da multiplicidade de spin, a qual afirma que para que uma

dada transicao seja permitida, a orientagao do spin do elétron nao pode mudar, ou seja,

AS =0 (2.13)

isso acontece pelo fato de que fétons nao tem spin, logo, para que se mantenha a conservacao
do momento angular, uma transicao eletrénica nao pode induzir mudanca no spin, desta
forma, uma transicdo de um estado singleto (S=0) para um estado tripleto (S=1), por
exemplo, ndo é permitida, pois esses estados apresentam configuracoes de spin diferentes.

Essa regra pode ser “relaxada” para o caso de haver um acoplamento spin-6rbita, um
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fendmeno que ocorre devido a presenca do dipolo magnético formado pelo elétron e o
nucleo positivamente carregado, e um torque, causado pelo campo magnético gerado pelo
proton, exercido neste dipolo, ocasionando numa mudanga nos niveis energéticos atémicos
[36][37]. Essas relaxagbes permitem com que ocorram transi¢oes anteriormente proibidas,
mas com uma baixa probabilidade e resultando em bandas espectrais de pouca intensidade.
Sabendo disso, é possivel delimitar os tipos de transi¢oes que podem ocorrer entre os

orbitais conhecidos através da interagdo com a radiagdo UV e Visivel [3]. Sao elas:

o—o" (2.14)
n— o (2.15)
n— " (2.16)
T (2.17)

As transicoes o para o* e n para o requerem uma grande quantidade de energia e
ocorrem na regiao do Ultravioleta com menores comprimentos de onda, ja as transigoes

* * necessitam de menos energia e, consequentemente, acontecem

T para ™ e n para
com comprimentos de onda, em geral, maiores do que as transi¢oes envolvendo orbitais
o. A figura 6 ilustra o padrao de niveis de energia levando em consideracao os orbitais

moleculares citados.

&
a* Antiligante
w* Antiligante
E n Nao-Ligante
L1 Ligante
4] LEg,_r:I nte

Figura 6 — Energia e transicbes moleculares. As setas em vermelho indicam as transi¢oes permitidas.
Imagem adaptada de [3]

2.2.3 Técnica Experimental e Instrumentos

A técnica experimental da espectroscopia UV-Vis é relativamente simples. Como a

espectroscopia UV-Vis é uma técnica que se utiliza basicamente da absor¢ao, da transmissao
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e da reflectancia da luz, é necessario que as amostras ndo sejam opacas, mas possuam uma
certa transparéncia [28]. Isso é obtido pela dissolugdo do material principal da amostra
em algum solvente transparente (por exemplo dgua, alcool, entre outros). Desta forma, é
necessario, antes de qualquer medida, preparar a referéncia, que nada mais é do que um
recipiente contendo o solvente utilizado, para que este seja descontado no resultado final,
desta forma se tem certeza de que a medida é apenas da amostra. Por isto, sao utilizadas
cubetas transparentes, principalmente de Quartzo, para que nao se percam fétons ao longo

do caminho 6ptico [28].

Geralmente, os espectrofotometros UV-Vis sao divididos em dois tipos, o espectro-
fotometro de feixe duplo e o espectrofotémetro de feixe simples. A principal diferenca entre
estes dois tipos é, como o nome indica, que no espectrofotometro de feixe simples, toda a
radiagao atravessa a amostra, e os dados sao obtidos através da analise da quantidade de
fotons antes e depois da amostra. Neste caso, é realizada uma medida prévia da referéncia.
Para o espectrofotometro de feixe duplo, existe um separador de feixe que divide o feixe
de luz fazendo com que um passe pela amostra e o outro pela referéncia, simultaneamente,
e no processamento dos dados a referéncia ja é descontada [28]. Nas figuras 7 e 8 estao as

representacoes de cada tipo de espectrofotometro UV-vis:

Monocromador Amaostra

. Fotodiodo
Leitura dos dados

Processamento
de dados

Absorbance

LAmpada

Wavelength (nm)

Figura 7 — Esquema de um espectrofotometro UV-Vis de feixe simples. Imagem adaptada de [4].
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Figura 8 — Esquema de um espectrofotometro UV-Vis de feixe duplo. Imagem retirada de [4].
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Depois de posicionada a referéncia, a amostra é preparada e colocada no lugar
indicado, como mostram as figuras 7 e 8. As amostras precisam ser transparentes, e por
isso devem ser diluidas em um solvente transparente. Essa diluicao nao ¢é arbitraria, é
necessario encontrar uma propor¢ao 6tima entre o soluto e o solvente de modo que seja
possivel extrair o maximo de informacoes da amostra, conforme observado nas diversas

tentativas de diluicao realizadas para o desenvolvimento deste trabalho.

Os espectrofotometros UV-Vis possuem lampadas que emitem luz branca, contendo
desde ultra violeta até o visivel, e em alguns casos o inicio do infravermelho. Essa luz
branca é dividida em unidades de comprimento de onda quando passa através de um
monocromador. Esse monocromador é um aparelho 6tico, formado por uma grade de
difragao, com pelo menos 1000 linhas/mm podendo conter mais linhas [38], e espelhos
ou lentes, que tem o papel de discretizar a luz, a qual é emitida de forma continua pela
fonte, bem como colimar o feixe resultante. Com essa finalidade, ele é posicionado de
modo que os comprimentos de onda discretos sejam obtidos quando a luz passa pela grade
de difracao. Além disso, ao passar pelas lentes e espelhos, o feixe é colimado, fazendo com
que seus raios fiquem pararalelos, eliminando outros efeitos 6ticos que poderiam surgir,
os quais sao prejudiciais a qualidade do feixe. O monocromador se movimenta de modo
que varios comprimentos de onda sejam selecionados consecutivamente e assim fazendo
uma varredura na amostra [39][28]. Desta forma, a luz incide na amostra com diferentes
comprimentos de onda e a amostra interage absorvendo essa luz monocromatizada em
frequéncias especificas, e assim a luz que nao é absorvida ¢é transmitida e captada pelos
fotodiodos e processada no computador, onde é gerado o espectro caracteristico [28]. A

figura 9 é um exemplo de um espectro UV-Vis.

2.3 Espectroscopia Infravermelho

A espectroscopia Infravermelho, ou IR (Infrared), é uma das mais utilizadas
atualmente devido a sua facilidade e rapidez na realizacao de medidas para identificacao
de compostos organicos e inorganicos, na determinacao de grupos funcionais em materiais
organicos, na determinacao da composi¢cado molecular de superficies, na determinacao
da conformacao molecular e outros aspectos estruturais, além de ser um método nao-
destrutivo [40]. Essa espectroscopia segue o mesmo método da UV-Vis, sendo diferente
apenas no intervalo da radiacao. O infravermelho pode ser classificado da seguinte maneira:
infravermelho curto, que possui uma faixa de comprimento de onda entre 800nm a 2,5um,
o infravermelho médio, de 2,5pum até 25um, e o infravermelho longo que vai de 25um
até 1mm [18]. E nessa faixa de energia que se observa transicoes entre niveis de energia

rotacional e vibracional, que sdo apresentados na figura 2.

Para que uma molécula apresente picos de absor¢ao IR, o momento de dipolo
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Figura 9 — Espectro da solugao da folha de Vitex Gardneriana Schauer em agua obtida através das
medidas realizadas.

elétrico dela deve mudar durante o movimento. Esse tipo de interacao entre radiacao
e matéria é entendido com base em mudancas nos dipolos moleculares, que geram as
vibragoes e rotagoes. Essas mudancas podem afetar tanto o comprimento das ligacoes entre
atomos quanto os angulos entre essas ligagoes. Cada atomo de uma dada molécula ird
absorver radiacao infravermelho em determinado intervalo e vibrar de acordo com a energia
absorvida, isso faz com que uma molécula possua um espectro especifico relacionado aos
atomos que a compoem. Desta forma, as bandas associadas as vibragoes em moléculas sao

como impressoes digitais para identificacdo destas moléculas [41].

Por se tratar de uma técnica de espectroscopia muito semelhante a espectroscopia
UV-Vis, a espectroscopia IR também se baseia na Lei de Beer-Lambert como descrita na
equacao 2.7, que da informacao da absorbancia. Entretanto, o espectro IR pode também
trazer informacao da transmitancia ao invés da absorbancia no eixo y do espectro, pois
este apresenta um maior contraste entre as intensidades das bandas fortes e fracas. Isso se

da, pois a transmitancia Tr ¢ calculada da seguinte maneira:

1
Ab = log, (TT) (2.18)

Desta forma, tem-se que

1
1040 = — (2.19)
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Finalmente,

1
Tr={om = 1074 (2.20)

Desta forma, o resultado da transmitancia ¢ dado em porcentagem, de 0 a 100% [40].

2.4 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman é baseada no espalhamento Raman, onde fétons sao
espalhados de forma inelastica em contato com a matéria. Um laser monocromaético de
alta intensidade é utilizado para excitar a molécula para um estado de energia virtual. A
luz espalhada é detectada geralmente numa direcao perpendicular ao feixe incidente. Apods
essa excitacao, a maioria das moléculas relaxam diretamente para o estado fundamental,
emitindo radiagao de mesmo comprimento de onda do laser. Entretanto, uma pequena
parte relaxa passando por um estado de energia vibracional excitado. Esse fenémeno é
visto na luz espalhada, na qual a maior parte é de espalhamento Rayleigh, de mesma
frequéncia da luz incidente, e a menor parte é de espalhamento Raman. Na espectroscopia
Raman sdo medidas as frequéncias vibracionais como um deslocamento da frequéncia da
luz incidente. A condigdo para que a molécula seja compativel com o efeito Raman é que
ela deve apresentar uma mudanca na polarizagdo da nuvem eletronica durante a interagao

com a radiagao incidente [18][42][43].

Apesar da espectroscopia IR e Raman trabalharem com niveis de energia vibracio-
nais, existem diferencas entre as duas técnicas que tornam uma ou outra mais vidavel. As

vantagens de usar espectroscopia Raman sao [42]:

o Abrange uma gama de moléculas que possuem maiores simetrias, pois geralmente as

moléculas que sao totalmente simétricas sao compativeis com o efeito Raman.
o Algumas vibragoes sao fracas para IR, mas sao fortes para Raman.

» Para solugoes onde as moléculas estao orientadas de forma aleatéria, o momento de
dipolo induzido também serd orientado aleatoriamente. Isso faz com que medidas
de IR nao sejam possiveis de se realizar, enquanto medidas de Raman ainda dao

informagoes sobre a simetria de uma vibracao normal para casos assim.

» Usando o efeito de ressonancia Raman, é possivel realcar de forma seletiva vibragoes

de grupos particulares em moléculas.

o Como o diametro do feixe de laser ¢ muito pequeno, sé se faz necessario uma pequena

area da amostra para obtencao do espectro.
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o Como a agua quase nao realiza o espalhamento Raman, solu¢des aquosas sao facil-
mente analisadas pois a 4gua nao interfere nas vibragoes, o que seria praticamente

impossivel para IR pelo fato da 4gua apresentar forte absor¢ao nessa faixa de radiagao.

o Algumas moléculas homonucleares nao podem ser medidas por IR, como Ny, O,
Cls, pois nao absorvem neste intervalo de radiacao [44], mas apresentam espectro

Raman.

Entretanto, a espectroscopia Raman também encontra dificuldades em algumas

situagoes, tais como [42]:

A possibilidade de acontecer aquecimento ou fotodecomposicao na amostra devido a

incidéncia do laser.
o Alguns compostos fluorecem quando irradiados por laser.

« E mais dificil obter espectros vibracionais e rotacionais de alta resolucdo com Raman
do que com IR, pois trabalha no intervalo do UV-Vis, onde é mais dificil de se

conseguir fontes de alta resolucao.

e O custo para se usar Raman no estado da arte ¢ maior do que com o IR.

2.5 Teoria do Funcional da Densidade (DFT)

A Teoria do Funcional da Densidade, ou DFT (Density Functional Theory), é
um método de calculo computacional, usado para simulacoes, muito poderoso, que se
origina a partir de métodos mais simples, tomando como base, principalmente, o modelo
de Thomas-Fermi e a teoria de Hartree-Fock, além de outros conceitos complementares.
A teoria do funcional da densidade utiliza um funcional, ou seja, uma fun¢ao de uma
funcao, para descrever a densidade eletronica ao invés de trabalhar com uma quantidade
N de eletréns nos atomos ou moléculas. Esse funcional pode ter diversas formas, as quais
sao selecionadas de acordo com a conveniéncia do calculo da molécula em questao. Esse
método ¢é utilizado para calcular sistemas de muitos corpos ou particulas, os quais nao
podem ser calculados pela mecénica quantica basica [45] [46], devido a complexidade dos

sistemas.

O método de Hartree-Fock, no qual o DFT se baseia, é considerado um dos mais
simples métodos pois assume que um sistema de N fermions pode ter sua funcao de onda

aproximada através de um simples determinante de Slater [47]. Inicialmente, esse método
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se inicia com a aproximacgao de Hartree, que utiliza como func¢ao o produto das fungoes de

onda dos elétrons (orbitais) do &tomo em questao, da seguinte forma:

) = 1o1(r1)@2(r2)..on (rn)) (2.21)

onde o [¢) representa a funcao de onda do sistema, e os ¢y (7y) sao os orbitais eletronicos
em funcao da posicao r. Entretanto, essa aproximagao nao leva em consideracao o carater
antissimétrico dos elétrons, logo nao consegue descrever bem a fun¢ao de onda deste
sistema com N elétrons. Desta forma, se faz necessario a utilizagdo do determinante de

Slater, como segue:

¢1(r1)  B2(r1) . on(r1)

= | 222

¢1(rn) d2(rn) o On(TN)

representando através de uma somatoéria, obtem-se:

1 N N
) = N ;(—1) |014(r1) P2i(726) - Onvi (i) (2.23)

essa equagao é conhecida como a aproximagao de Hartree-Fock [47].

Além disso, existe o operador de Fock, que é utilizado para calcular um sistema de

N particulas. Esse operador é da forma
F=h+>(J+K) (2.24)

esse operador engloba outros operadores, o operador Hamiltoniano de um elétron 711, 0
operador de Coulomb ji, que dé a energia de repulsao entre dois eletréons em uma mesma
orbita, e o operador de troca K;, que determina a energia de troca entre elétrons pelo fato
deles possuirem fungoes antissimétricas, e é encontrado usando o determinante de Slater
[47]. Assim, para resolver um sistema utilizando o método de Hartree-Fock, basta resolver

a equacao de autovalores a seguir:

onde F' é o operador de Fock, ¢; é uma fun¢do de onda arbitraria e ¢; é o autovalor
associado a este operador. Esse método tem como principio basico a aproximacao de
Bohn-Oppenheimer, que considera o niicleo atomico praticamente estatico pelo fato de sua

massa ser muito maior que a massa dos elétrons que o envolve [29]. Resolver esta equacao
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é o0 equivalente a resolver um sistema de uma tnica particula, de modo que a contribuigao
das N particulas esta incluida no operador de Fock, de acordo com a fun¢ao de onda da
aproximagcao de Hartree-Fock [45][46][47].

Entretanto, usar um método que considera func¢oes de onda para os N eletrons
despendia muito tempo e trabalho, principalmente computacional, no caso de um N muito
grande. Desta forma, Thomas e Fermi propuseram uma descri¢ao diferente para um
sistema de muitos elétrons. O modelo Thomas-Fermi trabalha considerando a densidade
eletronica para calcular a energia dos elétrons ao invés da fungao de onda [45][46]. Levando
em consideracao que N ¢ o niumero de elétrons no sistema, a densidade eletrénica pode

ser calculada da seguinte forma

n(r) = N/.../¢Zl(r,r2, oy PNV (7, P2y o, PN )PPy APy (2.26)

com n sendo a densidade eletronica. A equagao (2.23) satisfaz a condi¢ao de normalizagao

Jn(r)dr = N e o limite n(r — oo) — 0. O hamiltoniano do sistema sera da forma

H=T+U.+U,; (2.27)

onde T é o operador energia cinética, U, é o operador energia potencial de interacao entre
elétrons e U,; é o operador energia potencial de um elétron 7 sob a influéncia dos fons. A

energia dos elétrons pode ser calculada fazendo:

z@:wmﬁw@:/w+mﬁwwmww (2.28)

Posteriormente, Hohenberg e Kohn desenvolveram o modelo de Thomas-Fermi ao substituir
U.; por V.., para indicar que os elétrons se movem sob influéncia de um potencial externo.

Desta forma, O hamiltoniano de (2.24) fica da seguinte forma:

H=T+U.~+ V.y (2.29)

além disso, a energia eletronica passa a ser um funcional, isto ¢, uma funcao de uma

funcado, da densidade n. Assim, a energia é calculada como segue:

Ealn] = (al A [Ya) = Fln] + [ Veun(r)dr (2.30)

onde

F[n] = <wel| T ’¢€l> + <wel’ Uee |wel> — T[n] + Uee[n] (231)
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Deste modo, foi possivel mostrar que a energia poderia ser obtida como um funcional
da densidade eletronica, onde o F[n] sempre contera informagoes acerca da energia cinética
e da energia potencial de interacao elétron-elétron. As outras contribui¢oes necessarias,
como o potencial de interacdo fon-ion, o potencial de interacao ion-elétron e a energia de
correlacdo e troca, estao incluidas no V,,; e dependem da configuracao do sistema que esta
sendo calculado[45][46].

Nisto consiste a Teoria do Funcional da Densidade (DFT), utilizar funcionais da

densidade para calcular a energia do estado fundamental de sistemas com muitos elétrons
[45][46].

2.5.1 Teoria do Funcional da Densidade Dependente do Tempo - TDDFT

O DFT é muito eficiente para a realizacao do calculo da energia do estado funda-
mental de um dado sistema, entretanto para obter resultados acerca das energias referentes
a transigoes eletronicas, ele nao se aplica. Para isso, é necessario desenvolver esta teoria
inserindo uma dependéncia temporal. Dai surge a teoria do funcional da densidade depen-
dente do tempo (TDDFT), a qual se baseia no teorema de Runge-Gross [48], que afirma

que o Hamiltoniano (2.26) assume a forma

H=T+Ue+ Veur(t) (2.32)

onde o potencial externo V., (t) depende da configuracio do sistema a ser calculado e
agora possui dependéncia temporal. Além disso, a densidade eletronica também passa a

depender do tempo,

n(r) = N/.../¢Zl(r,r2,...,rN,t)wel(r,rz,...,rN,t)d3r2...d3rN (2.33)

utilizando a equacao de Schrodinger dependente do tempo, é possivel calcular as energias

do sistema em questao, com a seguinte condicao inicial,

A1) [0(1)) = i 1(0)  1(0)) = [0 (2.34)

O TDDEFT é muito utilizado para simular espectros de absorcao de espectroscopia
UV-Vis.

2.5.2 Funcionais

Sabendo que os métodos para realizacao dos calculos exigem a utilizacdo de
funcionais, faz-se necessario a escolha dos melhores funcionais para os sistemas a serem

calculados. Existem diversos funcionais que podem ser aplicados em diferentes sistemas,
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atualmente o mais utilizado é o funcional hibrido B3LYP [45]. Ele é chamado de funcional
hibrido pelo fato de ser composto por funcionais de diferentes métodos como, por exemplo,
a por¢ao da energia de troca é proveniente da teoria de Hartree-Fock. No caso do B3LYP,
que significa "Becke, 3-parameter, Lee—Yang—Parr", o funcional de correlagdo e troca é da
seguinte forma [49][50][51]:

ErlBingYP _ ErllﬂlDA + a/O(E’ZI"{F . E%DA) + aT(EYQGA . E%DA) + EéDA + aC(EgGA . éDA)

(2.35)

Os subscritos indicam se o funcional ¢ de troca (T") ou de correlagao (C') e os sobrescritos

indicam o tipo e origem desses funcionais [49][50][51].

Apesar do funcional B3LYP ser o mais utilizado e apresentar resultados satisfatorios
na grande maioria das simulagoes realizadas, ele nao consegue descrever bem algumas
situacoes como a polarizabilidade de longas cadeias, excitagoes em TDDF'T para estados
de Rydberg e excitagoes de transferéncia de carga. Apesar desse nao ser o principal escopo
deste trabalho, aspectos como estes podem influenciar no resultado final. Desta forma,

além do B3LYP, foi utilizado outro funcional para os célculos em TDDFT, o funcional
CAMB3LYP.

Devido as dificuldades que o funcional B3LYP apresenta, citadas anteriormente,
fez-se necessaria a utilizacdo de um funcional que englobasse esses aspectos. O funcional
CAMB3LYP surge com esse proposito, pois ele combina as informagoes energéticas do
B3LYP com as qualidades assintoticas de funcionais que fazem corre¢ao de longo alcance.
Ele tem esse nome pois utiliza a abordagem do Método de Atenuacao de Coulomb
(Coulomb-Attenuating Method - CAM) [52]. Essa abordagem envolve a combinagao de
recursos provenientes de funcionais hibridos, como o B3LYP, e dos funcionais de correcao
de longo alcance (LC) de Hirao et al [53] [54]. Com isso, é possivel fazer corre¢oes na
contribuicdo de uma nuvem eletronica de um orbital sobre o outro e, assim, descrever mais
sistemas, agora também envolvendo longas cadeias e excitagoes onde ocorrem transferéncias

de carga, além de melhorar o calculo para algumas moléculas, em relagao ao B3LYP.

2.6 Vitex Gardneriana Schauer

A Vitex Gardneriana Schaeur, conhecida popularmente no Brasil como Jaramataia,
¢ uma planta do género Vitex, da familia Lamiaceae[55][56][57]. O género Vitex pertencia
a familia Verbenaceae até os anos 90, quando foi transferido para a familia Lamiaceae,
que possui um relagao proxima com a Verbenaceae, devido a novos estudos filogenéticos

de sequéncias de DNA. E um género nativo dos trépicos e subtrépicos [58][59).

Esta espécia ¢ muito popular no nordeste brasileiro, principalmente no sertao, na
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-

caatinga, preferencialmente em margens de rios e em leito de rios secos. E uma arvore
caducifélia, ou seja, que as folhas caem em certas estagoes do ano em que o clima fica
mais frio. Chega a atingir 6-7 metros de altura e possui um tronco de cerca de 15-25

centimetros de didmetro [5].

Figura 10 — A esquerda a 4rvore Jaramataia e & direita a folha produzida por ela. Imagens retiradas de

[5]

Apesar de nao existirem estudos plenamente conclusivos acerca da funcionalidade
dessa planta, popularmente o seu ché é considerado medicinal[60]. O senso comum da
populacao aponta diversas indicagoes para uso deste chd, as principais sdo no combate a
hipertensao arterial, problemas na préstata e mamas, calculo renal, além de auxiliar na
cicatrizac¢do, entre outros [13]. Alguns trabalhos realizados, principalmente na drea da
farmacologia e quimica, tem indicado a presenca de diversas biomoléculas com propriedades
funcionais, que pode realmente prenunciar um possivel carater medicinal desta planta [61]
[62].

2.6.1 Pesquisas realizadas

A realizacao de pesquisas em referenciais tedricos acerca da Vitex Gardneriana
Schauer permitiu a coleta de informagoes referentes aos métodos de extracao e as moléculas
presentes nesta folha. Vale salientar que nao foi encontrado nenhum trabalho que tivesse
feito uma anélise acerca da identificacdo de biomoléculas presentes na folha de Jaramataia
utilizando a espectroscopia UV-Vis e, além disso, a maioria dos métodos de extracao
realizados nestas pesquisas nao eram de facil execucao. As principais moléculas encontradas
nos referenciais tedricos podem ser vistas na tabela 1. As estruturas de cada uma dessas

moléculas podem ser vistas na figura 11.
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N© NOME CLASSIFICACAO
1 20-Hydroxyecdysone Ecdisterdide
2 4-Hydrobenzoic Acid Acido fendlico
3 Oleanolic acid Triterpenoide
4 Vanilic acid Acido fendlico
5 Ursolic acid Triterpenoide
6 Aucubine Iridoide
7 (Cis-calamene Sesquiterpeno
8 | 5-Hydroxy-3,4,7-Trimethoxyflavone Flavonéide
9 6,9-Guaiadiene Sesquiterpeno
10 a-Cadinol Sesquiterpeno
11 3,4-Dihydroxybenzoic acid Acido fendlico
12 Caryophyllene oxide Sesquiterpeno

Tabela 1 — Tabela de possiveis moléculas presentes na folha de Jaramataia

As moléculas que tiveram mais citagoes, dentre os referenciais tedricos encontrados,
foram cis-calamene, a-cadinol, 6,9-guaiadiene e caryophyllene oxide [63][64][65][66][67].
Nestes trabalhos, o método de extracao utilizado foi a hidrodestila¢ao, para extracao dos
0leos essenciais, e em seguida foram utilizados métodos de cromatografia gasosa para anélise.
Para as moléculas de aucubine e 20-hydroxyecdysone, o método de extragao utilizado foi a
infusdo metandlica e em seguida cromatografia de coluna [14]. As moléculas 5-hydrozy-
3,4, T-trimethozyflavone, ursolic acid, oleanolic acid, vanilic acid, 4-hydrobenzoic acid e
3,4-dihydroxybenzoic acid foram isoladas da folha através de técnicas de cromatografia e

caracterizadas através de ressonancia magnética nuclear [68][15].

De acordo com a tabela 1, as moléculas encontradas podem ser classificadas em
grupos, sao eles: ecdisterdides, acidos fendlicos, triterpendides, iridoides, sesquiterpenos e

flavonoides.

2.6.1.1 Ecdisterdides

Ecdisterdides sao hormonios esterdides naturais que possuem efeitos farmacologicos,
principalmente em mamiferos. Eles sao encontrados principalmente em artrépodes e em
alguns espécies de plantas. Eles desempenham um papel importante no processo de muda
de alguns animais e na embriogénese. Para os seres humanos, seus principais efeitos
biolégicos sao: estimula o crescimento, melhora o desempenho fisico, afeta a proliferacao
e diferenciacao celular, melhora a sintese de proteina, reduz hipoglicemia e melhora a

conversao de colesterol em acido biliar [69][70].
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explicitados pelas letras que os representam. Imagens retiradas do banco de dados do

PubChem.

2.6.1.2 Acidos fendlicos

Os acidos fendlicos sdo uma classe de polifendis, que sao antioxidantes naturais,

encontrados principalmente em plantas, vegetais e frutas, e sao caracterizados por possuirem

um grupo de acido carboxilico ligado a um ou mais aneis aroméaticos. Os acidos fenélicos

apresentam diversas aplicagoes bioldgicas, tais como: atua na defesa das plantas, cura

e previne doengas como cancer, problemas de coragao, entre outros, pela sua atividade

antioxidante, combate a diabetes e atua como agente antimicrobiano e antiinflamatério

[71][72][73].
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2.6.1.3 Triterpendides

Triterpendides compdem o grupo mais importante dos terpendides, devido a sua
vasta diversidade de atividades biologicas e sua forte presenca principalmente em plantas
medicinais, frutas, vegetais, cereais, fungos, e etc. Eles possuem diversas estruturas
de acordo com o nimero de anéis presentes na sua composicao. Os triterpendides de-
sempenham importantes atividades anticancerigenas, bactericida, fungicida, analgésica,
espermicida, cardiovascular, moluscicida, antialergico, antiparasitario, antiinflamatoério,
antidiabético e antiviral. Devido a sua ampla atuacao na area da satde, nos tltimos anos,

muitas pesquisas tem sido feitas sobre os triterpendides [74].

2.6.1.4 Iridoides

Os iridoides sdo uma classe de monoterpendides ciclopentanos compostos basica-
mente por estruturas de carbono, e podem ser encontrados amplamente entre as espécies do
reino Plantae. Os iridoides podem ser glicosideos ou nao, dependendo da sua composicao.
Este tipo de molécula possui um vasto campo de atuagao na area biolégica, atuando como
protetor e restaurador do sistema nervoso, apresenta também efeitos hepatoprotetores, ati-
vidades antiinflamatorias, anti-hipoglicémicas, hipolipemiantes, antitumorais, antioxidante,

cardiocerebrovascular, entre outros [75].

2.6.1.5 Sesquiterpenos

Os sesquiterpenos sao compostos lipofilicos formados por redes de 15 carbonos, os
quais podem estar dispostos de diferentes formas, sejam elas ciclicas, que sdo a maioria,
ou nao-ciclicas. Os sesquiterpenos, apesar de nao apresentarem resultados tao conclusivos
como os polifendis, por exemplo, possuem diversas atividades biolégicas como tratamento
de doencgas cardiovasculares, prevencao da neurodegerenacao, atividade anti-enxaqueca,
analgésica, sedativa, além de atividades antitumorais, antiinflamatorias, anticancerigenas,

e outros [76][77].

2.6.1.6 Flavondides

Flavondides sdo um grupo de polifendis, compostos basicamente de um esqueleto
de 15 carbonos, dispostos em 2 anéis fenil, chamados de A e B, e 1 anel heterociclico,
C. Os flavondides sdo uma importante classe de produtos naturais, e podem ser ampla-
mente encontrados em plantas, frutas, vegetais e certas bebidas. Eles desempenham um
importante papel de promotor de satde, pois possui a capacidade de modular as funcoes
de enzimas celulares, além de apresentar propriedades antioxidantes, antiinflamatérias,

antimutagénicas, anticancerigenas, antitrombogénicas e etc [78].






43

3 Materiais e Métodos

Aqui estao dispostos os materiais e métodos utilizados no desenvolvimento desta

pesquisa.

3.1 Materiais

« Folhas secas de Vitex Gardneriana Schauer - Pau dos Ferros (RN)
« Agua destilada - CERTBIO

« Etanol — (Toscano, lote: 259)

3.2 Metodologia

3.2.1 Preparacao das amostras

Para a realizagdo de medidas no espectrofotometro UV-Vis é necessario preparar
uma solucgao translicida contendo a amostra e algum solvente. Com isso, foram produzidas
3 solugoes utilizando solventes e métodos de extracao diferentes. A preparagio das amostras
se deu no Laboratorio de Espectroscopia Fotoacustica (LPAS) na Universidade Federal de
Campina Grande (UFCG).

As primeiras medidas foram obtidas para as amostras produzidas através do método
de extracao de infusdo em dgua em ebuligao [79], seguindo a proporcao de 20 folhas para
2 litros de dgua, metodologia bastante semelhante a usada pela populagdo [13]. As folhas
foram pesadas numa balanca analitica de precisao e, totalizando 5 folhas, foram utilizados
4,000g de amostra, as quais foram depositadas em um recipiente contendo cerca de 500mL

de agua destilada, e depois aquecida até o ponto de ebulicdo por cerca de 5 minutos.

O segundo método de extracao utilizado foi a maceracdo das folhas em agua
destilada, mantidas a temperatura ambiente, cerca de 23°C [79]. Foram utilizadas as
mesmas quantidades do método anterior, 500mL de dgua destilada (solvente) e 4,000g de
folhas de Jaramataia. As folhas foram mergulhadas no solvente, em um béquer, e deixadas

por um periodo minimo de 40 minutos.

A terceira extracgao foi realizada utilizando novamente o método da maceragao,
entretanto foi utilizado o etanol como solvente [79]. Foi utilizada a mesma proporgao para
todas as medidas, 4,000g de folhas para 500mL de etanol. As folhas foram depositadas em

um béquer juntamente com o solvente e deixadas por um periodo minimo de 30 minutos.
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3.2.2 Medidas experimentais

As solugbes obtidas apés a utilizagdo de cada método de extracao foram colocadas
em cubeta de quartzo de 10mL e levadas para a realizacao das medidas no espectrofotometro
Cary 50 Scan UV Visible Spectrophotometer (Varian, Inc., Agilent, Austrélia), localizado no
Laboratorio de Espectroscopia Fotoactstica (LPAS) na Universidade Federal de Campina
Grande (UFCG). Trata-se de um espectrofotometro de feixe simples que utiliza uma
lampada de Xendnio. Para cada solvente utilizado, ¢ realizada inicialmente a medida do
solvente puro para a producao do espectro de base que sera utilizado para a compensacao
do espectro da solucao, subtraindo o solvente da amostra. Foram obtidos pelo menos 3
espectros de cada amostra através de medidas UV-Vis, com faixa de varredura de 200nm
a 800nm, a fim de comparar os espectros obtidos e analisar as semelhancas e diferencas,

bem como confirmar a reprodutividade dos espectros.

3.2.3 Métodos computacionais

Foram realizadas simulagdes do espectro UV-Vis no software GAUSSIAN [17] de
cada uma das moléculas encontradas nos referenciais teéricos. Para isso, o modelo 3D
de cada molécula foi adquirido através do banco de dados do PubChem [80], entao foi
feita a otimizacao geométrica de cada molécula, a fim de encontrar a conformacao inicial
correta. A otimizacao foi feita utilizando o método DFT para encontrar a geometria das
moléculas no estado fundamental. Esse processo procura ajustar a geometria da molécula
até um ponto estacionario onde a superficie de energia potencial é encontrada [81] através
do algoritimo de Berny [82] com coordenadas internas redundantes [83]. Logo apés a
otimizagao, foi calculado o espectro UV-Vis através do método de TDDFT utilizando os
funcionais B3LYP [49][50] e CAMB3LYP [52][54], com a funcao de base 6-311G [84], que
é uma fungdo que combina orbitais gaussianos (G), sendo 6 orbitais para os elétrons do
nicleo, 3 orbitais para os elétrons de valéncia de camadas internas e 2 orbitais diferentes (1
e 1) para os elétrons de valéncia da camada mais externa [20]. Foram realizados calculos
com os dois funcionais diferentes, BSLYP e CAMB3LYP, para fins de comparacao e assim

obter uma maior confiabilidade nos resultados.

Foram efetuados alguns tratamentos nos dados referentes aos espectros experimen-
tais e obtidos pelas simulagoes. Foi realizado o procedimento de smooth, ou suavizacao, da
curva experimental para retirar o ruido existente devido a limitagoes do espectrofotometro
abaixo de cerca de 230 nandémetros. Apoés isso, foi executada a normalizagdo [0,1] em todos
os espectros, tanto experimentais quanto os espectros calculados. Em seguida, foram feitas
diversas tentativas de ajustes dos espectros calculados ao espectro experimental através de
combinagoes lineares das moléculas simuladas com ambos os funcionais. Essas combinagoes
lineares foram foram realizadas tomando como base os espectros de cada molécula isolada

(figuras 16 e 17). Foram executadas todas as tentativas de ajustes possiveis levando em
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consideragao grupos de trés moléculas e de quatro moléculas, alterando uma a uma a fim

de encontrar os melhores resultados. A equacao utilizada para as combinacoes lineares foi:

R=a.x1+bxy+cas+duxy (3.1)

onde R é o resultado do ajuste, x1, x2, T3 € x4 sdo as variaveis que representam cada
molécula calculada, e a, b, ¢ e d sdo constantes que representam o peso de cada variavel

no ajuste.

A partir das combinagoes lineares, foram encontradas moléculas que apresentam
maior probabilidade de ocorréncia, devido ao perfil do espectro gerado. Para estas
moléculas, foram realizadas simulagées de FTIR e Raman no GAUSSIAN [17], utilizando o
método de DF'T com funcional B3LYP, com a finalidade de ajustar os resultados obtidos nas
simulagoes com futuros espectros experimentais de IR e Raman para a Vitex Gardneriana

Schauer que venham a ser obtidos.
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4 Resultados

Os espectros de absor¢ao obtidos experimentalmente por UV-Vis podem ser en-
contrados a seguir. Primeiramente, o espectro obtido da amostra de Vitex Gardneriana

Schauer produzido através do método de extracao por infusao, como mostrado na figura
12:

—— Método 1 - Infusédo

Abosorgao (u. a.)

0.0
S e T E E e e B e B B B R S e a s s
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

Comprimento de onda (nm)

Figura 12 — Espectro UV-Vis, ndo normalizado, na faixa de 200nm a 800 nm, da folha de Vitex
Gardneriana Schauer obtido utilizando o método de infusdo em agua em ebulicio. E
possivel observar que a medida nao apresentou absorgao significativa entre 400nm e 800nm.

Neste método, observa-se duas bandas de absor¢ao principais, uma centrada por
volta de 322nm e a outra centrada por volta de 251nm. E possivel também observar a
saturacao que ocorre entre 200nm e 230nm, a qual se deve a limitagoes do espectrofotometro
utilizado, que nao possui uma boa resolucdo nesta regiao. Entretanto, é possivel observar
que existe uma queda do espectro nas proximidades de 200nm, o que pode indicar que,
mesmo nesta regiao onde o espectro se encontra saturado, pode existir uma banda de
absorcao. Verifica-se também que acima de cerca de 430nm nao ha nenhuma informacao

espectral observada para a amostra com as concentracoes utilizadas.

Na figura 13 é possivel observar, no espectro obtido utilizando dgua destilada a
temperatura ambiente como solvente, duas bandas de absorcao principais centradas em
322nm e 251nm, que sao as mesmas bandas encontradas utilizando o método de extragao

por infusao. Além disso, 0 mesmo comportamento abaixo de 230nm ¢ visualizado.
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Método 2 - Agua destilada ‘
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Figura 13 — Espectro UV-Vis, ndo normalizado, na faixa de 200nm a 800 nm, da folha de Vitex Gardne-
riana Schauer obtido utilizando o método de maceracao em dgua destilada a temperatura
ambiente. E possivel observar que a medida ndo apresentou absor¢io significativa entre
400nm e 800nm.

3.0 [—— Método 3 - Etanol]]
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Figura 14 — Espectro UV-Vis, nao normalizado, na faixa de 200nm a 800 nm, da folha de Vitex
Gardneriana Schauer obtido utilizando o método de maceracdo em etanol a temperatura
ambiente. E possivel observar que a medida nio apresentou absor¢ao significativa entre
400nm e 800nm.

No espectro obtido pela dilui¢do no etanol, figura 14, pode-se observar a presenca



49

de trés bandas de absorcao, centradas em 333nm, 249nm e 210nm, aproximadamente. A
primeira banda, de 333nm, apresenta um desvio de cerca de 10nm em relagdo aos métodos
de extracao anteriores. Esse desvio se deve exatamente pela mudanca do solvente utilizado
[85]. Entretanto, em relagao a banda central, em 249nm, o desvio em relagdo aos outros
espectros é praticamente nulo, logo essa banda nao sofreu alteragdo no centro com a
mudanca do solvente. No que se refere a banda considerada em 210nm, ela se encontra
na regiao de pouca resolugao do espectrofotometro, mas apesar da saturacao, é possivel
notar um comportamento que se assemelha a uma envoltéria de uma banda de absorcao,

a semelhanca dos espectros anteriores das figuras 12 e 13, portanto foi considerado aqui.

1.0 ,
}— Método 2 - Agua destilada (Suavizado e normalizado

0.8
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0.0 H |
200 250

T T
300 350 400

Comprimento de onda (nm)

Figura 15 — Espectro experimental UV-Vis normalizado e suavizado da folha de Vitex Gardneriana
Schauer obtido através do segundo método de extragdo. O espectro normalizado possui
intensidade de 0 a 1 e foi reduzido ao intervalo entre 200nm a 400nm, para utilizagdo nos
processos de caracterizagao e identificacdo das moléculas.

O resultado apresentado na figura 15 traz o espectro obtido experimentalmente,
utilizando o segundo método de extragao, maceragao em agua destilada a temperatura
ambiente, ja normalizado e suavizado. Este método foi escolhido por ser o mais simples
dos trés e por conter as mesmas informagoes espectroscopicas. Este espectro foi o utilizado
como base para o ajuste através de combinacoes lineares com os espectros calculados
através das simulacoes das moléculas. Visto que o espectro experimental s6 pode ser
obtido a partir de 200nm, por limitagoes presentes no espectrofotémetro e, como é possivel
observar nas figuras 12, 13 e 14, ndo existe informacao espectroscépica relevante acima
de 400nm para essa amostra, por isso resolveu-se utilizar os espectros experimentais e os

espectros calculados levando em consideracao apenas o intervalo de 200nm a 400nm.

Visando encontrar uma combinacao linear dos espectros calculados para cada
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Figura 16 — Graficos contendo os espectros normalizados obtidos por simulagao de todas as moléculas
previamente selecionadas usando TDDFT com funcional B3LYP (a) e CAMB3LYP (b),
além do espectro obtido experimentalmente por UV-Vis da folha de Vitex Gardneriana
Schauer usando o método de extracio de maceracdo em agua destilada.

molécula, foram feitos dois graficos contendo os espectros de todas as moléculas. Esses
graficos podem ser observados nas figuras 16 (a) e (b). As moléculas, listadas na tabela 1 e
utilizadas nas combinagoes lineares, foram encontradas nos referenciais teodricos utilizados,
e foram escolhidas pelo fato de serem as principais moléculas citadas nestes referenciais.

Além disso, os graficos contém o espectro experimental e as simulagoes, um usando o
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funcional B3LYP e outro com o funcional CAMB3LYP, com a finalidade de comparacao
e visualizacao completa do perfil gerado por esses espectros, sendo assim possivel uma

selecao adequada das moléculas que seriam utilizadas para realizar as combinacoes lineares.
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Figura 17 — Comparagio entre o espectro experimental UV-Vis da folha de Vitex Gardneriana Schauer
usando o método de extracdo de maceragdo em agua destilada, e os ajustes feitos a
partir de combinacoes lineares das simulagbes das moléculas em destaque utilizando o
funcional B3LYP (a) e o CAMB3LYP (b). Ao lado de cada molécula sdo apresentadas as
concentragoes de cada uma na combinacao linear, em porcentagem, para a formacao do
espectro correspondente.

Na figura 17 é possivel observar as combinagoes lineares que apresentaram melhor
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ajuste com o espectro experimental utilizando as simulacoes de TDDF'T.

Com isso, nos espectros combinados, vé-se que existe um padrao de duas bandas
de absor¢ao claras e uma possivel banda préximo a 200nm, semelhante ao padrao do
espectro experimental. Apesar disso, existe um desvio do espectro das combinagoes lineares
calculadas para a esquerda, em relagdo ao espectro experimental [85]. Para os ajustes
feitos com as simulagoes usando B3LYP, os desvios sdo de 13,6eV para a primeira banda
(315nm) e 26,3ev para a segunda banda (250nm), ja usando CAMB3LYP, os desvios foram
de 15,8¢V para a primeira banda e 13,2eV para a segunda banda. Isso se da pelo fato de
que, na medida de UV-Vis foi utilizado um solvente polar para diluir a amostra, o que nao
acontece nas simulacoes, pois as moléculas foram calculadas sem levar em consideracao a

interagdo com o solvente.

Foram realizadas todas as combinagoes lineares possiveis para grupos de trés
e de quatro moléculas, sem levar em consideracao permutacoes, e as moléculas que
resultaram nessas combinagoes, para o caso do B3LYP, foram acido 3,4-dehidroxibenzoico,
5-Hidroxi-3,4,7-trimetoxiflanova, acido ursolico, acido 4-hidroxibenzoico, acido vanilico e
20-hidroxiecdisona. Dentre as moléculas citadas, as que apresentam maior contribuigao
nas combinagoes para a formacao dos espectros ajustados sao: acido 3,4-dehidroxibenzoico,
5-Hidroxi-3,4,7-trimetoxiflanova e acido ursolico, pelo fato de possuirem maior peso nos

ajustes realizados.

Para o funcional CAMB3LYP, foram encontrados ajustes envolvendo pratica-
mente todas as moléculas, mas duas delas se repetiram em todas as ocasides, mostrando
que a qualidade dos ajustes dependem principalmente delas. Sao elas: 5-Hidroxi-3,4,7-
trimetoxiflanova e 20-hidroxiecdisona. Além disso, em duas combinagoes é possivel observar,
na figura 17 (b), um comportamento diferente em relagdo as outras, isto é, nos espectros
de cor laranja, que além de 5-Hidroxi-3,4,7-trimetoxiflanova e 20-hidroxiecdisona, possui
acido vanilico, e na cor verde, que possui acido 3,4-dehidroxibenzoico juntamente com o
5-Hidroxi-3,4,7-trimetoxiflanova e 20-hidroxiecdisona. Nestes espectros, estas moléculas
diferentes apresentam grande porcentagem de contribuicao, o que gera a mudanca no
aspecto da curva espectral. Desta forma, sao moléculas que parecem ter certa prioridade
em relagao as outras, ou seja, podem apresentar maior probabilidade de serem encontradas
na solucio extraida, principalmente o 4cido 3,4-dehidroxibenzoico. E possivel observar
também um padrao de duas bandas bem definidas e a formacao de uma possivel banda nas
proximidades de 200nm. E de modo semelhante ao caso do B3LYP, o desvio destas bandas
em relagao ao espectro experimental se da, provavelmente, pela presenca do solvente, o

qual ndo foi considerado nas simulagoes [85].

De posse destes resultados, cruzando as informagoes adquiridas com os dois tipos
de ajustes, concluiu-se que as principais moléculas obtidas através do método de extracao

por maceragao em agua destilada foram: acido 3,4-dehidroxibenzoico, 5-Hidroxi-3,4,7-
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trimetoxiflanova e 20-hidroxiecdisona.

Pode-se observar as simulagoes realizadas para essas moléculas nas figuras 18, 19 e
20. Os orbitais ocupados de mais alto nivel energético (HOMO) e os orbitais desocupados
de nivel enérgetico mais baixo (LUMO) sao encontrados ao lado das moléculas. Além disso,
abaixo de cada figura, encontra-se as tabelas 2, 3 e 4, contendo os valores das principais
bandas de absorcao calculadas e as transigoes eletronicas correspondentes a cada banda

para cada uma das moléculas.

("
]
4,85eV
(B3LYP)
7,42 eV
(CAMB3LYP)

Figura 18 — (a) Simula¢do da molécula de dcido 3,4-dehidroxibenzoico. Do lado direito, os orbitais (b)
HOMO e (¢) LUMO. A energia de transicio HOMO-LUMO foi calculada convertendo as
energias obtidas na simulagdo, para cada orbital, de Hartree para eV.

Acido 3,4-Dihidroxibenzoico

B3LYP CAMB3LYP
Banda de absorcao Transigoes Banda de absorcao Transigoes
39 — 41 39 — 41
39 — 42 39 — 43
281,59 nm 40 — 41 (H-L) 263,68 nm 40 — 41 (H-L)
40 — 42 40 — 43
38 — 41 38 — 41
263,23 nm 38 _ 44 250,33 nm 38 — 50
39 — 41 39 — 41
241,29 nm 40 — 41 (H-L) 233,31 nm 40 — 41 (H-L)
40 — 42 40 — 43
39 — 41
39 — 42 39 — 42
209,6 nm 39 — 44 223,07 nm 40 — 42
40 — 42 40 — 45
40 — 44
39 — 41
202,74 nm 40 — 43 202,28 nm 40 —s 43

Tabela 2 — Tabela contendo os valores centrais dos principais estados excitados do Acido 3,4-
Dihidroxibenzoico, e as bandas de absorgao calculadas para as transigoes energéticas entre
os estados correspondentes (Nivel 39 — Nivel 40). A tabela contém os dados para os dois
funcionais utilizados nos calculos, BSLYP e CAMB3LYP. A abreviacdo H-L se refere a
transicao HOMO-LUMO.
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4,04 eV
(B3LYP)

6,54 eV
(CAMB3LYP)

o,

Figura 19 — (a) Simulagdo da molécula de 5-Hidroxi-3,4,7-trimetoxiflanova. Do lado direito, os orbitais
(b) HOMO e (b) LUMO. A energia de transigcho HOMO-LUMO foi calculada convertendo
as energias obtidas na simulacdo, para cada orbital, de Hartree para eV.

5-Hidroxi-3,4,7-trimetoxiflanova

B3LYP CAMB3LYP
Banda de absor¢ao Transicoes Banda de absorc¢ao Transigoes
84 — 87 84 — 88
358,80 nm 86 — 87 (ILL) 303,34 nm 86 — 87 (ILL)
83 — 87 86 — 88
332,72 nm 83 = 88 83 — 87
318,41 nm 85 — 87 83 — 88
80 — 87 84 — 87
255,85 nm 315 87 252,90 nm 31 5 9
80 — 87 85 — 89
81 — 87 86 — 89
84 — 88 81 — 87
248,24 nm 85 — 88 81 — 88
86 — 88 85 — 87
86 — 89 240,87 nm 85 — 88
83 — 87 86 — 87 (ILL)
83 — 88 86 — 88
241,80 nm 84 = 88 81 — 87
85 — 88 83 — 87
78 — 87 84 — 88
80 — 88 223,33 nm 84 — 89
81 — 88 85 — 88
205,36 nm 82 — 89 86 — 87 (II-L)
83 — 89 86 — 88
84 — 90 82 — 87
83 = 90 202,28 nm 82 — 88
201,42 nm 83 = 01 82 — 89

Tabela 3 — Tabela contendo os valores centrais dos principais estados excitados da 5-Hidroxi-3,4,7-
trimetoxiflanova, e as bandas de absorcao calculadas para as transi¢coes energéticas entre
os estados correspondentes (Nivel 84 — Nivel 87). A tabela contém os dados para os dois
funcionais utilizados nos calculos, BSLYP e CAMB3LYP. A abreviacdo H-L se refere a
transicao HOMO-LUMO.
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4,75 eV
(B3LYP)

7,80 eV
(CAMB3LYP)

Figura 20 — (a) Simulagdo da molécula de 20-hidroxiecdisona. Do lado direito, os orbitais (b) HOMO e

(c) LUMO. A energia de transicio HOMO-LUMO foi calculada convertendo as energias
obtidas na simulacao, para cada orbital, de Hartree para eV.

20-hidroxiecdisona

B3LYP CAMB3LYP
Banda de absorc¢ao Transigoes Banda de absorc¢ao Transicoes
379,89 nm 131 — 132 (H-L) 349,26 nm 131 — 132 (H-L)
124 — 132 128 — 132
241,01 nm 125 — 132 222,59 nm 129 — 132
126 — 132 130 — 132
120 — 132 117 — 132
121 — 132 124 — 132
123 — 132 207,65 nm 125 — 132
221,36 nm 124 — 132 126 — 132
125 — 132 127 — 132
126 — 132 123 — 132
127 — 132 124 — 132
118 — 132 125 — 132
119 — 132 199,60 nm 126 — 132
203,48 nm 120 — 132 127 — 132
121 — 132 128 — 132
122 — 132 130 — 132

Tabela 4 — Tabela contendo os valores centrais dos principais estados excitados da 20-hidroxiecdisona, e as

bandas de absorg¢ao calculadas para as transi¢oes energéticas entre os estados correspondentes
(Nivel 131 — Nivel 132). A tabela contém os dados para os dois funcionais utilizados nos
calculos, BSLYP e CAMB3LYP. A abreviacao H-L se refere a transicao HOMO-LUMO.

A transicado HOMO-LUMO do acido 3,4-dehidroxibenzoico contribui para a forma-

cao das bandas centradas em 281,59nm e 241,29nm com B3LYP, e em 263,68nm e 233,31nm
com CAMB3LYP; a transicaio HOMO-LUMO da 5-Hidroxi-3,4,7-trimetoxiflanova contribui
para a formacao das bandas centradas em 358,80nm com B3LYP, e em 303,34nm, 240,87nm
e 223,33nm com CAMB3LYP; e a transicaio HOMO-LUMO da 20-hidroxiecdisona contribui
para a banda centrada em 379,89nm com B3LYP, e em 349,26nm com CAMB3LYP.
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Além disso, foram realizados calculos de FTIR e Raman para estas moléculas, e os

resultados obtidos podem ser vistos a seguir nas figuras 21, 22, 23, bem como nas tabelas

5, 6 e 7 a seguir.
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Figura 21 — Simulacdo de FTIR e Raman, usando DFT com funcional BSLYP da molécula acido
3,4-dehidroxibenzoico.

Modo | Frequéncia (cm™!) R (u.igtenfifniji (n.a.) Vibragoes principais
4 184,39 4635,16 3,34 O-H
10 413,50 804,98 0,86 O-H
26 1115,22 1285,11 93,60 O-H, C-H, O-H
30 1256,30 027,37 23,20 O-H, C-H, O-H
32 1346,82 018,78 7,70 O-H, C-H, O-H, C-H, O-H
39 1682,11 797,41 170,2 C=0, O-H
10 3167,67 18,72 103,10 C-H (aromético)
41 322288 3,14 49,13 C-H (aromaético)
42 3227,74 1,53 81,91 C-H (aromatico)
43 3662,78 104,24 68,91 O-H
44 3666,51 63,06 166,53 O-H
45 3737,92 83,01 176,67 O-H

Tabela 5 — Tabela contendo dados da simulacdo de FTIR e Raman para a molécula acido 3,4-
dehidroxibenzoico. Os dados foram retirados do arquivo de saida do Gaussian e ndo estao
normalizados. Foram selecionados apenas os principais picos, com intensidades significativas
para compor a tabela.
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Foram calculados 45 modos vibracionais para a molécula de acido 3,4-dehidroxiben-
zoico. Na tabela 5 estao apresentados apenas os principais picos de FTIR e Raman
calculados para esta molécula. Como é possivel observar nos espectros presentes na figura
21, existe um grupo de picos de Ocm ™! até 1750cm ™1, e outro grupo a partir dos 3000cm !,
este segundo conjunto de picos esta relacionado as vibragoes dos Hidrogénios. Para o
IR o pico de maior intensidade foi na frequéncia de 184, 39cm ™!, correspondente a uma
vibracdo em O — H, enquanto para Raman aconteceu em 3737,92cm ™!, também em uma

vibracdo em O — H.

Para a molécula de 5-Hidroxi-3,4,7-trimetoxiflanova foram calculados 114 modos
vibracionais. Como é possivel observar nos espectros presentes na figura 22, existe um
grupo de picos de Ocm ™t até 1750cm ™1, e outro grupo a partir dos 3000cm ™!, este segundo
diz respeito as vibragoes dos Hidrogénios. Para o IR o pico de maior intensidade foi

!e, de modo semelhante, para o Raman o pico de maior

na frequéncia de 1634, 34cm™
intensidade foi em 1634, 34cm ™!, ambos correspondentes a uma vibracao em um ligacao

C — H e em uma ligacdo C' = C' de um anel aromatico.
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Figura 22 — Simulacdo de FTIR e Raman usando DFT com funcional B3LYP da molécula 5-Hidroxi-

3,4,7-trimetoxiflanova.

Na tabela 6 a seguir estao apresentados apenas os principais picos de FTIR e

Raman calculados para esta molécula e as vibragoes relacionadas a cada pico de absorcao.
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Modo | Frequéncia (cm™!) R (u'algtenfs{fiji (n.a.) Vibragoes principais

45 802,23 742,23 0,86 O-H
72 1279,23 983,61 799,23 C-H, C-H (aromaéticos)
77 1352,21 737,61 82,63 C-H (aromaético), O-H
87 1517,64 684,58 107,24 | C-H (x3), C-H (aromatico)
96 1634,34 1252,26 1270,96 C-H, C=C (aromaticos)
98 1692,31 1201,96 477,66 O-H
99 3012,27 53.88 147,51 CH (x3)
101 3026,65 82,56 188,94 C-H (x3)
106 3155,69 25,38 130,15 C-H (x3)
107 3156,14 24,93 161,72 CH (x3)
109 3190,81 329,39 204,80 C-H (aromético), O-H
113 3234,70 0,11 175,96 C-H (aromatico)

Tabela 6 — Tabela contendo dados da simulacao de FTIR e Raman para a molécula 5-Hidroxi-3,4,7-

trimetoxiflanova. Os dados foram retirados do arquivo de saida do Gaussian e nao estao
normalizados. Foram selecionados apenas os principais, com intensidades significativas picos
para compor a tabela.

Para a molécula de 20-hidroxiecdisona foram calculados 228 modos vibracionais.

Observou-se nos espectros da figura 23, um grupo de picos de Ocm ™! até 1750cm ™1, e

outro grupo a partir dos 2900cm ™!, este segundo diz respeito as vibracoes dos Hidrogénios.
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Figura 23 — Simulagdo de FTIR e Raman usando DFT com funcional B3LYP da molécula 20-

hidroxiecdisona.



99

Para o IR o pico de maior intensidade foi na frequéncia de 406, 80cm ™!, corres-

pondente a uma vibracao em uma ligacao O — H, enquanto para Raman aconteceu em
3013,63cm ™!, vibragoes em trés Hidrogénios ligados a um Carbono. Na tabela 7 estdo
apresentados apenas os principais picos de FTIR e Raman obtidos através dos calculos

para esta molécula.

Modo | Frequéncia (cm™!) R (u.azx[.r;tenlifrijz (n.a) Vibragoes principais
39 371,85 964,34 2,29 O-H
43 398,11 1253,03 0,93 O-H
45 406,80 1377,32 2,22 O-H
49 436,14 601,68 0,44 O-H
59 958,35 478,18 3,82 O-H
65 638,93 964,24 3,31 O-H, O-H
195 2990,17 67,97 226,88 C-H2
196 2993,63 28,44 225,51 C-H (3x)
202 3013,63 21,29 311,95 C-H (3x)
924 3567,78 41,34 83.56 O-H
225 3587,78 8,47 100,59 O-H
228 3631,78 16,67 115,71 O-H

Tabela 7 — Tabela contendo dados da simulagdo de FTIR e Raman para a molécula 20-hidroxiecdisona.
Os dados foram retirados do arquivo de saida do Gaussian e nao estdo normalizados. Foram
selecionados apenas os principais picos, com intensidades significativas para compor a tabela.
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5 Conclusoes e Perspectivas

O objetivo principal deste trabalho foi a caracterizacao das biomoléculas da Vitex
Gardneriana Schauer através da utilizacdo de métodos de extragao simples e pouco
onerosos aliado a analise através da espectroscopia UV-Vis e calculos computacionais,
principalmente, em TDDFT. Diante disso, dentre os métodos de extracao utilizados no
trabalho, o escolhido para a producao dos resultados foi a maceragdo com agua destilada,
pois foi o0 método mais simples, em comparagao com o da infusao e o de maceragdo com
etanol, e que apresentou dados experimentais satisfatorios. De modo geral, os espectros
obtidos pelos trés métodos foram semelhantes (figuras 12, 13 e 14), logo a escolha se deu

pela simplicidade do método.

Além disso, notou-se a viabilidade de aliar métodos computacionais e experimentais
na caracterizagdo das biomoléculas encontradas, pois através da analise dos célculos e
dos dados experimentais, por meio de combinacoes lineares dos espectros calculados para
ajuste da curva experimental, foi possivel a identificagdo de trés principais moléculas
que contribuem majoritariamente para a formagao do espectro obtido experimentalmente.
Desta forma, sugere-se que, mediante o método de extracao utilizado, as seguintes mo-
léculas foram extraidas: acido 3,4-dehidroxibenzoico, 5-Hidroxi-3,4,7-trimetoxiflanova e
20-hidroxiecdisona. A identificacdo destas moléculas principais permite a analise de aspec-
tos importantes relacionados as bandas de absor¢ao através do TDDFT, pois foi possivel
observar os orbitais HOMO e LUMO de cada uma destas moléculas e assim perceber como

essas transigoes eletronicas contribuem para a formacao do espectro UV-Vis.

Os resultados obtidos se mostraram promissores, pois observou-se que ¢é possivel
extrair e caracterizar as principais biomoléculas, sensiveis na regiao UV-Vis, que constituem
a folha de Vitex Gardneriana Schauer, através de técnicas de extracao simples, com solventes
e métodos de facil utilizagao, e técnicas de analise como a espectroscopia UV-Vis e os
calculos de TDDFT. Visto que nao foram encontrados dados de espectroscopia UV-Vis
para essa amostra na literatura, essa pesquisa traz uma alternativa para o estudo da Vitex
Gardneriana Schauer e contribui para o desenvolvimento do conhecimento cientifico. Serao

publicados artigos com os resultados obtidos.

Foram ainda calculados os espectros IR e Raman para cada uma das moléculas
identificadas e os dados destas simulacoes podem vir a ser de grande valia para comparacao
com futuros experimentos de espectroscopia IR e Raman para a Vitex Gardneriana Schauer.
Os calculos e suas previsoes de DF'T para espectroscopias RAMAN e IR desse conjunto de
biomoléculas possibilitarao novos estudos experimentais nessas técnicas e também estudos

com Espalhamento Inelastico de Néutrons.
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