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RESUMO

Neste trabalho sdo estudadas as biomoléculas presentes no Capsicum Annuum (pimentao)
e os efeitos que alguns solventes provocam nelas. Os pimentoes sao frutos constituidos
por um conjunto complexo de biomoléculas nas quais encontramos os carotenoides e as
clorofilas, estes dois tipos de biomoléculas contribuem para que estes frutos apresentem
diferentes cores. O estudo e analise destes conjuntos de biomoléculas foram realizadas
com amostras in-natura, suco e solugoes preparadas em agua (H20), alcool (OH), élcool
misturado com acido cloridrico (OH-HCI) na proporgao de 10:1, respectivamente, e hexano.
Dentre a complexidades das cores dos pimentoes foram escolhidos pimentdes verdes,
amarelos, laranja e vermelhos. Neste sentido, foram utilizadas técnicas experimentais de
espectroscopia UV- Visivel convencional e Fotoactstica, que possibilitam obter informagoes
das transi¢oes eletronicas entre os orbitais moleculares HOMO-LUMO destas biomoléculas,
estas técnicas tem principios de detecgao diferente possibilitando resultados experimentais
mais robustos. Além disto, foram realizadas simulagoes computacionais mediante o método
de TDDFT onde foram obtidos espectros de absor¢ao de algumas destas biomoléculas, as
informagoes obtidas nestes espectros de absorcao sao usadas para confrontar os resultados

obtidos experimentalmente.

Palavras-chave: Espectroscopia Fotoacustica e UV-Visivel Convencional, Carotenoides,
Clorofilas, Efeito Solvente, Simulagao Computacional da TDDFT.



ABSTRACT

In this work, the biomolecules present in Capsicum Annuum (pepper) and the effects that
some solvents cause on them are studied. Peppers are fruits made up of a complex set of
biomolecules in which we find carotenoids and chlorophylls, these two types of biomolecules
contribute to these fruits having different colors. The study and analysis of these sets of
biomolecules was carried out on samples in-natura, juice and solutions prepared in water
(H50), alcohol (OH), alcohol mixed with hydrochloric acid (OH-HCI) in the proportion of
10:1, respectively, and hexane. Among the complexities of the colors of the peppers, green,
yellow, orange and red peppers were chosen. In this sense, experimental techniques of
conventional UV-Visible and Photoacoustic spectroscopy were used, which make it possible
to obtain information on the electronic transitions between the HOMO-LUMO molecular
orbitals of these biomolecules, these techniques have different detection principles enabling
more robust experimental results. In addition, computational simulations were carried out
using the TDDFT method, where absorption spectra of some of these biomolecules were
obtained, the information obtained from these absorption spectra are used to compare the

results obtained experimentally.

Keywords: Conventional UV-Visible and Photoacoustic Spectroscopy, Carotenoids,
Chlorophylls, Solvent Effect, TDDFT Computational Simulation.
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CAPIiTULO 1

INTRODUCAO

As biomoléculas sdo compostos quimicos que formam a matéria viva e resultam da
unido dos bioelementos! por ligacoes quimicas, entre as quais se destacam as covalentes.
As biomoléculas podem ser classificadas em dois grupos, organicas e inorganicas. As
biomoléculas organicas sao constituidas por atomos de carbono, os quais se unem pelo
menos com alguns dtomos de hidrogénio e/ou oxigénio, em muitos casos também com
atomos de nitrogénio, fésforo e enxofre, este grupo de moléculas sdo exclusivas dos seres
vivos; As biomoléculas inorganicas sao aquelas que podem estar presentes em seres vivos,

mas também podem estar em elementos inertes como por exemplo a agua [1].

Entre a grande variedade de biomoléculas organicas que temos na natureza, se
encontram os carotenoides e as clorofilas. Os carotenoides sao divididos em dois grupos:
carotenos, que sao hidrocarbonetos; e xantofilas, que sao hidrocarbonetos oxigenados [2].
Enquanto que a clorofila presente nos frutos esta dividida em clorofila a e b. Esses dois
tipos de biomoléculas propiciam nos seres vivos uma complexa combinagao de cores, ou seja,
pigmentacoes naturais, determinadas pela concentracao das biomoléculas constituintes.
As clorofilas absorvem comprimentos de onda de luz em torno do azul (400 — 500) nm e
vermelho (600 —800) nm, enquanto refletem a faixa do espectro eletromagnético (500 — 600)
nm correspondente na sua maioria a cor verde [3]. Por outro lado, os carotenoides sao
biomoléculas responsaveis pelas cores amarela, laranja e vermelha, e suas combinagoes
[4]. Os carotenoides estao presentes em tecidos fotossintéticos em que desempenham a
funcao de proteger a clorofila e o aparelho fotossintético contra a fotodegradacao. Além
disso, os carotenoides absorvem luz mais eficientemente numa faixa de comprimentos de
ondas onde a clorofila ndo absorve com eficiéncia, proporcionando uma absorcao de luz

mais ampla na regiao visivel do espectro eletromagnético, a energia luminosa absorvida ¢é

1 bioelementos sao elementos quimicos (mais de 60 elementos da tabela periédica) que fazem parte dos

seres vivos. Cerca de 96,2% da massa da maioria das células é composta por seis elementos, carbono
(C), hidrogénio (H), oxigénio (O), nitrogénio (N), fésforo (P) e enxofre (S) [1]
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transferida para as clorofilas onde sera transformada durante a fotossintese [5].

Do ponto de vista de obtencao dessas biomoléculas, os carotenoides e as clorofilas
sao compostos que normalmente podem ser extraidos por varios métodos usando diversos
solventes orgénicos [6]. De acordo com as escalas da polaridade, que dependem princi-
palmente dos valores da constante dielétrica e do momento dipolar dos solventes, estes
podem ser classificados em solventes polares e apolares. Exemplos de solventes polares
sao: a agua, o etanol, o metanol, o éter dietilico, o cloroférmio e a acetona. Enquanto, o
hexano, o ciclohexano, o benzeno, o dioxano, o éter de petroleo sao exemplos de solventes
apolares. Devido ao uso desses solventes para a extracao de biomoléculas, as posicoes,
intensidades e formas das bandas espectrais de absor¢ao das biomoléculas absorventes de
luz podem sofrer deslocamentos possivelmente pela natureza do solvente, e muitas vezes,

devido também a polaridade deste [7, 8, 9].

Entretanto, a dgua além de ser denominado solvente universal é a biomolécula
mais abundante nas frutas e legumes, tanto assim que mais de 75% da massa é devido
a presenga dela [10]. Durante a fotossintese, a dgua é a biomolécula que reage com
o dioxido de carbono das plantas verdes, algas e bactérias fotossintéticas, para formar
alimentos e também o oxigénio contido no ar que respiramos. Seus atomos de hidrogénio
sdo incorporados a muitos compostos organicos como por exemplo aos carboidratos [11],
0s quais estao presentes em muitos frutos incluindo os pimentoes que por sua vez também

contém biomoléculas de carotenoides e clorofilas.

Um sistema composto por uma complexidade de biomoléculas e cores sao os
pimentoes (Capsicum Annuum), este fruto tém variedades que amadurecem em tons
vibrantes de amarelo, laranja e vermelho, que sao bem conhecidos por seu contetido de
carotenoides, enquanto os pimentoes verdes tém alto contetido das clorofilas a e b. Os
pimentoes amarelos devem sua coloragao principalmente a violaxantina, embora outros
carotenoides como a luteina? e o beta-caroteno®, também estdo presentes na variedade de
pimentoes de pigmentos laranja-amarelo. A coloragao vermelha se deve a producao dos
carotenoides capsantina e capsorubina, que sdo encontrados quase que exclusivamente na

pimenta vermelha, j4 que a maioria das outras plantas ndo consegue sintetizé-los [12, 13].

Se tratando da morfologia, o pimentao ¢ constituido das partes ilustradas na figura 1,
¢é estimado que para cada por¢ao de 100 gramas de pimentao existem aproximadamente
92 gramas de agua, os quais indica que mais do 90% deste fruto é composto por esta
biomolécula [14, 15, 16, 17].

2
3

A luteina também contribui para a cor amarela das gemas dos ovos.
O beta-caroteno é bem conhecido como o composto por tras da cor laranja brilhante das cenouras.
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Figura 1 — Ilustracao da Morfologia dos Pimentdes.

O Pedicelo tem como fun¢ao permitir a passagem de nutrientes para o fruto quando
ainda esta conectado a planta. O exterior do fruto é constituido pelo pericarpo, o qual é
composto por trés partes. A camada mais externa é o epicarpo e ela constitui a casca,
uma fina pelicula que se parece com um filme plastico o que garante a protecao da fruta.
O mesocarpo é a por¢ao média do pericarpo e inclui a polpa. A camada mais interna é o
endocarpo, esta camada envolve a placenta e as sementes do pimentao. A placenta é a
parte onde se encontram as sementes do pimentao e permite a troca de substancias no

fruto [18, 19].

Na tabela 1 pode-se observar alguns fotoquimicos bioativos que sao encontrados
em algumas variedades de pimentoes. Em seguida, a tabela 2 se apresentam alguns dos
carotenoides que segundo a literatura estao presentes nas diferentes variedades de cores dos
pimentoes, além disso, também sdo mostrados as respectivas bandas de absor¢do maximas
na regiao do UV-Visivel de algumas extracoes realizadas por varios autores utilizando
diferentes solventes. Nao menos importante, na tabela 3 e tabela 4 é apresentado o teor
dos principais micronutrientes dos minerais e vitaminas que estao presentes nos pimentoes

classificados pelas cores dos pimentoes, segundo foram informadas na literatura.

Tabela 1 — Fitoquimicos bioativos em pimentoes [20].

Acido Antocianinas | Flavonéides | Carotendides | Fendlicos
Pimentao | ascérbico totais totais totais totais**
(mg/100g) | (mg/100g) | (mg/100g) | (mg/100g)* | (mg/100g)
Verde 115,94 ND 6,50 0,28 90
Amarelo 125,99 0,16 8,46 4,48 177
Laranja 129,49 0,98 6,18 6,01 149
Vermelho 118,79 3,11 6,08 7,72 156

*expresso em [3-caroteno;

** expresso em equivalente de catequina;

ND: Nao detectado
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Tabela 2 — Alguns carotenoides presentes nos pimentoes [21, 22, 23, 24, 25, 26, 27].

Carotenoides

Solvente

Absorcao maxima

Amaz (M)
Cloroférmio 435 ; 461 ; 485
3 - Carot Acetona 429 ; 452 ; 478
- aroteno Etanol 425 450 ; 478
Hexano 425 5 470 ; 477
Cloroférmio 433 ; 457 ; 484
Caroteno Acetona 424 ; 448 ; 478
@ - Laroten Etanol 423 ; 444 ; 473
Hexano 422 ;445 ; 473
Cloroférmio 433 ; 452 ; 479
7 i Acetona 430 ; 452 ; 479
caxantina Etanol 428 ; 450 ; 478
Eter de petroleo 424 ; 449 ; 476
Cloroférmio 435 ; 458 ; 485
Lutes Acetona 444.5 ; 472.4
utetha Etanol 4227 445 ; 475
Eter de petroleo 421 ; 445 ; 474
Cloroférmio 435 ; 459 ; 485
B-Cript i Etanol 428 ; 450 ; 478
Seriptoxantma e e petroleo 425 ; 449 ; 476
Hexano 422 ;447 ; 476
Cloroférmio 424 5 452 ; 482
Viol £ Acetona 411.8 5 426.7 ; 434.4
tofaxantima Benzeno 424 ; 450 ; 483
Hexano 443 ; 472
Capsantina Acetona 474,8
P Benzeno 363 ; 483 ; 510
C bi Benzeno 457 ; 488; 522
apsorubima Hexano 452 ;477 ; 510
Cloroférmio 421 ; 447 ; 477
Neoxantina Benzeno 420 ; 446 ; 470
Hexano 415 ; 437 ; 466




1.1. Motivacdo e delimitacao do problema

33

Tabela 3 — Teor de micronutrientes minerais presentes nos pimentoes [28, 14, 15, 16, 17].

Micronutrientes
Minerais Pimentao
(mg) Verde | Amarelo | Laranja | Vermelho
(149 gr) | (186 gr) | (186 gr) | (119 gr)
Célcio (Ca) 14.9 20.5 20.5 8.3
Ferro (Fe) 0.5 0.9 0.9 0.5
Magnésio (Mg) | 14.9 22.3 22.3 14.3
Fésforo (P) 20.8 4.6 14.6 30.9
Potassio (K) 260.8 394.3 394 251.1
Sédio (Na) 4.5 3.7 3.7 4.8
Zinco (Zn) 0.2 0.3 0.3 0.3
Cobre (Cu) 0.1 0.2 0.2 -
Manganés (Mn) 0.2 0.2 0.2 0.1
Selénio (Se) — 0.6 ug 0.6 ug 0.1 pg

Tabela 4 — Teor de micronutrientes vitaminas presentes nos pimentoes [28, 14, 15, 16, 17].

Micronutrientes
Vitaminas Pimentao
(mg) Verde | Amarelo | Laranja | Vermelho
(149 gr) | (186 gr) | (186 gr) | (119 gr)
Vitamina A | 26.8 ug 18.6 ug 111.7 pg 186.8 ug
Vitamina C 119.8 341.3 341 152
Tiamina 0.1 0.1 0.1 0.1
Niacina 0.7 1.7 1.7 1.2
Vitamina B5 0.1 0.3 — 0.4
Vitamina B6 0.3 0.3 0.3 0.3
Folato 14.9 ug 48.4 ng 48.4 g 54.7 g
Colina 8.2 — — 6.7

1.1 Motivacao e delimitacao do problema

Uma vasta gama de aplicagoes sao encontradas para estes tipos de biomoléculas

que estao presentes nos pimentoes, a exemplo das utilizadas nas industrias: farmacéutica,

como complexo nutricional por serem precursores de algumas vitaminas, de alimentos

e ragoes introduzidas na dieta de humanos e animais por fornecer varios minerais, a

téxtil e cosmética tem aplicagoes como corantes naturais [29, 28, 8, 30]. Todavia, a

procura de compostos formados pelas biomoléculas dos carotenoides tem aumentado nos

ultimos anos, devido principalmente aos beneficios bioldgicos que trazem para a satude, tais

como: imunomoduladoras, anti-carcinogénicas e prevencao de algumas doencas cronico-

degenerativas [31, 28, 32|, os carotenoides também conferem protecao ao DNA (acido
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desoxirribonucleico) de alguns microrganismos contra os efeitos da exposigao a luz solar
[29].

Devido a complexidade que os pimentoes apresentam, quanto no que diz repeito as
biomoléculas funcionais e ao conjunto de cores, que dificilmente é encontrado naturalmente
em outros vegetais ou frutos, isto faz com que o pimentao seja muito interessante para fazer
uma investigacao detalhada, ndo apenas do ponto de vista da identificagao de algumas
das suas biomoléculas, mais também o efeito que os solventes tem sobre a extracao
destas biomoléculas visto que estes geralmente sao estudadas somente apds a extracao em
solventes e na maioria dos casos nao sao comparadas com a amostra in-natura, tentando
assim entender se ha algum tipo de ligacao ou interacao da dgua com estas biomoléculas e
se isto tem a ver com as propriedades hidrofébicas delas, ainda nao menos importante,

estudar a formacao das cores neste fruto.

No mais, um estudo apoiado na fisica fundamental, mais exatamente na mecanica
quéntica, tendo em vista as técnicas espectroscépicas (UV-Visivel e PAS) e de simulagoes
computacionais, para tentar entender os questionamentos que ainda estao em aberto,
como por exemplo: qual é o poder do solvente para separar biomoléculas com estruturas
semelhantes? E assim de certa forma dar uma contribui¢ao em termos da fisica para esse

tipo de estudo que ainda é incipiente.

1.2 Objetivo

O objetivo principal deste estudo é a identificacao, caracterizacao e efeito do
solvente no conjunto de biomoléculas pertencentes aos grupos dos carotenoides e clorofilas
presentes na polpa e no suco extraido dos pimentoes, verde, amarelo, laranja e vermelho,
por meio de técnicas experimentais de espectroscopia UV-Vis convencional, Fotoactstica e

simulagoes computacionais.

1.3 Organizacao do Trabalho

A dissertacao divide-se em cinco capitulos, estes estdo distribuidos da seguinte

forma:

No capitulo 1 da Introducao foi apresentado o assunto a ser estudado neste
trabalho mostrando a motivacao e delimitacao dos problemas, assim como os objetivos

que serao seguidos e por fim como os capitulos estardo organizados

No capitulo 2 da Fundamentacao Tedrica é exposta a revisao bibliografica da

literatura com os conceitos que deram embasamento para o desenvolvimento do trabalho.
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Sendo assim, neste capitulo foram revisados os assuntos sobre: as biomoléculas de carote-
noides e clorofilas e suas propriedades; a teoria dos orbitais moleculares e tipos de transigoes
eletronicas; a teoria de solventes, suas propriedades e classificagoes. Seguindo com os
fundamentos da simulacao computacional onde sao descritos os métodos computacionais
utilizados; e finalizando este capitulo com a teoria das técnicas de espectroscopia utilizadas

neste trabalho.

No capitulo 3 de Materiais e Métodos sao mostrados e descritos de forma sucinta os
equipamentos, materiais e métodos utilizados para realizar nossas medidas experimentais e
simulagoes computacionais. Portanto, foi descrito desde como as amostras foram adquiridas,
acondicionadas e preparadas para fazer as medi¢oes em diferentes técnicas de espectroscopia,
como as técnicas espectroscopicas foram usadas para identificar as biomoléculas dos
carotenoides e as clorofilas através das transigoes eletronicas entre os orbitais, que podem
ser identificados como HOMO e LUMO e assim também prever os efeitos do solvente sobre
as amostras. Por outro lado, é especificado o sistema computacional, tanto do ponto de
vista do hardware como do software além dos métodos computacionais utilizados para
realizar as simulacdes das geométricas moleculares de cada uma das biomoléculas e as
configuragoes escolhidas para obter os espectros UV-Vis mediante a TDDFT, os quias
foram usados como base para compara-los com os resultados experimentais tornando-os

mais robustos.

No capitulo 4 em Resultados e Discussoes sao apresentados os espectros de
absorcao das biomoléculas de interesse, da amostra de suco e da polpa do pimentao e o
efeito que tém os solventes utilizados para a extragao destas biomoléculas, onde alguns

desses resultados sao vistos pela primeira vez.

No capitulo 5 sao apresentadas as conclusoes baseadas nos resultados dos experi-
mentos e os calculos feitos computacionalmente, onde foi possivel obter algumas conclusoes
ainda nao observadas na literatura, principalmente devido a forma de como foram realiza-
dos os experimentos e obtidos os resultados, a exemplo de obter espectros das amostras

sem usar solvente.
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CAPITULO 2

FUNDAMENTACAO TEORICA

Neste capitulo serao apresentados os conceitos fundamentais das biomoléculas
de interesse e algumas de suas principais propriedades. Além disso, para facilitar a
compreensao do comportamento quantico dessas moléculas, serao introduzidos os conceitos
bésicos da Teoria dos Orbitais Moleculares. Em seguida apresenta-se o conceito de
solvente, suas classificagoes e o efeito do solvente. Também, serao apresentados alguns
dos fundamentos tedricos que auxiliam na compreensio dos cdlculos computacionais. Por

fim, uma breve explicacao dos conceitos fundamentais sobre a Teoria da Espectroscopia
UV-Vis e PAS.

2.1 Carotenoides e Clorofilas

A presenca das cores em vegetais e frutas ocorre devido a concentracao de diferentes
moléculas, que absorvem radiacao eletromagnética em diferentes regioes no espectro visivel.
Algumas destas moléculas pertencem aos grupos funcionais das clorofilas, dos carotenoides

e dos flavonoides [33].

Os carotenoides sao pigmentos naturais biossintetizados por plantas, algas, ciano-
bactérias, por alguns fungos, leveduras e bactérias [34], sendo encontrados em vegetais,
folhas, frutas, raizes, flores, peixes, invertebrados e passaros. Alguns carotenoides apresen-
tam importante funcao nutricional na dieta dos humanos como precursores da vitamina A,
que é essencial para a visao, diferenciacao das células*, desenvolvimento embriolégico e
outros processos fisiologicos [35, 36]. Atualmente estd bem estabelecido que os carotenoides

desempenham duas importantes fungées na fotossintese [37]. Eles atuam absorvendo luz

4 A diferenciacdo celular consiste em um conjunto de processos que transformam e especializam as

células embrionarias. Apés estas transformagoes, sua morfologia e fisiologia sao definidas, o que as
tornam capazes de realizar determinada fungéio.
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em regioes do espectro visivel onde a clorofila nao absorve eficientemente, e também atuam

como fotoprotetores do sistema fotossintético [37, 38].

Atualmente, mais de 750 carotenoides estruturalmente diferentes foram isolados de
fontes naturais [39, 40], destes ao menos 50 tém uma atividade biolégica significativa [34].
Os principais carotenoides encontrados em alimentos sdo: [-caroteno e a-caroteno (abdbora,
cenoura, espinafre, milho, dentre outros), f-criptoxantina (pimenta, caji, nectarina,
mamao, péssego), licopeno (tomate, goiaba vermelha, melancia, mamao vermelho), luteina
(espinafre, alface, couve) e violaxantina (manga, pimentao amarelo). Com a excec¢ao de

violaxantina, é comum encontrar os carotenoides no plasma humano [36].

Por outro lado, existem seis diferentes tipos da clorofila, sendo os principais tipos
encontrados em plantas e frutos verdes de duas formas, clorofila a e b [41]. O principal
pigmento na fotossintese é a clorofila a. A clorofila b é um pigmento acessorio porque
nao é necessario para que ocorra a fotossintese. Todos os organismos que fotossintetizam
possuem clorofila a, mas nem todos os organismos contém clorofila b. A clorofila a absorve
luz nas regides do vermelho-laranja e azul-violeta do espectro eletromagnético. A clorofila
a transfere energia para o centro de reagao e doa dois elétrons excitados para a cadeia
de transporte de elétrons. O papel central da clorofila a é como um doador de elétrons
priméario na cadeia de transporte de elétrons. A partir dai, a energia do sol sera finalmente
convertida em energia quimica que o organismo pode usar para processos celulares [42].
Por outro lado, a clorofila b absorve a luz azul, o papel central da clorofila b é expandir o
espectro de absor¢ao dos organismos. Dessa forma, os organismos podem absorver mais
energia da parte de frequéncia mais alta do espectro de luz azul. A presenca de clorofila b
nas células ajuda aos organismos converterem uma gama mais ampla de energia solar em

energia quimica [3].
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2.1.1 Propriedades dos Carotenoides e as Clorofilas

Os carotenoides sao compostos constituidos por oito unidades isoprendides (ver
figura 2) cuja ordem é invertida no centro da molécula. Todos os carotenoides podem ser
considerados como derivados do Licopeno (CyHsg) por reagoes que envolvem: hidrogena-
cao, desidrogenacao, ciclizacao®, insercao de oxigénio, migracao de ligacao dupla, migracao
de metila, alongamento da cadeia, encurtamento da cadeia [43] (como pode ser visto na
figura 3), ocorrem em vérias formas isoméricas, quando isso acontece coloca-se uma letra
grega antes do seu nome para distingui-lo, como por exemplo alfa («), beta (/3), gama (),

delta (), épsilon (€) e zeta (¢), sendo os principais o « e S-caroteno [36].

Centro da Molécula
CHs CHs CHs CHs

N :
/k&/\: —~— I
I

N W I

\I
IP (Isopreno)

CHz CH: CHsa CHs

Figura 2 — Estrutura geral dos Carotenoides, com 8 unidades de Isopreno. Adaptado de
[43].

A maioria dos carotenoides sao hidrocarbonetos contendo 40 atomos de carbono
e dois anéis terminais [44]. Dois tipos de carotenoides sdo encontrados na natureza: (a)
carotenos como o f-caroteno, que consistem em hidrocarbonetos lineares que podem ser
ciclizados em uma extremidade ou nas duas extremidades da molécula; e (b) derivados
oxigenados de carotenos como luteina, violaxantina, neoxantina e zeaxantina, conhecidas
como xantofilas [45]. O sistema de ligacdo dupla conjugada fornece a esses pigmentos uma
alta reatividade quimica que pode ser facilmente isomerizada® e oxidada [34]. A figura 3

mostra a estrutura quimica de alguns carotenoides.

Acéo de ciclizar, ou seja, transformar o composto linear em um anel.

Quando a ligacao entre dois atomos de carbono nao permite que haja rotacdo entre eles, a posicéo
que os ligantes assumem, em relagao aos ligantes do outro atomo de carbono no espago da origem a
moléculas diferentes (ver figura 3).
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(a)

(b)

(c)

(d) o?

Figura 3 — Diagrama da estrutura molecular de alguns Carotenoides: A - Carotenos: (a)
licopeno, (b) S-caroteno e (c) a-caroteno; B - Xantofilas: (d) zeaxantina, (e)
luteina, (f) astaxantina. Adaptado de [34].

A organizacao das ligacoes duplas nas moléculas determina quais comprimentos
de onda serao absorvidos ou refletidos no espectro UV-Visivel, isso se deve ao cromoforo
que nos carotenoides é caracterizado por ligacdes duplas conjugadas, assim, desta forma
definem a cor do pigmento, ou seja, a molécula presente numa substancia [46, 33, 47]. Os
carotenoides possuem geralmente trés bandas de méaxima absorcao eletronica no espectro
visivel, elas aparecem na faixa de 400 - 510 nm [21], e geralmente pode-se dizer que é a
impressao digital dos carotenoides. Os carotenoides sdo hidrofobicos, lipofilicos, insoliveis
em agua, desta forma, solventes como acetona, alcool, hexano, cloroférmio sao utilizados

para solubilizar e analisar a presenga dos carotenoides [48, 33].

No que se refere a estrutura das biomoléculas de clorofila é possivel identificar duas
partes: um anel de porfirina que contém magnésio no centro, cuja fungao é absorver luz; e

uma cadeia hidrofobica de fitol, cuja fungdo é manter a clorofila integrada na membrana
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fotossintética [49]. A figura 4 mostra a estrutura quimica das clorofilas a e b com estruturas
muito semelhantes diferenciando em apenas um atomo em uma cadeia lateral no terceiro
carbono. Na clorofila a, o terceiro carbono esté ligado a um grupo metila, enquanto na
clorofila b, o terceiro carbono esta ligado a um grupo aldeido. Estas biomoléculas nao
absorvem nas regides verdes do espectro eletromagnético, produzindo assim a cor verde

caracteristica nos tecidos que contém clorofila.

Clorofila a @ = ——CH,
a
Clorofila b @ X )ku

Figura 4 — Estrutura quimica da clorofila A e B. Adaptado de [49].

2.1.2 Solubilidade

Os carotenoides sao compostos lipofilicos, com poucas excegoes (por exemplo,
crocina), portanto, sdo insoliveis em dgua e soliveis em solventes orgénicos, como acetona,
alcool, éter dietilico, cloroférmio e acetato de etila. A solubilidade dos carotenoides difere
dependendo de serem carotenos ou xantofilas, de modo que os carotenos serao mais soliiveis
em solventes mais apolares, como hexano, tolueno e éter de petrdleo e xantofilas, em
solventes mais polares, como etanol e metanol. E interessante notar que os carotenoides
no estado cristalino séo dificeis de dissolver, exceto em benzeno e diclorometano [50, 51].
Devido ao seu carater lipofilico, sdo encontrados em ambientes deste tipo como sdo as
membranas, embora também estejam em ambientes aquosos por meio de associacoes a

proteinas ou reagoes de glicosilagao [52, 50].

No caso das clorofilas, como ja foi dito, estas biomoléculas tem na sua estrutura uma
cadeia hidrofébica pelo qual nao sao hidrossoluveis, assim, os solventes mais adequados
para a extracao de clorofilas de vegetais ou frutos frescos sdo aqueles misciveis com agua,

como piridina, metanol, etanol, acetona e acetona misturado com acetato de etila [53].
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2.1.3 Absorbancia

O sistema de dupla ligagdo conjugada, que constitui o cromoéforo que absorve a
luz e da aos carotenoides sua cor atrativa, também fornece uma boa ferramenta para
sua identificacdo: seu espectro de absorgao na regiao do visivel [54]. Os comprimentos
de onda de absor¢do maxima, assim como a forma de seu espectro sao caracteristicos
de cada cromoéforo (ver figura 5). A maioria dos carotenoides tém espectros de absorgao
maxima de trés bandas, pois eles correspondem a trés comprimentos de onda diferentes. As
caracteristicas estruturais de cada um dos carotenoides tais como a ciclizagao, a introducao
de grupos hidroxilo e metoxilo e a formacao de epoxidos, assim como o numero de liga¢oes

duplas conjugadas sao as causas das diferengas entre os seus espectros de absorg¢ao [55, 56].

p-Caroteno
—— Luteina

Zeaxantina
—— violoxantina
[—— Neoxantina

Abs (u.a)

350 375 400 425 450 475 500 525 550
Comprimento de Onda (nm)

Figura 5 — Espectro de absor¢ao de alguns carotenoides (Solvente Acetona). Extraido de
[57]

2.2 Teoria dos Orbitais Moleculares

A teoria dos orbitais moleculares (MO) constitui uma alternativa na representagao
das ligagoes que fazem os atomos para formar uma molécula. De acordo com este
enfoque, todos os elétrons de valéncia tém uma influéncia na estabilidade da molécula,
elétrons dos niveis inferiores também podem contribuir para a ligacdo, mas para muitas
moléculas simples o efeito é demasiado pequeno. Além disso, a teoria MO considera que
os orbitais atomicos (AO), do nivel de valéncia, deixam de existir quando a molécula se
forma, sendo substituidos por um novo conjunto de niveis energéticos que correspondem a
novas distribuigdes da nuvem eletronica (densidade de probabilidade). Esses novos niveis

energéticos constituem uma propriedade da molécula como um todo e sao chamados,
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consequentemente de orbitais moleculares [58].

Os orbitais moleculares sao geralmente descritos como combinagoes lineares de
orbitais atémicos (CLOA). Uma vantagem dessa forma de descrigdo é que a visualizagao
dos orbitais moleculares é mais intuitiva, uma vez que estamos mais familiarizados com
as formas dos orbitais atomicos. A base fisica para descrever MO em termos de uma
combinacao de AO é que quando um elétron esta proximo ao nicleo de um determinado

atomo, sua funcao de onda deve se assemelhar a um orbital atémico desse atomo [59].

O entendimento do conceito de orbitais moleculares s é possivel usando a teoria da
mecanica quantica, levando em consideracao a equagao de Schrodinger, apesar que nenhuma
solucao exata é possivel para qualquer molécula devido principalmente as correlagoes

quénticas que existem entre, nicleo-nticleo, elétrons-nicleos, elétron-elétron (ver figura 6).

Figura 6 — Diagrama das forcas de interacoes da molécula H,. Fonte prépria.

A equacgao de onda da molécula proposta no diagrama da figura 6 mostra equagoes
acopladas umas a outras, isto torna muito dificil a obten¢ao de solugoes exatas, por esta
razao ¢ necessario implementar métodos de calculos computacionais que resolvem equagoes

deste tipo com uma boa aproximacao.

Considerando uma das moléculas mais simples H", a qual consiste de trés particulas
(dois nticleos e um elétron). Portanto, devemos adotar a aproximagao de Born-Oppenheimer
na qual os nucleos, sendo muito mais pesados do que um elétron, se movem relativamente
devagar e podem ser tratados como estacionarios enquanto os elétrons se movem ao seu
redor. Assim, podemos pensar que os nucleos estao fixos em localizagoes arbitrarias, entao

pode-se resolver a equagao de Schrodinger apenas para a fungao de onda dos elétrons [60].

O Hamiltoniano para o tnico elétron em Hjy é:

2 2
H :_Lv2 _ _° (1+1_1> (2.1)

2m, ! dmeg \ra1 1 R
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onde o primeiro termo desta equagao corresponde a energia cinética do elétron e o segundo
¢é a energia potencial eletrostatica do sistema completo, os dois primeiros termos dentro dos
parenteses sao a contribuicoes atrativas do elétron com os ntcleos atémicos, o tltimo termo

corresponde a iteragdo repulsiva dos nicleos que estao uma distancia R (ver figura 7).

Figura 7 — Diagrama de corpo livre da molécula Hy . Extraido de [60].

As fungbes de onda mono-eletronica v obtidas da solucao da equagao de Schrodinger
(Hv = Ev) sdo os orbitais moleculares, assim, podemos formar a partir das combinagoes

lineares dos orbitais de ambos os dtomos de hidrogénio

%: = \}5 (wlsA + wlsB) (22)

A densidade de probabilidade é dada pelo quadrado da func¢do de onda e vai nos dar a

distribuicao do elétron na molécula.

Ui = ; (¢%SA +lp E 21/)15A1/1153> (2.3)

Onde 9%, ,, ¢ a densidade de probabilidade do elétron confinado no orbital atomico A e
Y? 5, ¢ a densidade de probabilidade do elétron confinado no orbital atémico B, finalmente

+211,41158, ¢ uma contribuicao extra a densidade.

Esta ltima contribuigdo é a que define se o orbital molecular é ligante (¢, no caso
do H3) ou antiligante (¢~ no caso do H3 ). O primeiro possui a forma de um elipsoide

simétrico e é conhecido como 1s0, ja que é formado por orbitais 1s, da mesma forma,

*

o orbital antiligante é chamado de 1so7},

o asterisco serve para indicar que o orbital é

antiligante (figura 8).
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T Orbitais Combinacgao dos Orbitais Moleculares
Atdbmicos Orbitais Atébmicos

Sub“aqao
Orbital Antiligante
008 o
S S \
S,

Orbital Ligante

Og

Energia

Figura 8 — Representagao de um orbital molecular ligante (o) e antiligante (¢). Adaptado
de [61].

Quando dois orbitais de mesma simetria interagem, eles geram dois niveis de
energia, sendo um com mais baixa energia e o outro com maior energia do que os orbitais
constituintes. A reducao na energia do orbital ligante acontece porque agora o elétron
sente a atragao de dois nicleos ao invés de apenas um, como no caso de orbitais atomicos,
o fato de um dos niveis de energia dos orbitais moleculares ser mais baixo que o nivel
fundamental do orbital atomico é o que faz com que os atomos prefiram ficar ligados
formando a molécula. E importante perceber que dois orbitais atomicos se combinam

gerando o mesmo ntimero de orbitais moleculares [33], tal como é mostrado na figura 9.

@ O \
e——
J”’ 15 O-i: ‘.\\\ c>
I” \\\
e ~
[+ n" n
= J_{ ":J_ Energia
© 15 s 2 1
|_|=J “s\\ ,/' E=
~, -
\\-\\ f & f”
~, a7
1so g
H (AO) H (AO)
H, (MOs) ——

Distanca Internuclear

(a) (k)

Figura 9 — (a) Diagrama do orbital molecular do Hy. (b) Variagao da energia de ligagao
com a distancia internuclear. Adaptado de [62].

A interac@o dos orbitais 2s produz similarmente os orbitais 2s0, e 2s0; devido
principalmente ao fato dos orbitais 2s terem a mesma simetria que os orbitais 1s, por

esta razao o diagrama dos orbitais 2s é da mesma forma que na figura 9. A interagao



46 Capitulo 2. FUNDAMENTACAO TEORICA

de orbitais atomicos 2p, podem gerar dois tipos de orbitais moleculares, um MO que
encontra-se ao longo do eixo internuclear (2po, e 2po), comumente escolhido no eixo z, e
os outros sao MOs que estao perpendiculares ao eixo internuclear, os quais sdo os eixos X
eY (2ppyTu € 2pgym, ), dando como resultado seis orbitais moleculares (trés MOs ligantes

e trés antiligantes).

- = ot ""“""%...E},\’.“\D
‘_, \.\) \.\) 2p(gg
2P: 2P: So,"a ) )
@ - D

O O The— oy
2Px,y 2Px,y :\ ,;\'

Figura 10 — (a) Formagao do MO 2po, e 2po; a partir da combinacdo de dois AO 2p,.
(b) Formaciao do MO 2p,,m, e 2p,,m, a partir da combinacdo de dois AO
2p.. Adaptado de [63].

Da figura 10 é importante destacar que os AO 2p. ao se encontrarem ao longo
do eixo internuclear vai formar um MO horizontalmente, assim, a forma deste MO é
semelhante ao do orbital 1so, é por esta razao que este orbital é chamado de 2po, devemos
levar em consideragao que neste caso o sinal de subtracao (-), quer dizer, 1)_ constroi
o orbital ligante. Por outro lado, para os outros dois orbitais, acontece apenas uma
sobreposicao vertical (lateral), aqui o sinal da soma (+), ou seja, ¥, constrdi o orbital
ligante. Uma confusdo comum ¢é que as vezes ¢ assumido que os orbitais g sao considerados
como ligantes e os u como antiligantes. A caracteristica de que um orbital seja ligante
ou antiligante vai depender se a sobreposicao é positiva ou negativa, assim os termos g
(“gerade”) se refere as fungdes de ondas dos orbitais simétricos em relagdo ao eixo e o u

(“ungerade”) se referem as fungdes de ondas dos orbitais assimétricos em relagao ao eixo.

2.2.1 Tipos de Transicoes Eletronicas

As moléculas organicas distribuem seus elétrons em orbitais moleculares. Os orbitais
moleculares de menor energia sao o, seguidos por os orbitais 7. Quando na molécula existem
atomos com pares eletronicos livres (como por exemplo, oxigénio, enxofre, nitrogénio,

halogénios) existiram niveis de orbitais nao-ligantes n, os quais sdo orbitais atoémicos. Na
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regido antiligante encontramos os orbitais moleculares 7* e ¢*. Uma molécula em seu
estado fundamental tem ocupados os orbitais ligantes e nao-ligantes e desocupados os

orbitais antiligantes.

Do exposto neste capitulo até agora, deduz-se que as transi¢oes eletronicas devem
comegar desde os orbitais ligantes terminado nos antiligantes ou comecar nos orbitais
nao-ligantes terminando nos ligantes, também pode-se apresentar transicoes que comecam
nos orbitais n e terminam num orbital antiligante. Assim, as quatro transi¢bes mais
importantes e as mais provaveis de ocorrer sao ¢ — oc*, n — o, n - 71" e ™ — 7w*, tal

como se mostra na figura 11.

*

4 * 6—06" n—o wm—-w" n—-7

Anti-ligante

Nao-ligante

Energia

—_— T

Ligante

—_—

Niveis de Transigoes
energia

Figura 11 — Energia dos niveis eletronicos moleculares com suas principais transigoes.

Adaptado de [62].

A transicao eletronica mais importante é geralmente de HOMO (orbital molecular
mais alto ocupado) para LUMO (orbital molecular mais baixo desocupado) que corresponde
a menor diferenca da energia a qual tem um comprimento de onda grande. Levando em
consideracao as transi¢coes mostradas na figura 11, suas regioes aproximadas no espectro

eletromagnético sao:

Ultravioleta Ultravioleta isi
distante (vacuo) | préximo I Visivel
|
. |
w— T
[ |
g—o | n—ml n—mn
n 1 o !

100 200 300 400 500 600 700 800 nm
100000 50000 33333 25000 20000 16667 14286 12500 cm !

Figura 12 — Regiao do espectro eletromagnético onde sao observadas as principais transi-
¢oes dos MO. Adaptado de [62].
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Transicoes o — o

Segundo os dados apresentados na figura 11 e figura 12 esses tipos de transicoes
sao as que precisam de maior quantidade de energia em comparacao as outras transicoes
mencionadas anteriormente, assim, comprimentos de onda A<150 nm sao necessarios
para realizar esses tipos de transicoes. Esta regiao nao ¢é acessivel para os equipamentos
de espectroscopia de UV-Vis convencional, uma vez que tanto o vidro como o quartzo
absorvem radiagao nesta regiao. Alem disso, a regiao abaixo de 200 nm é frequentemente
chamada de regiao UV do vacuo devido a absor¢ao pelo oxigénio molecular nesta regiao,

portanto, por esta razao camaras de vacuo sao necessarias.

Transicoes n — o*

Essas transi¢oes ocorrem na sua maioria em compostos heteroatomos promovendo
um elétron do orbital nao-ligante até um orbital o*. Os comprimentos de onda de transi¢ao
estao entre os 150 e 250 nm. Os coeficientes de absor¢ao molar sao baixos. Os solventes
polares estabilizam os elétrons nao ligados, dissolvendo-os por meio da ligagao de hidrogénio,
aumentando assim a energia de absorcao. Esta transicdo também é pouco observada ja
que ainda se encontra no limite de trabalho pratico dos espectrometros convencionais

(abaixo de 200 nm) [62].

Transicoes n — 7°

Estas transicoes estao presentes em compostos insaturados com heteroatomos como
o oxigénio, o nitrogénio e o enxofre, que dao origem a bandas fracas geralmente na regiao
UV préxima entre (270 - 300) nm.

Transicoes 7™ — 7°

A absorgao por uma ligacao dupla (C=C) resulta na excitagdo de um elétron m
até um orbital 7*. Sua energia é de 7 eV para uma ligacao dupla nao conjugada, que
corresponde a uma absor¢ao a 180 nm (no ultravioleta). Quando a ligagao dupla faz parte
de uma cadeia conjugada, as energias dos orbitais moleculares estdo mais préximas e a
transicao passa para um comprimento de onda mais longo que pode estar na regiao visivel

se o sistema conjugado for suficientemente longo [60].

Uma molécula que contem varios orbitais 7, existem muitas possibilidades para
transicoes m — 7*, e 0 grau em que cada transicao é permitida ou proibida varia. Por
exemplo as regras de selegao [62], nas quais temos, a regra de Laporte e a regra de
Spin, a primeira afirma que uma transicao eletronica entre orbitais envolve a mudanca no
nimero quantico principal do momento angular (L) tal que AL = +1, e a segunda diz que

as transi¢oes permitidas devem envolver a promocao de elétrons sem uma mudancga em seu
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spin, portanto 4S5 = 0. Além disso outras regras devem ser levadas em consideracdao, como
aquelas baseadas na simetria de orbital, esta regra afirma que uma transicao eletronica
ird ocorrer mais rapidamente quando o estado final e inicial estiverem mais préximos ou
semelhantes um do outro, isto é quando o acoplamento entre estes estados for forte. Assim,
a consideragao destas regras faz que os espectros apresentem varias bandas de diferentes
intensidades [64].

2.2.2 Efeito da Conjugacao

Um sistema conjugado ocorre em um composto organico onde os atomos estao
ligados por ligacao covalente com ligagoes simples e miltiplas alternadas (por exemplo,
C =C—-C =C—-7CC) e com influéncia mitua para produzir uma regiao chamada
deslocalizacao de elétrons. Nessa regiao, os elétrons nao pertencem a uma tnica ligacao

ou atomo, mas sim a um grupo.

A interagao conjugativa entre grupos insaturados tem um efeito marcante nas bandas
de absor¢do UV, em particular nas de origem m — 7*. Em geral, o efeito batocromico esté
associado ao aumento da conjugacao. A conjugacao produz uma diminuicao na separacao
energética entre o orbital HOMO e LUMO, tal e como pode ser visto no diagrama de

correlacao para butadieno mostrado na figura 13.

A AEZ < AEl

Energia

AE, AE,
HOMQ“% —a.
i %_—g:" .:v l I
b‘ .'

Cc=C C=C-C=C Cc=C

Figura 13 — Diagrama do correlagdo do MO para o butadieno. Adaptado de [62].

Como pode ser visto na figura 13, o efeito da conjugacdo diminui a diferenca
de energia entre os niveis m — 7*, assim, a medida que o nimero de ligacoes duplas
conjugadas aumenta, a diferenca de energia destes MO diminui. Um claro exemplo disto
sdo as moléculas dos polienos da forma CH3(CH = CH),, C Hs, onde pode ser observado

que conforme aumenta o nimero das ligagoes duplas, o espectro de absorcao vai ter um
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deslocamento maior para energias menores (maior comprimento de onda) nas suas bandas,

tal e como se mostra na figura 14.
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Figura 14 — Espectro de absor¢ao UV-Vis dos polienos CH3(CH = CH),, C Hs, obtidos
pela simulagao computacional usando a TDDFT, onde A, B e C corresponde
a n = 3,4,5 respetivamente. Fonte propria.

Uma das propriedades importantes dos sistemas conjugados é que quando esses
sistemas comecam a absorver seletivamente a radiacao na regiao visivel, podem apresentar
coloragao nos compostos. Os sistemas conjugados formam a base dos croméforos, que
sao partes das moléculas que absorvem luz no visivel e podem ser a causa para que um
composto seja colorido. Esses croméforos estao geralmente presentes em varios compostos
organicos como por exemplo a longa cadeia conjugada do hidrocarboneto -caroteno, que

resulta em uma forte cor laranja [65, 26].
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2.3 Solventes

Um solvente é uma substancia quimica na qual um soluto (um sélido, liquido ou gas
quimicamente diferente) é diluido, suspendido ou extraido, resultando em uma dissolugao
[66]. As moléculas de solvente exercem sua agao interagindo e envolvendo as moléculas de

soluto. Isso é conhecido como solvatacgao [7] (ver figura 15).

Figura 15 — Exemplo de solvatagdo, a parte negativa da molécula do solvente (esfera
vermelha) é atraida pela parte positiva da molécula do soluto. Extraida de
[67].

2.3.1 Polaridade dos Solventes

Embora a polaridade de um solvente dependa de muitos fatores, ela pode ser
definida como sua capacidade de solvatar e estabilizar cargas. [68, 69]. Assim, é chamado
de polaridade de um solvente ao parametro que lhe confere propriedades de solubilizacao
de diferentes solutos. O solvente deve atuar sobre o soluto, dissolvendo-o e superando as
forcas intermoleculares que o mantém unido, mas sem causar a reacao. Dependendo da
natureza do soluto e do solvente, as forcas de solvatacao entre eles podem ser de diferentes
tipos: ligagoes de hidrogénio, interacoes polares e forcas de London. O solvente ideal
geralmente tem caracteristicas quimicas e estruturais semelhantes as do composto a ser

dissolvido [7, 69, 68].
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2.3.1.1 Classificacdo dos Solventes

No diagrama da figura 16 apresenta-se de modo geral a classificagdo dos solventes:

SOLVENTES ]

¥ ¥
APOLARES |

¥
[ PROTICO ] [APR()Tlco]

Figura 16 — Classificacdo geral dos solventes.

» Solventes Polares: sao substancias em cujas moléculas a distribuicao da nuvem

eletronica é assimétrica, contendo ligagoes entre atomos com eletronegatividades
muito diferentes (como O-H); portanto, a molécula tem um polo positivo e um polo
negativo separados por uma certa distancia. Ou seja, existe um dipolo permanente.
O exemplo classico de solvente polar é a agua. Os alcoois de baixo peso molecular
também pertencem a este tipo. Os solventes polares podem ser subdivididos em

[70, 7]:

— Solventes polares préticos: contém uma ligacdo O-H ou N-H. Agua (H-O-H),

etanol e acido acético sao alguns solventes polares proticos.

— Solventes polares apraéticos: sao solventes polares que nao possuem ligacoes
O-H ou N-H. Este tipo de solvente ndo da nem aceita protons. Acetona,
acetonitrila, dimetilformamida ou THF (Tetra-hidrofurano) sao alguns exemplos

de solventes apréticos polares.

Solventes Apolares: em geral, sao substancias de tipo organico, onde a distribuicao
da nuvem eletronica de suas moléculas sao simétricas, contendo ligagdes entre atomos
com eletronegatividades semelhantes (por exemplo C-H); portanto, essas substancias
carecem de polos positivos e negativos em suas moléculas. Eles nao podem ser
considerados dipolos permanentes. Se os momentos dipolares individuais de suas
ligacoes forem compensados, a molécula como um todo sera apolar. Alguns solventes
deste tipo sao: éter dietilico, cloroférmio, benzeno, tolueno, xileno, cetonas, hexano,

ciclohexano, tetracloreto de carbono [7, 69].
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Dipolo da Dipolo da
Dipolo da Dipoloda 193680 \ ligagdo
ligagao ligagdo
Dipolo da
molécula
Dipolo resultante ndao nulo Dipolo resultante nulo

(a) (b)

Figura 17 — Representacao esquemética das ligagoes e o dipolo resultante, (a)- diagrama
de molécula polar, (b)- diagrama de molécula apolar. Extraida de [71].

2.3.2 Efeito do Solvente

E sabido que o espectro eletronico de absorcao de um soluto medido em solventes
de diferentes polaridades pode apresentar mudancgas na sua posicao, intensidade e na forma
das bandas de absor¢ao [68]. O termo de solvatocromismo ¢é utilizado para descrever as
mudangas na posigdo das bandas de absor¢ao (Aus), devido principalmente & mudanga
na polaridade do meio [72]. O solvatocromismo é o resultado da solvatagao diferencial
entre o estado fundamental e o primeiro estado excitado da molécula que absorve luz,
essa diferenca ocorre devido a uma alteracao na distribuicao de carga nestes estados, que
pode ser acompanhada por uma mudanca no momento de dipolo, sendo essa solvatacao

dependente da interacao soluto-solvente [69, 7].

Exitem dois tipos solvatocromismo, que podem afetar as moléculas e por consequén-

cia seu espectro de absorc¢ao:

e O solvatocromismo negativo, geralmente, ocorre do aumento da polaridade
do meio (aumento da polaridade do solvente), isto d4 como resultado um estado
fundamental mais estabilizado do que o estado excitado, e assim é apresentado
um deslocamento hipsocrémico (para o azul) da banda de absorgao, ou seja, para

comprimentos de onda menores [73].

e O solvatocromismo positivo, geralmente, ocorre quando se observa uma melhor
estabilizagdo do estado excitado do soluto, em comparacao com o estado fundamental
da molécula, em consequéncia do aumento da polaridade do solvente, constituindo

uma mudanga batocrémica, ou para o vermelho [9, 69].

Como forma de ilustrar os tipos de solvatocromismo apresenta-se na figura 18 uma

representacao do solvatocromismo negativo e do positivo.
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SOLVATOCROMISMO SOLVATOCROMISMO
A NEGATIVO POSITIVO
Estado
Excitado
Estado P ————
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T
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o hv
£ h
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Fundamental
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Fundamental
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‘Aumento da Polaridade Aumento da Polaridade
do Solvente do Solvente

Figura 18 — Representacao do solvatocromismo negativo e positivo. Adaptado de [69].

Como exemplo e considerando as informagoes mostradas na figura 19 para uma
representacao arbitraria de certa transigoes eletronicas entre os orbitais moleculares, pode-
se observar que um solvente mais polar causa um deslocamento batocromico nas bandas
™ — 7 . Isso se deve principalmente ao fato de que um solvente hidrolitico estabiliza
mais o estado excitado do que o estado fundamental. O efeito do solvente na posicao das
bandas devido as transicoes n — 7* é geralmente oposto ao das transicoes m — 7*. Os
solventes hidroliticos estabilizam o orbital n, causando um deslocamento hipsocrémico. O
efeito é mais pronunciado se o solvente tiver uma constante dielétrica mais alta, podem
ser observadas alteragoes no comprimento de onda de até 30 nm nas bandas de absorcao

maximas [62].

JA—T n—m

Energia

n TN N N NN NN NN

Solvente Apolar Solvente Polar

Figura 19 — Efeito dos solventes polares nas transi¢coes n — 1* e m — 7*. Adaptado de
[62].
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Desta maneira, o fato dos carotenoides apresentassem trés bandas de absorcao
maximas em comprimentos de onda diferentes, encontramos que estas bandas de absorc¢ao
podem se deslocar dependendo do solvente utilizado para extrair estas biomoléculas. Os
comprimentos de onda nos quais ocorre a absor¢cao maxima no solvente de hexano, éter
de petroleo, éter dietilico, etanol, metanol e acetonitrila sdo muito semelhantes, e pode
se encontrar deslocamentos entre 2-6 nm em acetona, 10-20 nm em cloroférmio e em

diclorometano, e entre 18-24 nm em tolueno [50].

2.3.3 Constante dielétrica e momento dipolar

A constante dielétrica e o momento dipolar sao propriedades complementares de
uma substancia. Ambas as constantes fisicas sdo frequentemente usadas para caracterizar
sua polaridade, embora o momento dipolar nao representa a polaridade de um solvente.
Quando se diz que uma molécula é polar, significa que ela tem um alto momento dipolar.
No entanto, quando um solvente é considerado polar, isso significa que tem uma constante
dielétrica alta. Em outras palavras, a polaridade de um solvente ou constante dielétrica é
uma propriedade macroscépica (no nivel macroscopico), assim, quanto maior for a constante
dielétrica, maior serd a polaridade. Solventes com constantes dielétricas inferiores a cinco
sao “considerados” apolares, enquanto a polaridade molecular ou momento de dipolo é

uma propriedade de moléculas isoladas [7, 69, 70].

Tabela 5 — Solventes polares proticos comuns [74]

Constante | Momento Pont.o ~d ©
Solvente e Ty . ebulicao
dielétrica | de dipolo °C)
Agua 80.1 1.85 100
Metanol 33.0 1.69 64.5
Amoniaco 31.6 1.42 -33.34
Etanol 25.3 1.69 78.3

Tabela 6 — Solventes polares apréticos comuns [75]

Constante | Momento Pont.o ~d ©
Solvente . s . ebulicao
dielétrica | de dipolo (°C)
Dimetilsulféxido
DMSO 46.68 3.96 189
Dimetilformamida
DMF 36.71 3.86 153
Acetonitrila
MeCN 38.8 3.92 R1.6
Acetona 20.7 2.88 56
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Tabela 7 — Solventes apolares comuns [76]

Constante | Momento Pont.o fl ©
Solvente e s . ebulicao
dielétrica | de dipolo °C)
Cloroférmio 4.81 1.15 61.7
Eter Dietilico 4.33 1.15 34.6
Tolueno 2.38 0.375 110.6
Hexano 1.88 1.08 69

2.4 Simulacao Computacional

2.4.1 Aproximacao de Born - Oppenheimer

Em um sistema molecular, elétrons e nicleos estao confinados em um volume
correspondente ao tamanho da molécula. Como a massa nuclear é pelo menos 1.840 vezes
maior que a do elétron, o principio da incerteza nos leva ao fato de que a velocidade
do elétron é da ordem de 1.000 vezes a do niicleo [77]. E por isso que os niicleos sio
de fato muito mais localizados nas moléculas do que nos elétrons, ja que as velocidades
nucleares sdo consideravelmente menores do que os elétrons. Enquanto que a equagao de
Schrodinger para um atomo de hidrogénio pode ser resolvida exatamente. Uma solucao
exata nao é possivel para nenhuma molécula porque a molécula mais simples consiste em
trés particulas (dois niicleos e um elétron) [78]. Se assumirmos que os nicleos e elétrons
sao massas pontuais e sem levar em conta as interagoes de spin-Orbita e outras interacoes

relativisticas, entao o Hamiltoniano molecular é:
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(2.4)

onde o e 3 se referem a nicleos e ¢ e j se referem a elétrons. O primeiro termo da
Equacao 2.4 é o operador para a energia cinética dos nicleos. O segundo termo é o
operador da energia cinética dos elétrons. O terceiro termo é a energia potencial das
repulsoes entre os nicleos (Vyn), sendo r,g a distancia entre os nicleos o e 5 com niimeros
atomicos Z, e Zz. O quarto termo é a energia potencial das atracoes entre os elétrons
e os nucleos, r;, sendo a distancia entre o elétron 7 e o nicleo a. O ultimo termo é a
energia potencial das repulsoes entre os elétrons, r;; sendo a distancia entre os elétrons 7 e
j. O nivel zero de energia potencial para Equacao 2.4 corresponde a ter todas as cargas

(elétrons e niicleos) infinitamente distantes umas das outras.

As fungoes de onda e as energias de uma molécula sao encontradas a partir da

equagao de Schrodinger:

HY(gi, ¢a) = EV(gi, ¢a) (2.5)
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onde ¢; e g, simbolizam as coordenadas eletronicas e nucleares, respectivamente.

A aproximacao de Born - Oppenheimer consiste em separar os movimentos dos
elétrons e nucleos, o principio desta aproximacao estd no fato de que os ntcleos sdo muito
mais pesados que os elétrons (m, > m.). Consequentemente, os elétrons se movem muito
mais rapido do que os nicleos, e com uma boa aproximacao no que diz respeito aos elétrons,
podemos considerar os nucleos fixos enquanto os elétrons realizam seus movimentos [78].
Classicamente, durante o tempo de um ciclo de movimento eletrénico, a mudanga na
configuragao nuclear é insignificante [79]. Assim, considerando os ntcleos fixos, omitimos
os termos da energia cinética nuclear da Equacao 2.4 para obter o Hamiltoniano puramente

eletronico:
. h2 ) Za 12
Hy=— YV -y Y

%

i>j

e 612

e + — (2.6)
Qme Tia ; Z i

O Hamiltoniano eletronico incluindo a repulsao nuclear é ]:-’ez + Vyn deste modo, a

equacao do movimento eletronico é descrita por:

A

(Hy — Van)Vo =UVy (2.7)

A energia U em Equacao 2.7 é a energia eletronica incluindo repulsao internuclear. As
distancias internucleares r,z nao sao varidveis, mas sao fixada em algum valor constante.
Obviamente, ha um ntmero infinito de configuragoes nucleares possiveis e, para cada uma
delas, podemos resolver a equacao eletrénica de Schrodinger (Equagao 2.7) para obter
um conjunto de funcoes de onda eletrénicas e suas correspondentes energias eletronicas;
cada membro do conjunto corresponde a um estado eletrénico molecular diferente [79].
As fungoes e energias das ondas eletronicas, portanto, dependem parametricamente da

configuragao nuclear, quer dizer:

\I[el - \Ijel,n(%'; Qa) € U= Un(Qa)

onde n simboliza os niimeros quanticos eletrénicos.

As variaveis na equacao de Schrodinger eletronica sao as coordenadas eletronicas.
A quantidade Viyy é independente dessas coordenadas e é uma constante para uma
determinada configuracao nuclear, assim que a omissdo de um termo constante C' do
Hamiltoniano nao afeta as fungoes de onda e simplesmente diminui cada autovalor de

energia em C. Portanto, se Viyy for omitido da Equacao 2.7, obtemos
[A{el\Del = Eelqjel (28)

onde a energia puramente eletronica F,; (que depende parametricamente das coordenadas

nucleares ¢,) estd relacionada & energia eletronica incluindo repulséo internuclear por

U= E,+ Vyx (2.9)
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Podemos, portanto, omitir a repulsao internuclear da equacao de Schrodinger eletronica.
Depois de encontrar F, para uma configuragao particular dos nicleos resolvendo a
Equacao 2.8, calculamos U usando a Equacao 2.9, onde a constante Vyy é calculada

usando as localiza¢oes nucleares assumidas.

2.42 Método de Hartree-Fock

A teoria Hartree-Fock (HF) é fundamental para grande parte da teoria da estrutura
eletronica. E a base da teoria orbital molecular (MO), que postula que o movimento de
cada elétron pode ser descrito por uma fungao de particula tnica (orbital) que nao depende
explicitamente dos movimentos instantaneos dos outros elétrons. No entanto, é importante
lembrar que esses orbitais sao construcoes matematicas que apenas se aproximam da
realidade. Apenas para o dtomo de hidrogénio (ou outros sistemas de um elétron, como
He™) os orbitais sdo autofungdes exatas do hamiltoniano eletronico completo. Enquanto ao
considerar as moléculas perto de sua geometria de equilibrio, a teoria de HF muitas vezes
fornece um bom ponto de partida para métodos tedricos mais elaborados que sdo melhores
aproximagoes da equagao eletronica de Schrodinger (por exemplo, teoria de perturbagao

de muitos corpos, referéncia tnica interagao de configuracao).

A teoria HF foi desenvolvida para resolver a equacao de Schrodinger eletronica que
resulta da equacao de Schrodinger independente do tempo apods de levar em consideracao
a aproximagao de Born-Oppenheimer (Equagao 2.6), neste caso vamos utilizar o sistema
de unidades atomicas, onde a distancia é dada em raios de Bohr e a energia em Hartree,
podemos reescrever o Hamiltoniano eletrénico como:

N 1 ) Zo, 1
fu-yv-rrlirel 210

i a ¢ lia s g
Sabendo que o principio de Pauli para férmions (elétrons) exige que a fungao de onda
que descreve um sistema de muitos elétrons seja antissimétrica perante uma troca das
coordenadas de dois desses elétrons. Como a antissimetria é uma caracteristica dos
determinantes, uma forma conveniente é expandir a funcao de onda eletrénica num
conjunto completo de fungoes determinantes, conhecidas como determinantes de Slater
(80, 81, 79]. Esta é a esséncia do método de HF e, de acordo com este modelo, a fungao

de onda de muitos elétrons pode ser escrita como:

§i(x1)  Galx1) - En(xa)

\I,OZL 51(:X2) 52(:X2) fN(:X2) (2.11)

§i(xn) Sa(xn) - En(xn)

1 7 . ~ ~ ~ . o
onde 57 € uma constante de normalizagao para Wy, e os & sao as solugoes dos spin-orbitais

moleculares os quais sao ortonormais.
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A Equagao 2.11 pode-se rescrever como:

Z 1)7 Py {&1(x1)€a(x2) - En (%) } (2.12)

onde P; é o operador que gera a i-ésima permutacao dos indices x, o p; é o niimero de trocas
necessarias para transformar a sequéncia original 1, 2, 3, ---, N, na i-ésima permutagao.

Esta forma é equivalente a Equacao 2.11.

Ao fim de calcular o valor esperado do operador H,;, nés repararemos em duas

partes:
H, = H, + H, (2.13)
onde
A : 1, Zo
Hy = h(i) com h(i)=—=V;—=> =
=1 2 a=1 Tia
1
m-yy L
i=1i>j 'ij

assim, considerando o valor esperado de H:
(Wo| H1[Wo) = (Yol A(1) + -+ + h(N) [¥o) (2.14)
como os elétrons sao indistinguiveis, temos que:
(Wo| A(1) [Wo) = (Wo| A(2) [Wo) = - -+ = (Wo| h(N) [¥o)

de forma que

(‘I’0|H1"I’0> = N(‘I’0|h( )|‘I’0>

1 N! NI
= N X —ZZ J (2.15)
! i=1j5=1
X (Pi{&1(1)8&2(2) -+ - En (N)}H R(1) [P {&1(1)€2(2) - - - En(N) })
considerando que a integragao sobre as coordenadas dos elétrons 2, 3, ---, N s6 sera

diferente de zero se cada um desses elétrons ocupar o mesmo spin-orbital nas permutagoes
P; e P;. Mas se os elétrons 2, 3,---, N ocuparam os mesmos spin-orbitais em ambas as
permutagoes, o elétron 1 também terd que ocupar o mesmo spin-orbital (o que sobrou).
Assim as permutagoes P; e P; terdo que ser iguais, e portanto

1
(N —1)

x Z (PAG(1)E(2) - Ex(N)H (1) [P A& (1)&(2) - - En(N)})

(Wo| Hy |Wy) (2.16)

se consideramos a soma de todas as perturbagoes, o elétron 1 ocupa (N — 1)! vezes o
spin-orbital a, onde a = 1,2,--- | N, se as integrais dos elétrons 2,3, --- , N sao iguais a 1.

Assim

(ol Hi o) = (N = 1)1 x 737 S {61 (1) [&(1) (2.17)

a=1
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Definindo a notacao

{al hfa) = (€l h|€a) = (Ca(D)] A(1) [€a(a))

Deste modo, podemos rescrever a Equacao 2.17 como:

N
(Wo| Hy |Wo) = Z al h|a) (2.18)

Considerando agora o valor esperado do segundo termo da Equacao 2.13

1 1 1
++---\110> (2.19)
T12 13 "IN

(Wo| Ha [Wo) = <‘I’o

como os elétrons sao indistinguiveis, pode-se considerar que

)

1

-

12

1

)= (o

13

1
L \po>
1IN
desta forma temos que

N(N -1 1
(ol # 00) = =
r12

\1;0> - (2.20)

onde N(]\;_l) é o nimero de elementos que aparecem na Equacao 2.19, assim
N N N! N!
w #ywy) = VDL S

=1 j5=1

x<a{gl<1>sz<2>---€N<N>} ’

(&(2)Ex(M)} )
(2.21)

uma vez que o operador 1/rjs sé envolve os elétrons 1 e 2, assim, os elétrons 3, 4, - - -,
N devem ocupar os mesmos spin-orbitais nas duas permutagoes. Se os elétrons 1 e 2
ocuparem, respectivamente, os orbitais a e b, onde {a,b =1,2,--- , N}. Na permutacao P,
existiram duas possibilidades para a permutacao P;, a primeira, o elétron 1 ocupa o orbital
a e o elétron 2 ocupa o orbital b, de forma que P; = F;; a segunda, o elétron 1 ocupa o
orbital b e o elétron 2 ocupa o orbital a, de forma que P; # P; pela troca das coordenadas
dos elétrons 1 e 2. Como existem (N — 2)! maneiras diferentes de arranjar os elétrons 3,
4, ---, N nos N-2 spin-orbitais restantes e como as integrais sobre as coordenadas desses

elétrons sao iguais a 1, pode-se escrever

(Wo| Hy [Wp) = (N —2)! N(NQ— 1)
X]\l/'laglbzl<£a(1)€b(2>’ri2£a< )fb( ) gb( )éa(2)>

(2.22)
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levando em consideracao a seguinte notacao

(abled) = (a(166(2)] -

E(DE)

assim, a Equacao 2.22 pode ser rescrita como

(o) Hy [ o) = ¢ S~ {abla) — (b)) (2.23)

considerando a seguinte notacao
(ab| |ab) = (ab|ab) — (ablba)

finalmente a Equacao 2.23 fica

1 N N
a=1 b:l
Tendo em conta a Equacao 2.18 e a Equacao 2.24, podemos escrever o valor esperado

do operador H como

N
B = (Wl H W) = 3 (al b |b) +

a=1

ZZ (abl |ab) (2.25)

a=1b=1

[\3 \

Agora, para obter uma equacao de autovalores para os spin-orbitais moleculares,
temos que fazer uso do teorema variacional, o qual afirma que, dada uma funcao de onda
normalizada (¥g), que satisfaz as condigdes de contorno apropriadas para o problema de
interesse, o valor esperado do operador Hamiltoniano é um limite superior para a energia

exata do estado fundamental [79, 78, 80], ou seja

(U| H |¥) > Epyata (2.26)

A ideia do método HF é combinar o principio variacional com a suposicao de que
a funcao de onda que descreve o sistema molecular é um determinante de Slater. Deste
modo, podemos dizer que a melhor funcao de onda é aquela que conduz a um minimo
valor médio do operador Hamiltoniano, que neste contexto, é o funcional dos spin-orbitais
moleculares. Desta forma, devemos minimizar o funcional da Equacao 2.25 sob a restrigao

de que os spin-orbitais moleculares permane¢am ortonormais, ou seja

<§a|§b> - 5ab =0 (227)

este tipo de problema, onde as condig¢oes de vinculo se fazem presentes podem ser resolvidos
utilizando a técnica dos multiplicadores indeterminados de Lagrange [82]. O método

consiste em minimizar o funcional

L] = ElE] = ean{(&alé) — dar} (2.28)
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onde os coeficientes €4, sao os multiplicadores de Lagrange.

Se cada um dos spin-orbitais sofrer uma pequena variagao 0&, entao L sofrerda uma

variagao 0L, assim, teremos que

oL = Z <5§a| h |£a> + Z{<5£a£b’£a£b> - <5£a§b’£b£a>}

a

= eay (0&a|&) + complexo conjugado (2.29)
ab

Definindo os operadores de Coulomb (J;) e o operador de troca (K), com as

seguintes expressoes

FM&L) = (&)

&(1)) &(1)

1
12

L) = (&)

&(1) &(1)

1
T'12
tendo em conta estos dois operadores, podemos escrever

o= Y <5ga(1)’{ [h(1) + > (7(1) — K (1)]]

a

_Zeab
b

&)

fb(1)>} + complexo conjugado (2.30)
para que £ seja um minimo devemos ter 6L = 0. Como 0§, é arbitrario, pode-se fazer
1 + S50 - K] fa) = e &01)
onde a quantidade entre chaves pode ser definido como
F=h(1) + ; [J(1) = Ka(1)] (2.31)

o termo F ¢é chamado como operador de Fock, assim, em termos deste operador pode-se
definir

F(D&(1) = ew &(1) (2.32)

A Equacao 2.32 pode ser simplificada utilizando uma transformacgao unitaria [83]

/

!
€ab = €a0ab

assim,

FE1) =€, du&y(1) = €,&,(1)

finalmente a Equacao 2.32 fica,

F(1)&a(1) = €0 &l(1) (2.33)
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a Equacao 2.33 é chamada de equacao candnica de Hartree-Fock, deste modo, os spin-

orbitais obtidos sao chamados de spin-orbitais canonicos.

Da Equacao 2.33 podemos obter

N

o = (& (D[a1) + 3 [0 - Ka(1)]

b

&(1) (2.31)

com esta expressao podemos encontrar as energias dos orbitais.

Utilizando as defini¢des dos operadores de Coulomb e de troca, é possivel verificar

que

N
= (a| h|a) + > (abl |ab)
b

se aplicamos Y2 & equacdo anterior, temos

N

Do =3 ol a) + 3 a0l b (2.35)

a

fazendo uso da Equacao 2.25 e da Equacao 2.35 encontramos finalmente que

N

E= Zea — fz a, b| |ab) (2.36)

ab
¢ importante notar que a energia eletronica total nao ¢é igual a soma das energias orbitais;
as energias orbitais sao os autovalores do operador de Fock, o qual inclui a energia de
repulsao entre um dado elétron e todos os demais. Desta forma, somar as energias orbitais
implica em contar a energia de repulsao elétron-elétron total duas vezes. Para compensar

a contagem dupla, a energia de repulsao elétron-elétron deve ser subtraida.

Assim, devemos considerar o seguinte, o operador de Fock depende das solugoes
da equacao de HF, além disso, existe uma equacao para cada orbital que depende dos
outros orbitais através do operador de HF. Deste modo, as equacoes devem ser resolvidas
de forma acoplada, através de aproximacoes sucessivas. Por isso, se diz que o método HF
é um método auto-consistente, ou seja, no processo interativo os £ que sio solucoes da

equacio de Hartree-Fock devem ser os mesmos & a partir dos quais se obteve o operador
de Fock.

2.4.3 Teoria do Funcional de Densidade

Como ja foi falado para estudar a estrutura eletronica e as diversas propriedades
dos atomos e moléculas é necessario resolver a equacao de Schréondinger, cujo Hamiltoniano
geral para os elétrons de uma molécula poliatomica é:

h? 1 _,

- Oy le Fyeisy LD s

ed @ a B>« o g J l>J

(2.37)

ZZ/@@
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A funcao de onda eletronica de uma molécula de n elétrons depende de 3n coorde-
nadas espaciais, quer dizer, 3n variaveis, porém a matematica envolvida na solucao da
equacao de Schrondinger é complexa e poucos problemas tem resolucao exata, por esta

razao ¢ necessario utilizar uma serie de aproximagoes.

Uma forma de resolver a equagao de Schréodinger para um sistema multieletronico
é usando a sua densidade eletronica. Assim, uma metologia alternativa chamada Teoria
do Funcional da Densidade (DFT) foi desenvolvida, a ideia por tras da DFT é buscar uma
densidade eletronica (p(r)) representada por 3 varidveis que reproduza uma fungdo de onda
de 3n varidveis [84]. O uso da densidade eletrénica como variavel bésica foi legitimada com
a publicacao dos teoremas de Hohemberg e Kohn (HK) en 1964 sobre o gés de elétrons

nao homogéneos [85], os quais enunciam o seguinte:

1. O potencial externo V,,(r) sentido pelos elétrons é um funcional tnico da densidade

eletronica p(r).

2. A energia do estado fundamental Ey[p] ¢ minima para a densidade p(r).

onde o primeiro teorema implica que a densidade eletronica de um sistema determina o
potencial externo sentido pelos elétrons (no caso das moléculas é devido as cargas dos
nicleos) e o nimero (n) de elétrons. O segundo teorema, em termos geral diz, que a
energia do estado fundamental do sistema pode ser obtida minimizando a energia total

com relagao a densidade eletronica.

Em particular, Hohenberg e Kohn mostraram que a energia é um funcional de

densidade por meio da relagao

Elp] = Flol + [ p(x)olrldr

onde F'[p] representa o funcional universal que contém energia cinética T'[p|, e a interacao

elétron-elétron Ve [p].

Kohn e Sham apresentaram uma maneira de aproximar o funcional universal F'[p],
Para tanto, Kohn e Sham recorreram a um sistema ficticio constituido por um sistema de
N elétrons nao interagentes. Isso significa que tal sistema pode ser representado por um
determinante (o determinante de Slater) cujos elementos sao fungdes que representam cada
um dos elétrons do sistema (orbitais, ¢;). Assim, a energia cinética corresponde a uma
soma das energias cinéticas individuais e a densidade do elétron a soma das densidades

orbitais

N

7.=3 [ o) (—57*) o) p6) = 3 (1) = i)

i=1
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Um elemento adicional no modelo de Kohn e Sham ¢ a abordagem da interacao elétron-

elétron, uma vez que propoem a interagao coulombiana como sua parte principal:
1 [ p()p(r)
Il =5 [ [ B drar
com isso o funcional universal é escrito como:

Flp] =T[p] + Veelp] = Ts[p] + J[p] + Euclp] (2.38)

onde o funcional de troca e correlagdo, E,.[p|, é definido como:

Eqelpl = T(p] — Ts[p] + Veelp] — J[p]

Os orbitais Kohn e Sham sao aqueles que satisfazem as equagoes diferenciais inteiras de

Kohn e Sham e que irdo gerar a energia do estado fundamental:

Q;v%+uﬁ@0¢m»=a@@> (2:39)

O potencial de Kohn-Sham V.;/(r), incorpora os efeitos da interacdo entre elétrons
(incluindo correlacao de troca) e também aqueles de um possivel potencial externo de
confinamento (por exemplo, o potencial atrativo do nicleo atdémico em elétrons) V(r).

Formalmente, o potencial de Kohn-Sham ¢é definido como a derivada funcional

0J[p] | 0Euc[p] , p(r')  0Eux[p]
Vers(r) = 5p(r) + 5p(r) +o(r) = /dr P + 5p(r) + v(r)

Na prética, é para o segundo termo, chamado de potencial de correlagao de troca V.[p] =

0Eqzc(p]
ép(r)

que as expressoes aproximadas devem ser usadas.

A ideia basica do método Kohn-Sham, portanto, pode ser resumida da seguinte
forma: o problema de N particulas interagindo entre si e confinadas a um certo potencial
externo V(r), é redefinido em termos de um sistema artificial onde as particulas nao
interagem, mas se movem sob a ac¢do de um potencial efetivo V. s¢(r). Isso deve modelar
os efeitos da interacao do sistema fisico original de forma que ambos os problemas sejam
equivalentes (ou seja, eles tém a mesma distribui¢ao de densidade e, portanto, a mesma

energia).

A DFT foi desenvolvida dentro da estrutura da teoria quantica nao relativistica
(equagao de Schrodinger independente do tempo) e da aproximagao de Born Oppenheimer.
A teoria foi posteriormente estendida ao dominio da mecéanica quantica dependente do
tempo, e falamos da TDDFT ou Teoria Funcional da Densidade Dependente do Tempo e
do dominio relativistico. Entre outras coisas, problemas como processos de fotoabsorcao
de atomos e moléculas tem sido tratados com sucesso nessa abordagem, isso torna possivel

calcular estados excitados.
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2.4.3.1 Funcional e Base

A correlagao eletronica de um sistemas de muitos corpos impoe dificuldades a todos
os métodos e, portanto, a chave para o sucesso de qualquer método, incluindo a DFT, é a
capacidade de incluir uma grande parte da correlagao eletronica. Em DFT a correlagao e a
troca sao incluidas através dos funcionais densidade (DF - Density Functional), permitindo
obter precisao e confiabilidade no entendimento e previsao de sistemas quanticos, com
razoavel relagao custo beneficio, quando comparados com outros métodos ab initio [86],
podendo fornecer resultados exatos caso este funcional seja conhecido. Contudo, tais
funcionais nao podem ser conhecidos de forma exata e, por isso, uma grande quantidade
de aproximacoes surgiram ao longo dos anos. Assim, a titulo de mencao, os DFs podem ser
classificados em seis grupos principais: aproximacao de densidade local (LDA), aproximacao
do gradiente generalizado (GGA), meta-GGA, DF hibridos, DF de duplo hibrido e DF

separados por intervalo [86, 87].

De modo geral os métodos em DFT mais tradicionais sdo incluidos em trés classes.
Aqueles que usam a chamada Aproximagdo da Densidade Local (LDA - Local Density
Approximation), baseado na parametrizacao do gés de elétrons homogéneo. O método
conhecido como aproximagao GGA (Generalized Gradient Approximation), é baseados na
densidade eletronica mas levam em conta também seu gradiente, este 1ltimo responsavel
por introduzir nos calculos a nao uniformidade da densidade de carga, ja que o gradiente
introduz uma taxa de variagao de alguma quantidade, aqui é a densidade eletronica.
Finalmente, outros métodos levam em conta uma combinagao de funcionais para a energia
de troca dentro de outros niveis de teoria que, combinado com um funcional para energia
de correlagao eletronica da origem sao chamados de métodos ou funcionais hibridos. O
Funcional B3LYP, pertence a esta ultima classe de métodos e é notadamente o mais
popular dentro da DFT, a natureza hibrida deste funcional pode ser confirmada na

composicao da energia de troca e correlacao FE,. escrita como

Eye = (1—ao)E(LDA)+aoE,(HF)+a, E,(B88,)+a.E.(LY P88.)+(1—a.)E.(VW NS&0..)

(2.40)
Notou-se as varias aproximagoes presentes na Equagao 2.40, LDA, HF, Becke 1988 (B88)
para interagao de troca, Lee-Yang-Parr 1988 (LYP88) para correlagao eletronica e Vosko-
Wilks-Nusair 1980 (VWNRS80) para correlagao eletronica. Os coeficientes percentuais sao

respectivamente ag = 0.2 , a, =0.72 e a. = 0.81.

Neste trabalho foram utilizados funcionais hibridos entre os quias destacam os
Funcionais BSLYP e CAM-B3LYP, este tltimo é uma versao corrigida do B3SLYP, o

qual inclui corregoes de longo alcance usando o método de atenuagao de Coulomb.

Por outro lado, os orbitais moleculares podem ser construido através de uma
combinagao linear de fungoes de base, onde essas fungoes correspondem aos orbitais

atomicos. Sao dois tipos de fungdes de base que sdo comumente utilizados para o calculo
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de estrutura eletronica. Estas sdo: fungoes de Slater (Slater Type Orbitals, STO’s) e
as fungoes Gaussianas (Gaussian Type Orbitals, GTO’s). H4 também as fungoes que
combinam as funcoes de Slater e as fungoes Gaussianas. Esse conjunto de bases, STO-KG

consiste em expandir os orbitais do tipo Slater em N funcoes gaussianas primitivas,
N
STO GTO
X0 = Z dpmi X
i

Aqui, a funcao de base formada pela combinacao linear de fungoes gaussianas é definida
como uma base contraida e cada gaussiana que compdem essa combinacao linear é definida

como primitiva.

Huzinaga em [88] e Pople e colaboradores em [89], constataram que a melhor
combinacgao entre a precisao e a velocidade para as fungoes de bases obtidas pela combinacao
linear de gaussianas foi obtido com K=3. Essa fun¢ao base, STO-3G, ficou conhecida
como base minima ou single—(, em que ha apenas uma fungao de base definida para cada
tipo de orbital. Embora a escolha da base minima seja satisfatéria para alguns sistemas ela
apresenta limitacoes, nesse sentido, surgem funcoes de base em que o orbital atomico serd
representado a partir de duas fungoes contraidas, esse novo conjunto de fungoes de base é
denominado double -—(. O mesmo raciocinio é seguido para construir fungoes multiple—C.
H&a também o conjunto de func¢oes de base split-valence em que os orbitais internos sao
representados por fungoes single ou double—( e possuem um ntmero maior de fungoes de

base para os orbitais de valéncia.

A designagao utilizada por Pople e colaboradores [90] para representar as fung¢oes

de base contraidas é:

e 6-31G: E uma funcao split-valence , em que a regiao préxima ao nicleo é representada
pela contracao de seis gaussianas, a regiao interna dos orbitais da camada de valéncia
¢é representada pela contracao de 3 gaussianas e a parte externa da camada de

valéncia ¢é representada pela contracao de uma gaussiana.

e 6-31G*: (*) Indica que foi adicionada uma fungao tipo-d para polarizar a funcao

tipo-p na base 6-31G.

e 6-31G**: (**) Indica que foi adicionado fungoes de polarizagao tipo-d para os

atomos pesados e tipo-p para os hidrogénios.
e 6-31+G**: (+) Indica que foi adicionado fungdes difusas nos dtomos pesados.

e 6-31++G**: (++) Indica que foi adicionado fun¢oes difusas nos atomos pesados e

também nos atomos de hidrogénio



68 Capitulo 2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.4.3.2 Teoria do Funcional da Densidade Dependente do Tempo

O formalismo TDDFT foi desenvolvido por Runge e Gross em 1984, o qual é baseado
no fato de que duas densidades p(r, t) e p/(r, t), que evoluem de um estado inicial comum

e sao influenciadas por dois potenciais externos V. (r, t) e V/ ,(r, t) respectivamente, ndo

ext
coincidird se os potenciais diferirem por mais de uma fun¢ao independente de tempo [91].
Esta correspondéncia um-a-um para o caso de densidades e potenciais dependentes do

tempo € a extensao do primeiro teorema de Hohenberg e Kohn para o dominio do tempo.

A abordagem de Runge e Gross considera um sistema de componente tinico na
presenca de um campo escalar dependente do tempo para o qual o hamiltoniano assume a
forma

H(t) =T+ W+ Veu(t) (2.41)

onde T é o operador de energia cinética, W a interacao elétron-elétron e \A/m(t) o potencial

externo que juntamente com o ntmero de elétrons define o sistema.

Nominalmente, o potencial externo contém a interacao dos elétrons com os ntucleos
do sistema. Para uma dependéncia de tempo nao trivial, h4& um potencial adicional
explicitamente dependente do tempo que pode surgir, por exemplo, de um campo elétrico
ou magnético dependente do tempo. A funcao de onda de muitos corpos evolui de acordo

com a equagao de Schrodinger dependente do tempo sob uma tnica condicdo inicial,

0 N

z'&\lf(r,t) =H@t)¥(r,t) ; U(r,0) =V, (2.42)
A forma mais utilizada de implementar o TDDFT ¢é através da Teoria de Resposta

Linear (LRT-Linear Response Theory) e esta é utilizada para calcular a energia de

absor¢ao, geometria de estados excitados, energia de emissdo, entre outras. A funcao

resposta da densidade X fornecida pela LRT é dada por

foy (0 p(r) [m) (m| p(x’) [0} (0] p(r') [m) (m| p(r) |0)
X(rr,w) = lim Z( w— (Ep — Eo) + i1 W+ (Em — Eo) + 1 ) (2.43)

3—0t 7~

A Equacao 2.43, mede a mudanca da densidade quando é introduzida uma pertur-
bacao infinitesimal no potencial externo e os seus polos sdo as energias de excitacao do
sistema. Os estados excitados pela TDDFT seguem o principio de Frank-Condon (FC) que
fornece as transicoes verticais entre niveis eletronicos. O calculo da energia de absor¢ao

ocorre com a geometria de minima energia do estado fundamental.
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Figura 20 — Fluxograma do ciclo SCF de Kohn-Sham no calculo DFT e TDDFT. Adaptado
de [92].

Uma revisao detalhada da DFT e TDDF'T nao ¢é o objetivo deste trabalho e, para
isso, pode-se referir a [86, 93, 94]. A metodologia da TDDFT também permite computar os

efeitos de solventes através dos modelos computacionais propostos por diferentes autores.

2.5 Teoria da Espectroscopia UV-Vis e PAS

2.5.1 Interacao radiacao-matéria

A radiacao eletromagnética tem esse nome porque consiste em campos elétricos e
magnéticos perpendiculares entre si, normais a direcao de propagacao da onda. A conexao
da oOtica com eletricidade e magnetismo foi realizada pela primeira vez por Maxwell por
meio de suas equagoes, que formam a base de toda eletricidade e magnetismo. No entanto, a
teoria ondulatoria de Maxwell nao explicava todas as propriedades da luz. As investigacoes
realizadas ao longo de quatro décadas (1860-1900) por diversos pesquisadores sobre a
radiagao do corpo negro, culminaram na hipétese de Max Planck, que propunha que a
energia de qualquer sistema que absorve ou emita radiagao eletromagnética de frequéncia
v, varia de acordo com valores discretos ou descontinuos, isto é, multiplos inteiros de
um valor minimo, o quantum de energia: E = hv, dai, vem a ideia de “quantum” ou
pacote discreto de energia. No fim do seculo XIX, Albert Einstein apresentou a nog¢ao
de dualidade onda-particula para a luz introduzindo o conceito do fé6ton de modo que foi

possivel o entendimento do efeito fotoelétrico.

A espectroscopia é uma técnica experimental que se baseia na utilizacao da luz
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para estudar a composicao, a estrutura e as propriedades da matéria. Num experimento
de espectroscopia, a amostra a ser estudada ¢ irradiada com um feixe de luz incidente e
a analise é feita com a luz transmitida, emitida ou difundida pela amostra. O resultado
obtido é um registo que compara a composi¢ao da luz incidente na amostra com a
luz transmitida, emitida ou difundida, e é designado por “espectro” da amostra. O
registo de um espectro ¢é efetuado através de equipamentos experimentais designados por

espectrometro, espectrofotometro e espectrégrafo.

Luz \ Luz

incidente transmitida
/ N B S .. —»
Luz
emitida o
difundida

Figura 21 — Esquema das experiéncias de espectroscopia, a luz transmitida é luz que
atravessou a amostra e que foi parcialmente absorvida pela amostra, a luz
difundida resulta do espalhamento da luz incidente por colisdao com a amostra,
a luz emitida é luz com origem na prépria amostra (em resultado de um
processo fisico desencadeado pela luz incidente). Fonte prépria.

Para entender o fendmeno de interacao radiacao-matéria que estd na base da
espectroscopia, sao necessarios considerar dois conceitos, relacionados com as propriedades

da luz e com a natureza quantica da matéria:

« A radiacao eletromagnética, tém energia diferente, isto dependeram da sua frequéncia,
assim, a radiacao infravermelha tém menor energia que o a radiacao do vermelho, e

a luz ultravioleta tém energia superior a radiagao violeta.

o Os sistemas atomico-moleculares que constituem a matéria apresentam estados
discretos de energia, que podem ser vistos como os “degraus de uma escada” (niveis
de energia), cada degrau é um nivel de energia e é possivel subir/descer de nivel
recebendo/libertando a energia correspondente a cada nivel, mas nao é possivel
estar a meio caminho, entre estes niveis. Dependendo da natureza e composicao
da amostra, os niveis de energia apresentam diferentes alturas, ou seja, sistemas
atomico-moleculares diferentes apresentam niveis de energia com separagoes diferen-
tes, conhecer a separagao entre os niveis de energia permite compreender a estrutura

e as propriedades de uma dada amostra.

Assim, os equipamentos de espectroscopia utiliza a radiacao eletromagnética para medir a

diferenca de energia entre os niveis energéticos de um sistema. Para descricao dos eventos
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envolvidos na absor¢ao e na emissao de luz por uma molécula, o diagrama de Jablonski
¢ uma ferramenta muito importante, nomeado desta forma em homenagem a Alexander
Jablonski (1898 — 1980). Com esta forma de representagio, pode-se visualizar melhor
os diferentes estados eletronicos, rotacionais e vibracionais além do estado fundamental
e avaliar os possiveis processos quanticos como: absorc¢ao de féton, conversao interna,
cruzamento intersistemas, fosforescéncia e fluorescéncia. Pode-se avaliar, também, as

interagoes de supressao, energia de transferéncia e interagao com o solvente.

Estados excitados VAVAY

S, _1‘1 T % conversao interna
AVAVAY o

cruzamento intersistema
Sy "-AT-- NN

V-
relaxac&o vibracional

Absorcao Fluorescéncia Fosforescéncia

¥
L2

Estado fundamental S,

Figura 22 — Diagrama de Jablonski simplificado. Extraido de [95].

Além do exposto anteriormente devemos levar em consideracao as regras de selecao

das transicoes eletronicas:

1. Regra de selecao de orbital
AA =0, %1 IA|=0,1,2,3,4,...=%, I, A, &, T,...
Exemplos: transicoes permitidas: Y. — >, II — >, A —1I
transi¢coes proibidas: A — Y, & — II

2. Regra de selecao do spin: nao pode-se modificar as orientagoes de spin relativas.
Em outras palavras, as transicoes permitidas entre os estados implicam que nao ha

variagao de spin (AS = 0).

3. Regra de Laporte para moléculas centrossimétricas: as tnicas transicoes permitidas
sao aquelas acompanhadas por uma mudanca de paridade. Isto é transi¢oes g — u

e u — g sao permitidas.
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Uma abordagem mais rigorosa da interacao radiacao-matéria exige o aprofunda-
mento dos dois conceitos fundamentais acima referidos, para continuar com o entendimento
experimental da interagdo da radiacao com a matéria é preciso levar em consideracao a lei

de Lambert-Beer a qual serd explicada na seguinte subseccao.

2.5.2 Lei de Lambert-Beer

A lei de Lambert—Beer estabelece uma relagao entre a absorvancia de uma solugao e
a sua concentracao, quando esta é atravessada por uma radiacao luminosa monocromatica

colimada (raios luminosos paralelos).

IO ]

. dr

[

Figura 23 — Diagrama esquematico da Lei de Lambert-Beer, na qual se observa grafica-
mente a absorcao de radiacdo monocromatica incidente A com intensidade I
pela solugao de comprimento I, absor¢ao molar o e concentracao C. Fonte
propria.

Da figura 23 pode-se observar a diminuigao da poténcia (intensidade) radiante de
uma radiagdo monocromatica apos atravessar uma cubeta de largura I contendo a solucgao
com uma concentracao C' no componente em estudo e uma coeficiente de absor¢ao molar

caracteristica «, isto pode ser escrito matematicamente como
—dI = aICdl (2.44)

onde o é uma constante de proporcionalidade e é chamada de coeficiente de absor¢ao. Esta
lei é universal para todos os tipos de transi¢oes, exceto no limite de tempo de irradiacao
muito alto [62], as bandas de absor¢ao geralmente abrangem uma faixa de frequéncias
devido a vida finita do estado excitado e outros fatores que contribuem para o alargamento
da linha [62, 96]. Portanto, o coeficiente de absor¢ao molar é uma funcao das frequéncias,

quer dizer, a(v), entdao temos que

—dI = a(v)ICdl (2.45)
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fazendo separagao de varidveis e integrando com as seguintes condigoes (I =0, I = I ),

obtemos
—dII = a(v)Cdl
1
—In (]0) = a(v)Cl
I = Iy exp(—a(v)Cl) (2.46)

Uma vez que é mais conveniente usar o logaritmo com base em 10 do que o logaritmo

natural, a Equagao 2.46 ¢ geralmente escrita como:

A =log <[[0> = (;i?ig;l =€e(v)Cl (2.47)

onde €(v) é o coeficiente de absor¢ao molar ou absortividade molar, a quantidade (A =
log(1y/1)) é conhecida como absorbéancia da solugao e pode ser lida diretamente do espectro
de absor¢ao, muitas vezes como “unidades de absorbancia”, embora nao tenha dimensoes,
pois é o logaritmo da razao de intensidades. A relagao (I/1y) é chamada de transmitancia

e geralmente é expressa como uma porcentagem.

(%] = - x 100 (2.48)

Io
Da Equacao 2.44 até Equacao 2.48 foram derivadas estritamente para radiacao
monocromatica. O coeficiente de absorcao molar € depende nao apenas do comprimento
de onda de excitagdo, mas também da natureza do material absorvente. O valor de €
geralmente citado na literatura é o do maximo da banda de absorcao, esta quantidade

também varia com a natureza do solvente e a temperatura.

2.5.3 Modelo da PAS

O uso da espectroscopia fotoactstica (PAS) para obter espectros de absorgao
optico de substancias sélidas e fluidos tem atraido consideravel interesse na comunidade
cientifica desde meados da década de 1970 [97]. O método fotoactustico possui uma série de
caracteristicas atraentes, devido principalmente a que esta técnica permite obter espectros
de absorc¢ao, muitas vezes com pouca ou nenhuma preparacao da amostra, a PAS nao usa
nenhum fotodetector para a coleta e deteccao do sinal gerado pela amostra, a geracao das
sinais fotoactsticas sdo baseadas na absorcao éptica da amostra em estudo, seguida da
conversao da energia absorvida em calor, a expansao térmica subsequente induzida por
calor na amostra e no meio adjacente produz um sinal fotoactstico quando a intensidade
do feixe incidente é modulada em uma frequéncia na faixa actustica, a magnitude do

sinal fotoacustico depende linearmente das concentragoes de absorcao o6ptica da amostra
(97, 98, 99].
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2.5.3.1 Método de deteccao PAS

A PAS se distingue das técnicas convencionais principalmente pelo fato de que,
embora a energia incidente esteja na forma de fétons épticos, a interacao desses fétons com
a amostra sob investigacao nao é estudada através da deteccao e analise subsequente de
alguns desses fotons, mas através de uma medida direta da energia absorvida pelo material
devido a sua interagao com o feixe de f6tons [99], a amostra a ser estudada (gés, liquido ou
sélido) é colocada em uma célula que para nosso caso corresponderam a uma célula fechada.
Esta célula é cheia com um gas nao-absorvente da radiacao incidente (por exemplo: ar do
ambiente) [100], além da amostra, a cAmera também contém um microfone sensivel. A
radiagao eletromagnética monocromatica apos percorrer por caminhos 6pticos, um chopper
eletromecanico, uma grade de difracao e a janela de quartzo da célula fotoacustica atinge
a amostra, se a amostra absorver algum dos fétons incidentes, os niveis de energia internos
sao excitados dentro da amostra, apos a subsequente desexcitagao desses niveis, toda ou
parte da energia do féton absorvido é transformado em energia térmica por processos de

desexcitagdo nao radiativa [99, 100].

Uma vez que a absorcao de radiacao eletromagnética é necessaria antes que um sinal
fotoactustica possa ser gerada, a radiagao que é transmitida elasticamente ou espalhada
pela amostra nao é detectada e, portanto, nao interfere com as medi¢oes PAS, isso é de
importancia crucial para quem trabalha com meios essencialmente transparentes ou muito
opacos (por exemplo: pds, solidos amorfos, géis, entre outros), pois, nenhum dispositivo
fotoelétrico é necessario; portanto, é possivel realizar estudos em uma ampla gama de
comprimentos de onda sem a necessidade de alterar os sistemas de detec¢ao [98, 99, 101].
As tnicas limitagoes sao que a fonte nao é suficientemente energética (baixa poténcia) e que
a janela da camera fotoactstica é razoavelmente transparente a radiagao eletromagnética
incidente [99]. Por fim, o efeito fotoactstico é o resultado de um processo de conversao de
energia livre de radiacao e, portanto, é complementar aos processos radiativo e fotoquimico
[98, 102].

2.5.3.2 Fundamentacdo teédrica da PAS

Nesta subsecgao apresentaremos a teoria de Allan Rosencwaig e Gersho (teoria
RG) para o efeito fotoactstico, a qual leva em consideracao as teorias desenvolvidas
anteriormente por Mercadier, Preece e Parker, as quais assumiram que a fonte primaria
de sinal acustico é devido a um fluxo de calor periédico do sélido ou liquido para o gas
circundante (nosso caso, ar da atmosfera), uma vez que o sélido é ciclicamente aquecido pela
absorg¢ao da radiagdo eletromagnética monocromética modulada [103]. Essa teoria é capaz
de dar conta, de forma natural e direta, de todos os efeitos observados na espectroscopia

fotoacustica de sélidos [100].
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1. Equagées do fluxo do calor: A luz absorvida por um sélido é convertida (uma
parte ou toda), em calor por processos de desexcitacdo nao radiativa dentro do sélido.
Uma teoria RG considera um modelo unidimensional do fluxo de calor na camara

fotoacustica resultante desta energia luminosa absorvida.

Consideremos uma camara fotoacustica cilindrica simples, com diametro D e com-
primento L (ver figura 24). Assumimos que o comprimento L é pequeno em relagéo
ao comprimento de onda do sinal acuistico e que o microfone detectard a pressao
média produzida na cAmara. A amostra é considerada como tendo a forma de um
disco de diametro D e espessura | e é montada de forma que sua superficie frontal
seja exposta ao gas (ar) dentro da cimara e sua superficie traseira esteja contra o
suporte de amostra de espessura . O comprimento [, da coluna de gas na camara ¢é
dado por I, = L — [ — ;. Além disso, assumimos que o gas e os materiais de apoio

nao absorvem luz.

LUZ MONOCROMATICA
MODULADA
—

Suporte Camada limite

Amostra
rt t 4
‘ (porta am{s ra) Gas (ar)
JANELA
B~ O dehiade -~ f - T e
———————————— e ==== Monocromatica
Amostra G: modulada
I [
SUPORTE 1 1 | 1 | x

(a) (b)
Figura 24 — a) Ilustracdo da geracao de ondas de pressao e calor, dentro da cdmara
fotoactstica fechada [33]. b) Sec@o transversal de uma camera fotoactustica
fechada simples, proposta por Rosencwaig e Gersho. Adaptado de [103].

Na teoria RG sao definidos os seguintes pardmetros (ver tabela 8):

Tabela 8 — Parametros considerados na teoria proposta por Rosencwaig e Gersho.

Parametro Significado dIeJrrlrll(i?i(iiga
k; conductividade térmica cal/em s °C
0j densidade do material gr/cm?
C; calor especifico cal/gr °C

B; = k;i/p;C; difusividade térmica cm? /s

aj; = \/ w/2p | coeficiente de difusdo térmica 1/em

i = aj’l comprimento de difusao térmica cm
onde j = s, g e b (para a amostra, gas e porta-amostra),
respectivamente, e w denota a frequéncia
de corte do feixe de luz incidente em rad/s.
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vamos considerar uma fonte de luz monocromatica sinusoidal modulada com compri-

mento de onda A\ incidente na amostra com intensidade
1
I= 510 (1 + coswt)

onde Iy é o fluxo de luz monocromatica incidente (W/cm?). Considerando que a
seja o coeficiente de absor¢ao 6ptico (em™1) da amostra para o comprimento de onda
A. A densidade do calor produzido em qualquer ponto x devido a luz absorvida pela

amostra é dada por

1
e Iy €*" (14 coswt)

onde x assume valores negativos, uma vez que a amostra se estende de x = 0 a
x = —[ com a luz incidente em x = 0. Notamos da figura 24 b) que a coluna do gas
(ar atmosférico) se estende desde x = 0 até x = [, e o porta-amostra desde z = —I
até x = —(1+1).

A equacao de difusdo térmica na amostra levando em consideracao a fonte de calor
distribuida pode ser escrita como
¢ 1 0¢

ax wwt
@_EE_AB (1+€¢*) para — 1<z <0 (2.49)

onde A = alyn/2ks, ¢ é a temperatura, n a eficiéncia na qual a luz absorvida no
comprimento de onda A é convertida em calor por processos de desexcitacao nao

radiativa.

RG assumiu que para a maioria dos sélidos a temperatura ambiente n = 1 e que

para o porta-amostra e gas, as equagoes de difusao de calor sao dadas por

9%¢ 1 0¢
_ - <z< .
22 3, Ot para [l <z<0 (2.50)
D¢ 1 0¢
. = T <z < .
o2 59 ot para 0 ST S lg (2 5].)

o tratamento realizado nesta subsecao é um tratamento aproximado que dé resultados
consistentes em comparagao com outros métodos mais exatos propostos por [104, 105]

e tem a vantagem de apresentar uma descricao fisica mais simples do processo.

A parte real da solucao da Equacao 2.50 e Equacao 2.51 sao as solugoes de interesse
fisico e representam a temperatura na célula em relagdo a temperatura ambiente em
funcao da posicao e do tempo. Portanto, o campo de temperatura real na célula é
dado por

T(x,t) = Re(o(x,t)) + P

onde Re é a parte real da solucdo, e ® é a temperatura ambiente (temperatura

da sala). As condigoes de contorno apropriadas sdo obtidas a partir da exigéncia
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de temperatura e continuidade do fluxo de calor nos limites xt = 0 e x = —I, e
da restricao de que a temperatura nas paredes da camara fotoacustica x = [, e
x = —(I +Ip) estd a temperatura ambiente. A tltima restrigdo é uma suposicao
razoavel para as paredes da camara de metal, mas nao afeta a solucao final para a

pressao actstica em nenhum caso.
A teoria de RG assumiu que as dimensoes da célula sao pequenas o suficiente para

ignorar o fluxo de calor transferido no gas em condic¢oes de estado estacionério.

2. Distribuicao de temperatura na camara fotoacustica: A solugao geral para

¢(z,t) na cAmara fotoactstica, se pode escrever como

i(w + 1+ 1) Wy + WeopletD it para -l - <x<-Il
dla,t) =19 e+ eaw + de®® + (Ue*® + Ve 7% — Ee®®)e™!  para —1<x<0
(1 _ i> 0y + Qe—oartivt para 0<z<l,
(2.52)

onde W, U, V| E, e 0 sao constantes de valores complexos; ey, ez, d, Wy, e 8y sao
constantes de valores reais; e 0; = (1 +i)a; com a; = (w/23;)/2. As quantidades
Wy e 6y denotam a componente da temperatura (em relagdo ao ambiente) nas
superficies da amostra z = —[ e x = 0, respectivamente. As quantidades E e d, sao

determinadas pela solugao da Equacao 2.49, assim,

d= 4 (2.53a)

a2

E A lo
= = X
a? — o2 2ks(a? — 02)

neste caso, o crescimento do componente exponencial das solugoes para o gas e

(2.53b)

o porta-amostra é omitido, porque para todas as frequéncias w de interesse, o
comprimento de difusao térmica (y;) é pequeno em comparacdo com o comprimento
do material, do gas e do porta-amostra, portanto, os componentes senoidais dessas
solugoes sao suficientemente amortecidos para que sejam efetivamente zero nas

paredes da camara fotoacustica.

As condigoes de continuidade de temperatura e fluxo nas superficies da amostra sao

expressamente dadas por

¢g(07 t) = ¢S(Oa t) (254&)
oo(—1,t) = ¢s(—1,1) (2.54b)
ik (0.7) = ks&bs (0,1) (2.54c)

99z ox
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6¢b _ 8¢s
0 Th =M

onde os subscritos s, b e g identificam a solu¢ao da Equacao 2.52 para a temperatura

(=1,%) (2.54d)

no sélido, no suporte e no gas, respectivamente. Essas restrigoes se aplicam separa-
damente ao componente nao senoidal (componente dc) e ao componente senoidal
(componente ac) da solu¢do. Das Equagoes 2.54, obtemos para os componentes nao

periddicas da solugao

Oy =e+d (2.55a)
WO = €1 — €2l + d e_o‘l (255b)
kq
—790 = kses + ksad (2.55¢)
g
kb —al
— Wy = kges + ksad e (2.55d)

Ly
as Equagoes 2.55 determinam os coeficientes e, es, d, W e 6, para a componente
dc independente do tempo. Aplicando as Equacoes 2.54 ao componente sinusoidal

da solucgao, temos que

0=U+V-F (2.56a)

0=Ucec % +V e —Fe™ (2.56b)

k0,0 = kyosU — kyoy V — kya E (2.56¢)
kyo,W = keos U €% — koo, V %! — koo E e (2.56d)

estas quantidades, junto com a expressao para E na Equacao 2.53b, determina os
coeficientes U, V, W e 0. Portanto, as solugoes para Equacoes 2.55 e 2.56 permitem
avaliar a distribuicao de temperatura da Equacao 2.52 na camara fotoactistica em
termos dos parametros 6pticos, térmicos e geométricos do sistema. A solucao explicita

para 6, a amplitude complexa da temperatura periédica no limite amostra-gés (z = 0)

¢ dada por
o a Iy (r—=1)0b+1) e —(r+1)(b—1) e +2(b—1r) e~
2k (%~ a?) (g+1D+1) el = (g=1)(b—1) e~
(2.57)
onde
b— k’b ayp

]{35(15
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_ kg a4

 keag

(1—1i)
2a,

a Equacao 2.57 podem ser avaliados para valores de parametros especificos, pro-

9

r =

duzindo um ntimero complexo cujas partes reais e imaginarias 6; e 65 determinam
respectivamente os componentes em fase e quadratura da variacao peridédica da
temperatura na superficie x = 0 da amostra. Especificamente, a temperatura real

em x = 0 é dada por
T(0,t) = D+ 6y + 01 coswt — Oy sinwt

onde ® é a temperatura ambiente nas paredes da camara fotoactstica e 6y é o
aumento na temperatura devido ao componente de estado estacionario do calor

absorvido.

3. Producgao da sinal fotoactstica: na teoria RG, assume-se que a principal fonte
do sinal actstico surge do fluxo de calor peridédico da amostra para o gas circundante.
O processo de difusao periédica produz uma variagao periddica de temperatura no

gas dada pelo componente senoidal (componente ac) da solu¢ao da Equagao 2.52,
Guc(,£) = § oot (2.59)

considerando a parte real da Equacao 2.59, se observa que a variagao real da

temperatura fisica do gés é
Toc(z,t) = [61 cos(wt — ayx) — Oz sin(wt — ayz)] e %* (2.60)

onde 0 e 6, sdo a parte real e imaginaria de 6 da Equacao 2.57.

Na figura 25 pode-se observar que o componente dependente do tempo da temperatura
no gas rapidamente se atenua para zero com o aumento da distancia da superficie
da amostra. A uma distancia de apenas 27 /a, = 27, onde i, é o comprimento
de difusao térmica, a variacao periddica de temperatura no gas é completamente
amortecida de forma eficaz. Portanto, podemos definir uma camada limite, conforme
mostrado na figura 24 b), cuja espessura é de 2w, aproximadamente e mantendo
uma boa aproximagao de que apenas esta espessura de gas ¢ capaz de responder

termicamente a temperatura periddica na superficie da amostra.
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¢s = ¢ Cos wt

¢g = ¢ e 9% Cos (wt — 04 x)

m/4

GAS

w2 miog

E Amostra

Figura 25 — Distribuigao espacial da temperatura dependente do tempo dentro da camada

de gas adjacente a interface da amostra. Adaptada de [102]

A média espacial da temperatura do gas dentro desta camada limite em funcao do

tempo pode ser determinada avaliando

o(t) ! /027% Gac(z,1) d

- 27 g
desde Equacao 2.59, obtemos que

- 1

6= 5

g ¢! @t=m/b) (2.61)

usando a aproximacdo que e 2" < 1

Devido ao aquecimento periddico da camada limite, esta camada de gas se expande
e se contrai periodicamente e pode, portanto, ser pensada como atuando como um
pistao acustico no resto da coluna de gas, produzindo um sinal de pressao acustica
viajando através de toda a coluna de gas. O deslocamento desse pistao de gas devido
ao aquecimento peridédico pode ser estimado simplesmente usando a lei dos gases
ideais

Gg(t) Qﬂg i(wt—
Sx(t) = 2mp, —2 = L9 gilwt=—m/4) 2.62
o(t) = 2mpsg Ty V2T, ¢ (2.62)

onde estabelecemos que a temperatura média no componente dc desta camada limite
de gas é igual a temperatura no componente dc na superficie sélida, Ty = ® + 6.
Agora, se assumirmos que o resto do gas responde adiabaticamente a agao desse
pistao, entao a pressao actustica na célula devido ao deslocamento desse pistao de
géas ¢ derivada da lei dos gases adiabaticos PV = constante, onde P ¢ a pressao, V'

o volume de gés na camara fotoacustica e v a razao dos calores especificos. Portanto,
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a variacao da pressao é dada por

P P
SP(t) = 1067 = 12041
Vo Iy
onde P, e V, sdo a pressao e o volume do gas no ambiente, respectivamente, e oV é

a variacdo do volume. Assim, da Equacao 2.62 se tem que

SP(t) = Q e'@t=m/9 (2.63)

onde Py
Y Lo
S . 2.64
Q \/ilgagTO ( )
Portanto, a variagao real da pressao fisica AP(t) é dado pela parte real de §P(t),
assim que
AP(t) = Q cos(wt — w/4) — Qo sin(wt — 7w /4)

ou

AP(t) = gcos(wt — 1 — w/4)

onde Q1 e ()2 sdao a parte real e complexa de (), respetivamente, ¢ e — sdo a

magnitude e a fase de @), quer dizer
Q=Q1+iQy=qe ™
de fato que, @) especifica a envolvente complexa da variacao da pressao sinusoidal.

Combinando a Equacao 2.57 e a Equacao 2.64 obtemos a féormula explicita

alyy Ry

© = S5Amh l, a,To(a2 — o2)

(r—=1(b+1) e —(r+1)(b—1) e +2(b—71) e
(g+1)(b+1) et —(g—1)(b—1) eos!

(2.65)

onde b, g, r e o, ja foram definidas previamente. Em temperaturas ordinarias,
To ~ &, portanto, ndo é necessario avaliar os componentes dc (componente nao
sinusoidal) da distribui¢do de temperatura. Portanto, na Equacao 2.65 podem ser
avaliadas a magnitude e a fase da onda de pressao acustica produzida na cadmara

pelo efeito fotoacustico.
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CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo, serdao apresentado os materiais e métodos utilizados neste trabalho.
Comegamos explicando o método de preparacao das amostras para a realizacao de seus
respectivos espectros de absor¢ao com as duas técnicas de espectroscopia (UV-Vis e PAS).
A seguir, algumas das partes importantes sao especificadas com suas respectivas fungoes
em cada um dos espectrometros usados. Finalizamos este capitulo, apresentando as
configuragoes dos Funcionais e as Bases utilizadas para realizar o calculo computacional

com o auxilio do software Gaussian 09.

3.1 Materiais

Os Pimentoes (Capsicum Annuum) utilizados na pesquisa sao frutas escolhidas em
boas condigoes visuais, limpos, firmes e com casca brilhante, o que indica que estao frescos
e sem defeitos figura 26, nas cores: verde, amarelo, laranja e vermelho. A aquisicdo dos
mesmos foram adquiridos no mercado local, transportados até o laboratério, logo apos,

foram lavados com agua corrente, e secados ao ar livre.
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Figura 26 — Pimentoes utilizados, limpos, firmes e com casca brilhante. Fonte propria.

3.1.1 Preparo das amostras

As amostras dos pimentoes foram manipuladas e elaboradas de diferentes formas,
devido principalmente ao modo de deteccao das técnicas experimentais utilizadas. Para
obtencao do sinal das transicoes eletronica entre o estado HOMO-LUMO no espectrometro
UV-Visivel, a amostra deve estar no estado liquido e/ou diluida. Enquanto que no
espectrometro fotoacustico a amostra pode estar tanto no estado solido quanto liquido.
Devido a simplicidade na preparagao das amostras para a PAS, essa técnica tem uma
versatilidade ja que ela permite fazer medidas de transi¢oes eletronicas entre os orbitais

moleculares.

No primeiro modo de preparo das amostras, os pericarpos dos pimentos foram
processados numa centrifuga, para obtencao do suco filtrado dos pimentoes: verde, amarelo,
laranja e vermelho, figura 27. Essas amostras, logo que preparadas, foram medidas nos

dois espectrometros.
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Figura 27 — Processamento para obtencao do suco dos pimentoes. Fonte propria.

No segundo modo de preparo das amostras, foram usados uma série de solventes
(etanol, n-Hexano, etanol misturado com acido cloridrico (OH-HCI) na propor¢ao (10:1)
respetivamente e dgua) para obter solugbes com as amostras in-natura dos pimentdes
e solugdes com os sucos dos pimentdes. Os pericarpos dos pimentoes (amostras in-
natura) foram cortados em pedagos de aproximadamente 3 gramas e picotados, para
diminuir suas dimensoes, assim foram armazenado em tubos de ensaios com a adi¢ao de
aproximadamente 5 ml de solvente, vedados com tampas e envolto com papel aluminio
para evitar a degradacao das biomoléculas por efeito do ar e da luz do ambiente. No caso
das solugoes preparadas com os sucos, foram depositados em tubos de ensaios a vacuo
aproximadamente 5 ml de cada suco dos pimentoes e de cada solvente, todos estes tubos
de ensaios foram envoltos com papel de aluminio para evitar degradagdes das moléculas.
Todas amostras preparadas foram medidas apds um periodo de 24 horas em repouso,
tempo esperado para o solvente atuar com o soluto e obter a solugao com as extracao das

biomoléculas, em sequencia, foram medidas no espectrometro UV-Visivel.

Entende-se que durante uma metodologia bem aplicada, deve prezar por todos os

processos de limpeza, para evitar a contaminacao das amostras.
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Espectro absorgao UV-VIS suco pimentao amarelo

Suco Puro

—— Apos Lavagem

Abs (u.a)

T T T
300 350 400 450

Comprimento de Onda (nm)

Figura 28 — Espectro de absor¢ao de UV-Vis do suco do pimentao amarelo antes e depois
da lavagem do processador de alimentos com sabao neutro e abundante dgua.
Fonte prépria.

Note-se que a partir dos espectros de absorcao mostrados na figura 28, podemos
determinar que nao ha contaminacao nos sucos dos pimentoes depois da lavagem com o
sabao neutro, umas das variacdes que podem ser observadas é a mudanga nas intensidades
das bandas de absor¢ao, mas podemos dizer que segundo a precisao de calibragao do
equipamento, os comprimentos de onda de absorcao destas bandas continuam nas mesmas

posicoes.
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3.2

Espectroscopia Fotoacustica (PAS)

O espectrometro fotoacistico é composto por trés partes principais, as quais sao

descritas e mostrado no esquema do montagem na figura 29.

Lampada de Arco " .
de Xendnio de 1000W Célula Fotoacustica

Pré-Amplificador

[ Disco de

Filtro Modulagédo

Controlador de Varredura
McPheason 789-3

MePaseon 7833

Fenda de
Entrada

Amplificador Lock - In

SR 850 DSP
= . | mm 9] °
i | @ HE o
— Filtro Passa Faixa Modulador de Frequéncia
Fonte de Poténcia McPheason 747-2 OC - 4000

LPS255¢

GR

| RS -232

Computador

Figura 29 — Esquema do diagrama em bloco do Espectrometro Fotoactstico. Extraida de

3.2.1

1.

[103].

Elementos e Funcionamento do Espectrometro Fotoacustico

Fonte de Radiagao e Excitacao: uma lampada de arco de xenonio de 1000 W,
alimentada por uma fonte de potencia, modelo LPS255HR, emite radiacao na faixa
do UV-Visivel entre (200 - 750) nm. Essa radiagdo pode ser considerada continua
nos comprimentos do UV-Visivel e é comumente chamada de luz branca. O feixe de
luz emitido pela lampada passa por um conjunto de filtros épticos, em seguida o

feixe passa por um filtro passa faixa para eliminar os harmonicos de segunda ordem.

Depois destas etapas, a luz é modulada, de acordo com as exigéncias da técnica
PAS. Esta modulagao é feita pelo modulador ético eletromecanico, modelo OC-4000
PTI, com variagao entre (5-4000) Hz. O valor da modulacao varia de experimento
para experimento e é determinada pela teoria de Rosencwaig e Gersho (RG). Essa
teoria prever que a penetragao do sinal na amostra esta relacionada a frequéncia
moduladora de forma inversamente proporcional, em outras palavras, quanto maior

a frequéncia de modulagao, menor a intensidade do sinal fotoacustico.
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M-—..cmsg |

O feixe de luz, agora modulado e filtrado, passa por dois obturadores que antecedem
o monocromador, um na horizontal e outro na vertical, que servem para dar forma
e também controlar a intensidade do feixe de luz. Apos essas etapas a luz chega
ao monocromador que é composto por uma grade de difracdo, com resolucao de
0,7 nm, fixa em um eixo moével, movido por um motor de passo, e controlado pelo
controlador de varreduras da McPherson modelo 789A-3. A luz é entdao modulada e
monocromatica agora ¢ utilizada para varreduras de comprimento de onda e assim ¢

possivel de produzir o sinal fotoactstico.

. Camara Experimental: a luz monocromatica e modulada passa através de uma

janela de quartzo da célula fotoacustica, alcancando a amostra fixa no porta-amostra
que esta na camara a pressao ambiente. Quando atingida pela luz monocromatica
e modulada, figura 30, o efeito fotoacustico ocorre, devido ao gradiente de tempe-
ratura e efeito de pistao vibratorio das camadas de gas, onde a camada proxima a
amostra empurra a camada externa, efeito este que ¢ detectado por um microfone
de alta sensibilidade (0,50 mV /Pa), pré-polarizado, o qual esta acoplado a cAmara
fotoacustica. Com isso, sempre que ocorrer uma transicao no UV-Visivel, um sinal

fotoacustico sera detectado.

SINAL FOTOACUSTIVO
COM RUIDO

O O

drensnuns

‘

CELWAA FOTOACUSTICA

Figura 30 — Esquema do diagrama em bloco da Camera Fotoacustica. Extraida de [103].

O sinal acustico detectado pelo microfone é muito fraco e, portanto, precisa ser
pré-amplificador antes de ir ao lock-in, isto é feito convertendo-se o sinal fotoactstico
em elétrico e amplificando-o, com isto temos uma melhor relacao entre sinal e
ruido, (figura 34), e entdo, podemos enviar o sinal resultante para o lock-in. O
pré-amplificador vem junto com a cadmara e possui diferentes configuragoes de

amplificacao que podem ser mudadas de acordo com a necessidade do experimento.

Os elementos que fazem parte da camera experimenta sao:

o (Célula Fotoacustica Fechada MTEC 200;
o Pré-Amplificador;

o Porta-Amostras.
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3. Aquisicao de Dados: Apds a pré-amplificagao, o sinal é enviado ao amplificador
lock-in, modelo SR850 DSP, que faz uma nova amplificagdo do sinal, além de registrar
e enviar os dados para um computador que faz o armazenamento dos mesmos em
forma de tabela XY, utilizada para plotar os espectros de PAS. O computador
também controla o motor de passo através de uma conexao RS-232 e da configuracao
do Amplificador lock-in, por conexao GPIB. Os sistema de aquisicao de dado é

Composto por:

o Amplificador Lock-In de dupla fase da Stanford Research Systems modelo
SR850 DSP;

e Microcomputador.

3.2.2 Medidas das amostras na PAS

As amostras do primeiro modo de preparo foram colocadas no porta- amostra
da PAS, figura 31 por meio de uma seringa de 3 ml. Como o porta-amostra tem as
dimensoes de 9 mm de diametro por 5 mm de altura, a quantidade depositada do suco de
cada pimentao foi de 2 ml aproximadamente. As medidas foram realizadas usando uma
frequéncia de modulagao de 20 Hz escolhida de acordo com o modelo de RG, o ganho
foi ajustado em 2 dB, como uma constante de tempo de 100 ms, numa varredura em
comprimento de onda de (200 — 750) nm com passo de 1 nm. Como a luz emitida pela
lampada nao emite nas mesmas intensidades para os diferentes comprimentos de onda se
faz necessério fazer uma medida de calibragao utilizando um corpo negro (negro fumo ou
Carbon Black) e assim nao levar em consideragiao o espectro da lampada, esta medida

serve para normalizar as medidas feitas com as amostras.

Porta-Amostras PAS

Suco Pimentao Vermelho

ST

D g =

Suco Pimentao Laranja

Processador de Alimentos
Philips Walita

Figura 31 — Metodologia realizada para obter o espectro de absor¢do PAS para o suco dos
pimentoes Amarelo, Vermelho e Laranja. Fonte propria.
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Levando em consideracao a informagao mostrada na figura 31, temos que mencionar
que a auséncia do espectro de absor¢ao para o suco do pimentao verde foi devido principal-
mente a suspensao das atividades em nossa universidade e nosso laboratoério por conta da
pandemia, ao intentar retomar as atividades para a medicao dos espectros de absorcao na
PAS o equipamento teve alguns problemas nas suas configuragoes internas (provavelmente
ocasionado pelo tempo de inatividade do equipamento) os quias impossibilitaram continuar

com as medidas.

3.3 Espectroscopia UV-Visivel Convencional

O espectrometro UV-Visivel, modelo Varian Cary 50 Bio, é composto pelas partes

descritas em seguida e mostrada no esquema da figura 32.

Fotodetector Varian—more than

50 years of leadership

Fonte de Luz

Figura 32 — Esquematizacao do espectrometro Cary 50 Bio, mostrando o trajeto percorrido
pelo feixe de luz passando pela amostra ate atingir o fotodetector. Adaptada
de [103].

3.3.1 Elementos e Funcionamento do Espectrometro UV-Visivel

Convencional

1. Fonte de Luz: O espectrometro Varian Cary 50 tem uma lampada de flash de
xenonio como fonte de luz. Seu espectro de emissao nao continua pode variar entre
os 190-1100 nm.

2. Espelhos e dispositivos 6pticos: Sao elementos responsaveis por dar dire¢do ao
feixe, com eles busca-se que o feixe que atingem a amostra e por ultimo o detector

sejam paralelos entre si.
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3. Monocromador: A principal funcao do monocromador é fornecer um feixe de luz

com um determinado comprimento de onda e largura de banda.

4. Cubeta: Para as medidas foi utilizada uma cubeta de quartzo, ja que este material
nao absorve os comprimentos de onda emitidos pela fonte de luz. A fun¢ao da cubeta

¢é a deposicao das amostras que se deseja fazer a medicao.

5. Fotodetector: E um sensor que gera um sinal elétrico dependente da intensi-
dade e os comprimentos de onda da radiagao eletromagnética que recebe, algumas

caracteristicas do fotodetector que tem o espectrometro Varian Cary 50 sdo:

o A velocidade maxima de varredura é de 24.000 nm por minuto. Isso significa
que ele pode escanear toda a faixa de comprimento de onda de 190-1100 nm

em menos de 3 segundos.
e Tem uma taxa de coleta de dados de 80 pontos por segundo.

o O Fotodetector do Varian Cary 50 pode medir amostras de até 3 Absorcao,

entao nao se precisa diluir com tanta frequéncia.

3.3.2 Medidas das amostras - UV-Vis

Para a realizacao das medias, foi utilizado 1 ml das solugées com os pimentoes
in-natura do segundo modo de preparo foram colocadas numa cubeta de quartzo de 5 ml, o
volume em falta foi completado com o solvente correspondente. Além disso, também foram
realizadas medidas dos sucos puros e as solugoes preparadas com os sucos e cada solvente.
Neste caso, devido ao suco ser considerado como uma amostra opaca (absorve toda a
radiagdo incidente da lampada do espectrdémetro) foi necessario improvisar uma cubeta de
vidro, a qual foi feita colando duas laminulas quadradas de 1 em? e com volume interno
de aproximadamente 0,15 ml. O modelo utilizado do espectrometro UV-Vis convencional
é de feixe unico, por tanto se faz necessério fazer uma medicao inicial do baseline (linha
de base), ou seja, medir primeiro o solvente puro, para o caso dos sucos sem solvente foi
necessario medir a cubeta vazia (s6 com o ar dentro dela), isto ¢ realizado para criar um
referencial para as medidas, e assim, definir o feixe de luz a 0% de absorcao. O software
do espectrometro realiza automaticamente os calculos e com base na lei de Lambert-Beer

obtém os espectros de absor¢ao para cada uma das amostras medidas.
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Figura 33 — Metodologia da preparagdo para obter os espectros de absor¢ao UV-Vis dos
sucos dos pimentoes, no circulo vermelho (na figurinha da direita) é destacada
a cubeta que teve ser fabricada e adaptada na montagem do espectrémetro
para fazer as medidas. Fonte prépria.

3.4 Simulacao computacional

Os célculos das simulagoes computacionais foram realizadas usando o software
Gaussian 09 [106] instalado em dois computadores, um com processador Intel Core 2
e memoria RAM de 8 GB, o outro com processador AMD Ryzen 5 PRO e memoria
RAM de 8 GB. Para os calculos de otimizagao geométrica das biomoléculas foi usada
a teoria de funcional da densidade (DFT) com o funcional CAM-B3LYP e a fungao de
base 6-31G, este calculo permite encontrar a geometria para o estado de minima energia
(estado fundamental) de cada uma das biomoléculas calculadas. Em seguida para obter os
espectros UV-Vis, foram realizados os calculos de energia dos estados excitados de cada
uma das biomoléculas, para o caso dos carotenoides foi considerada a teoria do funcional
da densidade dependente do tempo (TDDFT), também com o funcional CAM-B3LYP e a
fungdo de base 6-31G(d), o nimero de estados excitados para as biomoléculas pertencentes

aos carotenoides foi 25.
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CAPITULO 4

RESULTADOS

Os espectros obtidos pelos métodos descritos no capitulo anterior estao expostos
neste capitulo, agrupados de forma concisa para que facilite as exposi¢oes dos dados e
fazer com que as discussoes dos mesmos fluam de forma coerentes com a revisao feita
no capitulo 2. Sendo assim, é feita a analise, primeiro, dos espectros UV-Vis obtidos
nas amostras dos sucos puros de pimentoes de épocas e produtores diferentes, sem o uso
de qualquer solvente, para mostrar a reprodutibilidade do experimento e identificar a
bandas de energia pertencentes ao conjunto de biomoléculas dos carotenoides e clorofila.
Posteriormente é feita uma analise que envolve a comparacao entre os espectros de absorc¢ao
UV-Vis das solugoes realizadas em diferentes solventes com os pimentoes in-natura e suco,
em seguida a andlise e comparacao dos espectros de absor¢ao entre os sucos puros e as
solugoes preparadas com cada um dos pimentoes in-natura e suco, para observar o efeito
dos solventes nas bandas de energia que terd efeitos tanto de solvatocromismo com de
preferéncia da extracao de determinada biomoléculas. Estas analises estarao sempre sendo
confrontados como os resultados obtidos pela espectroscopia PAS e os resultados dos
espectros de absorcao obtidos nas simulagdes computacionais, para tornar as analises mais

robustas.

4.1 Espectros de Absorcao UV-Vis Convencional

Dessa maneira a apresentacao dos espectros e as discussoes se inicia pela figura 34
que mostra os espectros de absor¢ao UV-Vis dos sucos puros dos pimentdes verde, amarelo,
laranja e vermelho, referentes as amostras adquiridas nos anos de 2020 e 2021 de produtores

diferente.
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Figura 34 — Espectro de absorcao UV-Vis obtidos dos sucos dos pimentoes, os quais foram
preparados e realizados nos anos 2020 e 2021. (a) Suco pimentao verde,
(b) Suco pimentao amarelo, (c) Suco pimentao laranja, (d) Suco pimentao
vermelho.

Na figura 34 podemos observar os espectros de absor¢cao dos sucos puros dos
pimentoes obtidos por espectroscopia UV-Vis convencional, todos os espectros foram
realizados na regiao entre 350-800 nm, seguindo o procedimento descrito na subsecao 3.3.2
para o caso dos sucos puros. Levando em consideracao os espectros de absorcao desta
figura, podemos perceber que para os sucos dos pimentoes, amarelo, laranja e vermelho
se evidenciam bandas de absor¢ao (A4s) nos comprimentos de onda da regiao entre os 350-
550 mm, assim, podemos dizer que estas bandas de absorcao se deve a presenca de um
conjunto de biomoléculas pertencentes aos carotendides, uma vez que é comum encontrar
essas biomoléculas nesta regiao do espectro eletromagnético. Por outro lado, o espectro de

absor¢ao do suco puro do pimentao verde, pode-se observar bandas de absorcao nas regioes
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dos 400-500 nm e os 600-800 nm o qual indica presenca das biomoléculas pertencentes
as clorofilas a e b, o que pode ser confrontado com os espectro de absor¢ao de UV-Vis

encontrados em nossas simulagoes computacionais (ver se¢ao 4.3).

Considerando as informagoes fornecidas pelos espectros de absorcao da figura 34 e
a tabela 9, observamos que ha variacoes entre as intensidades de algumas das bandas, isto
¢é devido principalmente aos pimentoes terem sido adquiridos em datas e possivelmente
em etapas de maduracao diferentes, além disso, os pimentoes pertencessem a diferentes
plantacoes. Apesar destas variagoes, destacamos que para as duas amostras (suco 2020 e
suco 2021) de cada pimentao foram observadas bandas de absor¢ao em comprimentos de
ondas muitos semelhantes, mesmo que para alguns casos houve uns pequenos deslocamentos,

os quais pode-se dever aos situagoes nomeadas anteriormente.

Devemos ter cuidado na hora de interpretar os dados fornecidos pelo espectrometro
UV-Vis convencional, ja que em nosso caso o equipamento utilizado nao permite a identifi-
cacao de biomoléculas isdbmeras ja como pode ser visto na tabela 2 algumas biomoléculas
dos carotenoides tem suas bandas de absor¢do muito proximas umas das outras, isto
também pode ser observado em nosso espectros de absor¢ao obtidos com as simulagoes
computacionais, pelo fato de que a maiorias das transigoes eletronicas destas biomoléculas
ocorrem nos orbitais moleculares m — 7*. Dito isto, as bandas observadas nos espectros
de absor¢ao correspondem a um conjunto de possiveis combinagoes das biomoléculas dos

carotenoides e das clorofilas que estao presentes no suco do pimentao correspondente.

Na tabela a seguir estdao as informagoes que sao extraidas das bandas de absor¢ao
da figura 34 onde se inclui a energia das transicoes eletronicas entre os orbitais moleculares
HOMO-LUMO do conjunto das biomoléculas dos carotenoides e das clorofilas que estao

presentes no suco dos pimentoes utilizados.
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Tabela 9 — Informacoes das bandas de absor¢ao dos espectros UV-Vis do suco do pimentao
verde, amarelo, laranja e vermelho.

) - Aaps (MM Energia | A\, (nm Energia
Pimentdo | Banda Suco(2022) (eV) Suco(202)1 (eV)
1 417,98 2,9682 427,53 2,9019
2 438,94 2,8265 441,26 2,8116
3 481,07 2,5790 488,81 2,5381
Verde
4 625,03 1,9850 618,20 2,0069
5 653,43 1,8987 676,25 1,8346
6 681,07 1,8216
1 387,62 3,2007 394,34 3,1462
2 412,96 3,0043 416,59 2,9781
Amarelo 3 437,01 2,8390 442,72 2,8024
4 460,04 2,6969 465,72 2,6640
5 487,07 2,5472 491,11 2,5262
1 380,85 3,2576 380,86 3,2575
Laranja 2 440,78 2,8147 440,78 2,8147
3 464,93 2,6685 470,90 2,6347
4 494,29 2,5100 503,80 2,4626
1 433,28 2,8634 437,66 2,8348
Vermelho 2 460,77 2,6926 463,83 2,6748
3 496,96 2,4965 493,89 2,5120
4 525,76 2,3598

Analisando os valores das energias que sao mostrados na tabela 9, observamos que
estes estao em concordancia com os valores de energia obtidos nas bandas dos espectro
de aborc¢ao fotoacustico e das bandas dos espectros de absor¢ao que foram encontrados
nas simulagoes computacionais. Estes valores das energias correspondem as transigoes
eletronicas entre os orbitais moleculares HOMO-LUMO, observamos que entre as amostras
dos sucos 2020 e 2021 temos valores de energia muitos proximos, isso reforga que é muito
provavel encontrar biomoléculas pertencentes ao mesmo grupo molecular, que no nosso

caso sao os grupos dos carotendides e as clorofilas.

A seguir, nas Figuras 35, 36 e 37, serao analisados os espectros de absorcao das
solugdes realizadas com cada uns dos pimentoes in-natura (polpa) e no suco nos mesmos

solventes, a dgua, hexano e dlcool 70%, respectivamente.

Na figura 35 sdo comparados os espectros de absorcao das solugoes realizadas em

agua (o solvente mais polar utilizado) e cada pimentao em polpa e no suco.
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Figura 35 — Espectro de absorcao UV-Vis de solugoes realizadas com pimentoes in-natura
e suco com agua. (a) Pimentao verde, (b) Pimentao amarelo, (c) Pimentao
laranja, (d) Pimentao vermelho.

Considerando as informagoes expostas na Fundamentagao Tedrica (ver subse-
cao 2.1.2), e levando em consideracdo que algumas das biomoléculas pertencentes aos
carotenoides e as clorofilas nao sdo soliveis em agua, mas é importante observar que os
pimentoes sao constituidos por aproximadamente 90% de dgua, portanto, é muito provavel
que hajam interagoes de forcas intermoleculares destas biomoléculas com as moléculas da
agua. Como se pode observar nos espectros de absorcao da figura 34, apesar de que os
sucos dos pimentoes serem constituidos principalmente por dgua, pode-se obter bandas
de absorc¢ao localizadas em regioes onde geralmente sao encontrados os conjuntos das

biomoléculas que sao de nosso interesse.
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Em relacao aos espectros de absorcao UV-Vis das solugoes feitas com cada um
dos sucos dos pimentoes em agua, é provavel que o solvente utilizado tenha diluido cada
suco, ou seja, a agua diminui a concentracao do suco, o que provoca algumas das bandas
de absor¢ao sejam menos proeminentes em relagao as bandas de absor¢ao dos espectros
UV-Vis dos sucos puros. Nas solugdes preparadas com os pimentoes in-natura em agua,
verifica-se que entre as solugoes do pimentao amarelo, laranja e vermelho podem ser
identificadas algumas bandas de absorcao as quais estao bem definidas, devido ao fato
que estes pimentoes possivelmente tenham biomoléculas soliveis em dgua (solvente polar).
Para o caso da solugao do pimentao verde in-natura em agua, sabemos que a maior
concentracao de biomoléculas que compoem este pimentao corresponde as clorofilas a
e b, apesar de essas biomoléculas nao serem hidrossoltuveis, foi possivel obter algumas
bandas de absorcao localizadas nas regioes caracteristicas destas biomoléculas, uma possivel
explicacao para isso pode ser devido as interagoes das forcas intermoleculares entre as
moléculas das clorofilas e as moléculas da dgua, uma vez que a possibilidade de ocorrer a
dissolugdo aumenta quando a intensidade das forcas atrativas entre as moléculas de soluto
e de solvente é maior ou igual a intensidade das forgas de atragao entre as moléculas do

préprio soluto e entre as moléculas do préprio solvente.

Na tabela 10, sao fornecidos alguns dados que podem ser obtidos dos espectros de
absorcao UV-Vis da figura 35 onde sao incluidos os valores das energias das transigoes ele-
tronicas entre os orbitais moleculares HOMO-LUMO das biomoléculas que estao presentes

nas solugoes em agua.
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Tabela 10 — Informagoes das bandas de absorcao dos espectros UV-Vis das solugoes
correspondentes aos pimentoes in-natura e suco em agua.

; - Aaps (MM Energia Aabs (MM Energia
Pimentdo | Banda Suco Ei— HQ)O (eV) | Polpa (—I- H)QO (eV)
1 432,41 2,8692 433,99 2,8588
2 487,07 2,5472 471,23 2,6328
Verde 3 614,79 2,0180 524,39 2,3659
4 677,49 1,8313 579,93 2,1393
5 717,92 1,7281
1 387,22 3,2040 379,98 3,2651
2 411,81 3,0127 437,05 2,8387
Amarelo 3 438,79 2,8275 462,04 2,6852
4 462,58 2,6821 495,00 2,5064
5 487,17 2,5467
1 388,19 3,1960 451,07 2,7505
Laranja 2 435,33 2,8500 472,05 2,6283
3 465,88 2,6631 507,98 2,4424
4 500,32 2,4798
1 434,71 2,8540 400,49 3,0979
Vermelho 2 462,58 2,6821 414.,3 2,9946
3 488,36 2,5405 433,97 2,8589
4 471,15 2,6333

Na figura 36 sdo comparados os espectros de absorcao das solugoes realizadas em
hexano (o solvente mais apolar utilizado) com cada um dos pimentoes in-natura e em

sSuco.
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Figura 36 — Espectro de absor¢ao UV-Vis das solucoes realizadas com pimentoes in-natura
e suco com hexano. (a) Pimentao verde, (b) Pimentao amarelo, (¢) Pimentéao
laranja, (d) Pimentao vermelho.

Levando em consideracao os espectros de absor¢cao mostrados na figura 36, em
relacao as solugoes realizadas em hexano e o pimentao verde, pode-se deduzir que no caso
da solugdo com o pimentao in-natura o hexano apresenta dificuldades para extrair as
biomoléculas das clorofilas a e b, apesar do que o espectro apresenta bandas de absorcao
nas regioes onde absorvem energia estas biomoléculas, s6 as bandas da regiao dos 400-500
nm sao proeminentes. Porém, para o caso do espectro de absorcao da solucao preparada
com o suco deste pimentao foram obtidas bandas localizadas nas duas regides do espectro
eletromagnético onde comumente absorbem energia as biomoléculas das clorofilas a e b,
estas bandas tem maior definicdo e sdo mais proeminentes em comparacao as bandas de
absorcao do espectro UV-Vis do suco puro deste pimentao, assim que, ¢ muito provavel

que este solvente tenha diluido algumas destas biomoléculas.
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De acordo com informagoes encontradas na literatura, no qual afirmam que o
conjunto de biomoléculas que pertencem ao grupo dos carotenoides podem ser extraidos
com o auxilio de solventes apolares, como o hexano, assim, levando em consideracao os
espectros de absorcao mostrado na figura 36, podemos observar que o uso deste solvente
contribui para obtencdo de bandas de absor¢ao bem definidas nas solu¢ées dos pimentoes
amarelo, laranja e vermelho tanto in-natura quanto no suco, estas bandas estao localizadas
na regiao do espectro eletromagnético onde comumente absorvem energia estes conjuntos
de biomoléculas que pertencem aos carotenoides. E importante destacar que a forma e as
quantidades nas bandas de absorcao nestes espectros sao diferentes devido principalmente
aos pimentoes serem constituidos por conjuntos de biomoléculas isomeras cabendo a
possibilidade de ter biomoléculas iguais mas em concentragoes diferentes, isto faz com que
as bandas de absor¢ao destas biomoléculas mudem sua forma ou localizagdo (comprimento

de onda de absorgao).

Na tabela 11, sao apresentados alguns dos dados que podem ser obtidos dos
espectros de absorcao mostrados na figura 36 onde estao incluidos os valores da energia
das transicoes eletronicas entre os orbitais moleculares HOMO-LUMO das biomoléculas

presentes nas solugoes realizadas em hexano.

Tabela 11 — Informagoes das bandas de absorcao dos espectros UV-Vis das solugoes
correspondentes aos pimentoes in-natura e suco em hexano.

. - Aabs (MM Energia Aabs (MM Energia
Pimentdo | Banda Suco —i—(Hex)ano (eV) | Polpa —l—( He>)<an0 (eV)
1 413,94 2,9972 442,97 2,8008
2 443,56 2,7971 469,02 2,6452
Verde 3 473,93 2,6178 601,97 2,0610
4 611,44 2.0291 635,06 1,0536
) 670,76 1,8496 662,01 1,8741
1 380,46 3,2610 377,04 3,2906
2 401,54 3,0898 396,26 3,1309
Amarelo 3 425,48 2,9159 418,99 2,9611
4 447,94 2,7697 441,02 2,8132
) 472,45 2,6260 469,93 2,6401
1 399,13 3,1084 399,13 3,1084
Laranja 2 423,86 2,9271 423,22 2,9315
3 447,48 2,7726 447,01 2,7755
4 478,05 2,5953 475,04 2,6117
1 400,71 3,0962 397,92 3,1179
2 422,51 2,9364 42291 2,9336
Vermelho 3 449,94 2,7574 449,49 2,7602
4 469,91 2,6402 470,48 2,6370
) 501,45 2,4742 499,44 2,4841
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Na figura 37 sdo comparados os espectros de absor¢ao das preparacoes das solugoes
realizadas em &lcool 70% (solvente que comparado com a dgua pode-se considerar apolar,

mas que comparado com o hexano pode ser considerado polar) e os pimentoes in-natura e

€1m suco.
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Figura 37 — Espectro de absor¢ao UV-Vis das solugoes realizadas com pimentoes in-natura
e suco com &dlcool. (a) Pimentao verde, (b) Pimentao amarelo, (c) Pimentéao

laranja, (d) Pimentao vermelho.

Considerando que as biomoléculas das clorofilas a e b e as xantofilas pertencentes
aos carotendides podem ser extraidas utilizando o dlcool como solvente (conforme relatado
na subsecao 2.1.2), pode-se observar que nos espectros de absorgao para estas solugdes
com os pimentoes amarelo, laranja e vermelho mostrados na figura 37 ha presenca de
bandas de absorcao as quais correspondem a um conjunto de biomoléculas dos carotenoides
ja que temos maximos de absorcao bem definidos que estao localizados na regiao do

espectro eletromagnético que sao caracteristico deste grupo molecular. Note-se que para os
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espectro de absorcao de cada pimentao nao temos muita diferencia na posicao das banda
de energia entre eles, apesar de que algumas bandas de absor¢ao tenham um deslocamento
muito pequeno essas variacoes nos comprimentos de onda estao dentro da precisao do

equipamento.

Por outro lado, para os espectros de absor¢ao das solugoes em élcool realizadas com
o pimentao verde, se obtiveram bandas com méaximos de absor¢ao que estao localizados nas
regides do espectro electromagnético onde comumente sao encontradas as biomoléculas das
clorofilas a e b, além disso, pode-se evidenciar mudancas em algumas bandas de absorc¢ao
entre os espectros destas solucoes as quais pode dever-se a etapa de maduracgao de cada

um dos pimentoes verdes utilizados.

Na tabela 12, sao apresentados alguns dos dados que podem ser obtidos dos
espectros de absor¢cao mostrados na figura 37 onde sao incluidos os valores da energia
das transicoes eletronicas entre os orbitais moleculares HOMO-LUMO das biomoléculas

presentes nestas solugoes.

Tabela 12 — Informacoes das bandas de absorcao dos espectros UV-Vis das solugoes em
alcool com os pimentoes in-natura e em suco.

. ~ Aaps (M) Energia Aaps (M) Energia
Pimentdo | Banda Suco + Alcool | (eV) Polpa + Alcool | (eV)
1 414,92 2,9901 417,31 2,9730
2 439,51 2,8228 436,94 2,8394
Verde 3 478,43 2,5932 468,08 2,6505
4 536,27 2,3135 540,03 2,2974
5 610,04 2,0338 615,99 2,0141
6 663,20 1.8707 665,01 1,8656
1 402,52 3,0823 399,06 3,1090
Amarelo 2 425,07 2,9187 424,12 2,9253
3 447,59 27719 447,59 2,7719
4 469,67 2,6416 470,60 2,6364
1 123,96 2.9264 423.66 2.9285
Laranja 2 452,03 2,7447 451,95 2,7451
3 478,44 2,5932 478,02 2,5954
1 426,18 29111 426,18 29111
Vermelho 2 451,96 2,7451 451,96 2,7451
3 475,54 2,6090 475,54 2,6090

Na figura 38 e a figura 39, sdo apresentados em conjunto os espectros de absor¢ao
UV-Vis de todas as solucoes que foram preparadas com os diferentes solventes e os
pimentoes in-natura e em suco, respectivamente. E importante destacar que as solugoes

preparadas como pimentao in-natura + solventes foram realizadas com os pimentoes
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adquiridos no ano 2020 e as solugoes preparadas com os sucos dos pimentoes + solventes
foram realizadas com os pimentoes adquiridos no ano 2021. Aqui estamos considerando
como referéncia o espectro de absor¢cao UV-Vis de cada um dos sucos puros, a ideia
principal destes conjunto de espectros é observar o solvatocromismo evidenciado pelos
solventes utilizados, além disso, também podemos identificar se as bandas de absor¢ao de
cada um dos espectros obtidos sofrem algum tipo de alteracao na sua forma em respeito

ao espectro de referencia.
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Figura 38 — Comparacao entre os espectro de absorcao UV-Vis do suco puro de cada
pimentao e as diferentes solugoes preparadas com os pimentoes in-natura. (a)
Pimentao verde, (b) Pimentao amarelo, (¢) Pimentao laranja, (d) Pimentao
vermelho.

A figura 38(a) corresponde aos espectros de absorcao do suco puro e das solugoes
preparadas em diferentes solventes com o pimentao verde in-natura. Tendo em vista que
embora os solventes utilizados tenham constantes dielétricas diferentes, ou seja, tenham

polaridade diferente, observamos que alguns dos comprimentos de onda de absorgao
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maximos (Agps) apresentam solvatocromismo negativo (deslocamento hipsocrémico) em
respeito a cada uma das bandas de absor¢do da amostra de referencia, isto pode ser
evidenciado também nas informagdes mostradas na tabela 13, este tipo de solvatocromismo
significa que neste caso o uso desses solventes aumentou a diferenca de energia entre os
orbitais moleculares HOMO-LUMO dos diferentes conjuntos de biomoléculas presentes
nestas solugoes causando o deslocamento de certas bandas de absor¢ao para comprimentos
de onda menores. Além disso, foi constatado que os solventes de hexano e a dgua sao
poucos eficientes na extragdo dos conjuntos biomoleculares presentes no pimentao verde

in-natura.

A figura 38(b) corresponde aos espectros de absorc¢ao do suco puro e das solugoes
realizadas com o pimentao amarelo. Como ja mencionado, os solventes utilizados possuem
polaridades diferentes, apesar disso e como pode ser observado nos espectros de absorcao
das solucoes preparadas com os solventes de dlcool e hexano, apresentam solvatocromismo
positivo (deslocamento batocrémico) em comparagao a amostra de referencia, isto significa
que o uso destes solventes diminui a diferenca de energia entre os orbitais moleculares
HOMO-LUMO dos diferentes conjuntos de biomoléculas presentes neste pimentao, cau-
sando o deslocamento de certas bandas de absor¢ao para comprimentos de onda mais longos.
No caso da solucao preparada com o solvente OH-HCI, foi evidenciado solvatocromismo
negativo em certas bandas de absorcao localizadas na regiao entre 400-500 nm, além disso,
¢é importante destacar que este espectro de absorcao apresenta uma banda de absor¢ao na
regiao entre 500-800 nm, isso indica que esse solvente conseguiu extrair e estabilizar outros
conjuntos de biomoléculas e é muito possivel que correspondam as antocianinas as quias
pertencentes a um grupo molecular diferente ao dos carotenoides, estas biomoléculas tém
a possibilidade de serem extraidas no alcool mas degradam-se rapidamente, para evitar a

sua degradacao utiliza-se uma pequena concentracao de acido, neste caso utiliza-se o HCI.

Por outro lado, o espectro de absorcao da solugao em agua apresenta algumas
diferengas na sua forma e suas intensidades nas bandas localizadas na regiao dos 350-
550 mm, porém existem duas bandas de absor¢ao (banda 2 e 3) que coincidem com os
comprimentos de onda de absor¢ao da amostra de referéncia; também foi constatado que
este espectro de absorcao apresenta solvatocromismo negativo para a banda de absorcao 1,
aqui os estados excitados foram melhores estabilizados, diminuindo a diferenca de energia
entre orbitais moleculares HOMO-LUMO e solvatocromismo positivo para a banda de
absor¢ao 4, neste caso os estados fundamentais foram melhor estabilizados, acrescentando
a diferenca de energia entre os orbitais moleculares HOMO-LUMO dos conjuntos de

biomoléculas presentes nesta solucao.

A figura 38(c) corresponde aos espectros de absor¢ao do suco puro e as solugdes
elaboradas com o pimentao laranja nos solventes selecionados. A primeira observacao que

devemos destacar é que apesar dos solventes utilizados possuirem polaridades diferentes, os
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espectros de absorc¢ao para as solugoes realizadas em alcool, OH-HCI e o hexano apresentam
solvatocromismo negativo (deslocamento hipsocrémico) em relagao ao espectro de referencia,
isso significa que o uso desses solventes na amostra aumentou a diferenca de energia entre
os orbitais moleculares HOMO-LUMO dos diferentes conjuntos de biomoléculas, causando
o deslocamento de certas bandas de absor¢ao para comprimentos de onda mais curtos. No
caso da solugao preparada com o solvente OH-HCI, foi evidenciada uma banda na regiao
entre 500-800 nm, isto indica o mesmo comportamento da amostra do pimentao amarelo,
este solvente extraiu algumas biomoléculas pertencentes a um grupo molecular diferente
ao carotenoides possivelmente sejam moléculas pertencentes as antocianinas. Por outro
lado, o espectro de absorcao da solucao preparada em agua apresenta solvatocromismo
positivo em relacao ao espectro de absorc¢ao de referéncia, isso significa que para certos

conjuntos de biomoléculas os estados excitados ficaram melhor estabilizadas.

A figura 38(d), temos como referéncia o suco puro do pimentao vermelho e as
diferentes solugoes realizadas com a polpa deste pimentao. Inicialmente, devemos enfatizar
que os solventes dlcool e hexano conseguiram extrair de forma eficiente alguns conjuntos
das biomoléculas dos carotenoides que se encontram nestas amostras, isso se reflete em cada
um de seus espectros de absorcao visto que, em comparacao com o espectro de absorcao da
referéncia temos bandas mais proeminentes e definidas, isto deve-se principalmente ao fato
de ter uma maior concentracao de biomoléculas que absorvem energia nessa regiao, além
disso, notamos que os espectros de absor¢ao dessas solugoes possuem solvatocromismo
diferentes, para o caso do solvente alcool encontramos deslocamentos hipsocromicos e para
a solucao com hexano temos deslocamento batocrémico. No caso da solugdo em OH-HCI,
apresenta solvatocromismo negativo e podemos observar uma banda com baixa intensidade
de absorcao na regiao de 500-800 nm, quer dizer, que a concentracao das biomoléculas que
absorvem luz naquela regiao diminuiu em comparacao com as solugoes feitas neste mesmo
solvente nas amostras do pimentao amarelo e laranja. Por outro lado, no caso da solucao
preparada em solvente agua, vemos que o espectro de absorcao é muito diferente aos
espectros das outras solugoes e do suco puro, além disso, evidenciamos solvatocromismo

negativo na regiao entre 400-500 nm em relagao ao espectro de absorcao de referéncia.

Na figura 39(a) encontramos os espectros de absorcao das solugoes preparadas com
cada um dos sucos do pimentao e alguns solventes selecionados, estes serao comparados
com a amostra de referéncia que corresponde aos espectros de absor¢ao do suco puro de

cada pimentao.
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Figura 39 — Comparacao entre os espectro de absor¢ao UV-Vis do suco puro de cada
pimentao e as diferentes solugoes preparadas com os sucos dos pimentoes. (a)
Pimentao verde, (b) Pimentao amarelo, (c¢) Pimentao laranja, (d) Pimentao
vermelho

A seguir faremos uma analise geral dos espectros de absor¢ao mostrados na figura 38
e na figura 39. Inicialmente devemos destacar que os espectros de absor¢ao das solugoes
feitas em dgua mostrados na figura 39 tem suas bandas de absorcao localizados quase nas
mesmas posi¢oes onde se localizam as bandas de absor¢ao de cada uma das amostra de
referéncia, levando em consideracao esses resultados podemos inferir que a agua dilui cada
um dos sucos do pimentao isto faz com que em algumas ocasioes podem-se apresentar

pequenos deslocamentos e mudangas nas intensidades das bandas de absorcao.

E importante notar também que para o espectro de absorcio das solugdes preparadas
com os solventes alcool e hexano que sdo vistos nas figura 39(a), 39(c) e 39(d), elas

apresentam o mesmo tipo de solvatocromismo que foi observado nas solugoes preparadas
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com os pimentoes in-natura nos mesmos solventes, deve-se observar que a variagao do
deslocamento entre as bandas de absorcao das solugoes da figura 38 e da figura 39 nao
sdo 0s mesmos a respeito das amostras de referéncia, isto se deve principalmente ao fato
dos pimentoes utilizados para cada uma das solugoes serem adquiridos em anos e talvez
em etapas de maduracao diferentes, além disso, devemos considerar que as interagoes das
forgas intermoleculares dos solventes e as amostras vao depender do tipo de preparo desta

(in-natura ou suco).

Comparando a figura 38(b) e a figura 39(b) descobrimos que para as solugoes
preparadas no alcool tanto com o pimentao amarelo in-natura e suco, os comprimentos
de onda de absorcao maxima para cada uma das bandas destes dois espectros sdo muito
préximos entre eles (ver as informagoes da tabela 13), além disso, observamos que os
dois espectros de absorcao apresentam o mesmo tipo de solvatocromismo em relacao ao
espectro de absor¢ao da amostra de referéncia. Porém, no caso das solugoes preparadas
em solvente hexano, observamos que para a figura 38(b) temos solvatocromismo positivo
e que para a figura 39(b) se observa solvatocromismo negativo, uma possivel explicagao
para isso pode ser devido ao fato da nao miscibilidade do hexano com a adgua presente no
suco do pimentao, devemos considerar que é muito provavel que as interagoes das forcas
intermoleculares das biomoléculas dos carotenoides presentes no suco e o hexano sejam
maiores que as interacoes entre os carotenoides e a agua, isto permite obter uma diluicao
com este conjunto de biomoléculas. Para o caso da solucao preparada com a polpa em
hexano, embora a polpa contenha agua, ela nao esta em contato direto com o solvente
uma vez que a agua esta contida dentro da polpa o que representa uma dificuldade para o

solvente interagir e extrair essas biomoléculas.

Na tabela 13 sdo apresentadas algumas informacoes que podem ser extraidas dos
espectros de absorcao dispostos na figura 38 e a figura 39, aqui pode-se evidenciar os
comprimentos de onda de absor¢ao para cada um dos espectros de absorcao das solugoes
preparadas e seus respectivos deslocamentos, caso tenham, com os respectivos espectros

de absorcao das amostras de referencia.
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Tabela 13 — Informacoes das bandas de absor¢ao dos espectros UV-Vis das solugoes reali-
zadas em diferentes solventes com os pimentoes in-natura e em suco.

] - Pimentao in-natura Pimentao em suco
Pimentao | Solvente
)\abs (nm) )\abs (nm)
Aloool | AI7T,31: 436,94 ; 468,08 | 414,02 ; 430,51 ; 478,43
€O 540,03 ; 615,99 ; 665,01 | 536,27 : 610,04 ; 663,20
Verde 418,02 ; 436,97 ; 647,04 —
OH-HCL 1 529 01+ 612,04 « 665.07
o 442,97 ; 469,02 ; 601,07 | 413,94 ; 434,56 ; 473,93
exano 635,06 : 662,01 611,44 : 670,76
A 433,99 ; 471,23 ; 534,39 432,41 ; 487,07
81| 579,93 ; 680,00 ; 717,92 614,79 ; 677,49
P 399,06 ; 424,12 402,52 ; 425,07
€00 447,59 ; 470,60 447,59 : 469,67
Amarelo 404,01 ; 425,94 ; 449,01 -
OH-HCI 473,05 ; 650,07
o 377,04 ; 396,26 ; 418,99 | 380,46 ; 401,54 ; 425,48
exano 441,02 ; 469,93 447,94 ; 472,45
A 379,08 ; 437,05 ; 462,04 | 387,22 ; 411,81 ; 438,79
gua 495,00 462,58 ; 487,17
Klcool | 423,66 ; 451,95 ; 478,02 | 423,96 ; 452,03 ; 478,44
. 401,07 ; 429,02 ; 449,93 -~
Laranja OH-HCI 475,96 : 684,00
o 399,13 ; 423,22 ; 447,01 399,13 ; 423,86
exano 475,04 447 48 ; 475,05
) 388,19 ; 435,33
Agua | 451,07 ; 472,05 ; 507,98 468,85 | 500,32
Rlcool | 426,28 ; 451,96 ; 475,54 | 426,18 ; 451,96 ; 475,54
402,93 ; 429,94 ; 449,93 —
Vermelho OH-HCI 475,95 + 685,43
o 397,02 ; 422,91 ; 449,49 | 400,71 ; 422,51 ; 449,94
exano 470,48 ; 499,44 469,91 : 501,45
) 400,49 ; 414,30 . .
Agua 433,97 47115 434,71 ; 462,58 ; 488,36
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4.2 Espectros de Absorcao PAS

Os espectros de absorcao PAS para os sucos dos pimentdes nas cores: amarelo,
laranja, vermelho estao dispostos na figura 40, a regiao na qual foram realizados os
espectros fotoactsticos foi entre 350-750 nm, as amostras foram preparada seguindo o

procedimento descrito na subsecao 3.2.2 para o caso do suco dos pimentoes.
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Figura 40 — Espectro de absorcao fotoacustico do suco dos pimentoes amarelo, laranja e
vermelho, também se apresentam suas respectivas deconvolugoes gaussianas
para cada uma das bandas de absorcao, as quais ao realizar a convolugao
reproduz o espectro de absorcao fotoacustico.
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Para a obtencao dos espectros de absorc¢ao fotoactusticos das amostras dos sucos
dos pimentoes apresentados na figura 40 (a), (c), (e) foi necessario normalizar eles pelo
espectro de absorc¢ao fotoacustico do Carbon Black o qual é obtido antes de realizar as
medias com as amostras dos sucos, é necessario fazer isto para nao levar em consideracao
o espectro de emissao da lampada de arco de xenonio. Uma vez obtidos os espectros de
absorcao fotoacusticos dos sucos dos pimentoes, podemos observar que ainda seguimos
tendo bandas de absorcao na regiao onde sao encontradas as biomoléculas dos carotenoides.
As informacoes extraidas da figura 40 ajudam a reforcar os resultados obtidos nos espectros
de absor¢ao UV-Vis convencional, devido a que foi possivel obter bandas de absor¢cao com

duas técnicas experimentais diferentes na mesma regiao do espectro eletromagnético.

Apesar de obter algumas bandas de absorcao fracas em intensidade na regiao apos
os 550 nm, acreditamos que isto é devido principalmente ao sinal captada pela célula
fotoactstica encontra-se perto da sinal de ruido eletrénico do equipamento. Algumas
bandas de absorcao do espectro PAS foram marcadas levando em consideragao as bandas
de absorcao dos espectros UV-Vis convencional. No caso dos espectros de absorcao
apresentados na figura 40 (b), (d), (f) foram realizados levando em considera¢ao os
maximos das bandas de absor¢ao fotoactstica de cada um dos espectros dos sucos, assim,
foram gerados as fungoes gaussianas as quias representam os maximos de absor¢ao PAS
ap0s disso foram realizadas as convolugoes das fungoes gaussianas, isto permitiu obter um
espectro de absor¢ao muito semelhante ao obtido experimentalmente no espectréometro

fotoacustico.

Na tabela 14 sdo apresentados as informagoes que podem ser obtidas a partir dos

espectros de absor¢ao mostrados na figura 40.
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Tabela 14 — Informacoes das bandas de absor¢ao dos espectros PAS do suco do pimentao
amarelo, laranja e vermelho.

I;IILHZT:: Banda | \,s (nm) E?:{/g)la
1 380 3,2649
2 393 3,1569
3 428 2,8988
Amarelo 4 445 2,7880
5 456 2,7208
6 470 2,6397
7 484 2,5634
8 498 2,4913
1 376 3,2997
2 392 3,1650
3 416 2,9824
Laranja 4 456 2,7208
5 a7l 2,6341
6 495 2,5064
7 521 2,3813
1 394 3,1489
2 420 2.9540
3 436 2,8456
Vermelho 4 464 2,6739
5 486 2,5528
6 506 2,4519
7 520 2,3859
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4.3 Calculo Computacional

Os espectros de absorcao mostrados na figura 41 foram obtidos por meio de
simulagbes computacionais nas configuragoes mostradas na tabela 15, esses espectros que
correspondem a um conjunto de biomoléculas pertencentes ao grupo dos carotendides os
quias se encontram presentes nos pimentoes escolhidos. E muito importante destacar que
os comprimentos de onda das bandas de absor¢ao maxima destas biomoléculas estao muito
préoximas umas das outras e que todas estao localizadas na mesma regiao do espectro
eletromagnético onde foram encontradas as bandas experimentalmente usando as técnicas
de espectroscopia UV-Vis e PAS.

Os resultados obtidos nos espectros de absorcao da figura 41 reforcam a ideia de que
as bandas de absorcao obtidos nos espectros experimentais correspondem a um conjunto
de biomoléculas que absorvem energia em regides muito proximas, além disso, devemos
considerar que devido ao poder de resolucao dos equipamentos usados nao podemos afirmar
com precisao quais sao as biomoléculas individuais presentes em cada uma das preparagoes

feitas com cada um dos pimentoes.
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Figura 41 — Espectro de absorcao UV-Vis obtidos pela simulagao computacional de algu-
mas biomoléculas pertencentes ao grupo dos carotenoides e que segundo as
informacgoes da tabela 2 estdo presentes nos pimentoes utilizados.
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A tabela a seguir mostra os dados que foram obtidos a partir dos espectros de
absorcao de UV-Vis realizados com o calculo computacional da TDDFT tao como sao

mostrados na figura 41.

Tabela 15 — Informagoes obtidas a partir das simulagoes computacionais de cada uma das
biomoléculas selecionadas para fazer os calculos.

. Configuracao Absorcao Maxima | Energia

Carotenoide Gaussian 09 Aaps (M) (eV)
a-Caroteno 419,26 2,9572
[-Caroteno 436,11 2,8430
Capsorubina 435,83 2,8448
Neoxantina 412,65 3,0046
Capsantina | TDDFT - CAM-B3LYP 441,81 2,8063
Luteina 6-31G (d) ; N = 25 418,83 2,9602
Cryptoxantina 434,15 2,8558
Violaxantina 414,32 2,9925
Licopeno 446,44 2,7771
Zeaxantina 497,02 2,4946

Os diagramas dos orbitais moleculares HOMO e LUMO das biomoléculas de
carotendides que foram considerados nas simulagoes computacionais sao apresentados a

seguir na figura 42.
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Figura 42 — Diagrama dos Orbitais Moleculares HOMO e LUMO das biomoléculas dos
carotenoides, as quias foram obtidos no Software Gaussian 09 a partir dos
calculos do TDDFT de cada uma delas.
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CAPITULO 5

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

As técnicas utilizadas de espectroscopia de UV-Vis convencional e Fotoactstica
foram implementados para a identificacdo dos conjuntos das biomoléculas pertencentes
aos carotenoides e as clorofilas que se encontram presentes nas diferentes preparacoes
realizadas com os pimentoes das cores verde, amarelo, laranja e vermelho. Estas técnicas
mostraram ser muito 1teis e versateis na identificacdo destes conjuntos biomoleculares,
uma vez que para cada uma das técnicas utilizadas foi possivel obter bandas de absorcao
nas regides do espectro eletromagnético onde comummente absorbem estas biomoléculas
tal como foi demostrado nos espectros de absorcao UV-Vis que foram obtidos mediante
simulagbes computacionais. Tendo em conta as informacgoes encontradas nos espectros
de absor¢ao obtidos mediante a TDDFT, podemos dizer que é muito provavel que as
bandas de absor¢ao dos espectros experimentais podem-se dever a presenca de conjuntos

de biomoléculas que em alguns casos pertencem aos carotenoides e em outro as clorofilas.

No caso das solucoes realizadas com os diferentes solventes e os pimentoes in-natura,
evidenciamos que dos solventes utilizados os mais eficientes para extrair as biomoléculas
das clorofilas a e b foram o Alcool 70% e OH-HCI j& que os espectros de absor¢ao destas
solugoes apresentaram bandas localizadas nas regides onde comummente absorbem energia
estas biomoléculas. A respeito das biomoléculas dos carotenoides podemos dizer que todos
os solventes utilizados conseguiram extrair estas biomoléculas uma vez que para todos os
espectros de absorcao destas solugoes se obtiveram bandas de absorcao localizadas nas
regides onde comummente absorbem energia os carotenoides (350-550nm), ¢ importante
destacar que para este caso os solventes mais eficientes para extrair estes conjunto de
biomoléculas foram o Alcool e o Hexano ja que nos espectros de absorcio destas solugdes
foi possivel obter bandas mais prominentes e bem definidas. Por outro lado, nos espectro
de absor¢ao das solugoes com os solventes escolhidos e os sucos de cada pimentao podemos

concluir que na maioria dos casos os solventes diluirdo alguns dos conjuntos moleculares
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presentes em cada um dos sucos provocando que houveram mudancas nas intensidades e

posicoes das bandas de absor¢ao a respeito dos espectros das amostras de referencia.

Foi possivel determinar mediante os espectros de absor¢ao UV-VIS o tipo de sol-
vatocromismo apresentado para cada uma das solugdes preparadas com cada solvente,
o qual se deve principalmente as propriedades fisico-quimicas e as interacdes entre os
solventes utilizados e os orbitais moleculares HOMO-LUMO de cada biomolécula. Em-
bora os pimentoes amarelos, laranjas e vermelhos estejam conformados por biomoléculas
pertencentes aos carotenoides, cada um deles é composto por diferentes carotenoides, por
este motivo é que em alguns casos as solucoes realizadas com determinados solventes
apresentam solvatocromismo positivo e em outros solvatocromismo negativo tal e como

foram evidenciado na figura 38 figura 39.

Levando em consideracao os diagramas dos orbitais moleculares HOMO-LUMO
de algumas biomoléculas pertencentes aos carotenoides obtidos a partir dos calculos
computacionais da TDDFT (ver figura 42), podemos observar que a geometria de cada um
dos orbitais moleculares que participam das transicoes eletronicas corresponde a orbitais
do tipo m — 7*, o qual concorda com os ranges de absor¢ao de energia destes tipos de

orbitais moleculares segundo ¢ relatado na literatura.

Perspectivas

o Estudar efeito da temperatura no processo de extracao dos conjuntos biomoleculares

utilizando diferentes solventes.

o Realizar simulagoes computacionais com diferentes configura¢oes dos funcionais e
conjuntos de bases e tentar obter configuracoes que possam otimizar o tempo de

calculo.

o Realizar simulacoes computacionais levando em consideragao as teorias dos solventes
a fim de obter espectros de absor¢ao UV-Vis para assim comparar com os dados

obtidos experimentais.
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