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RESUMO

Devido a notoriedade de o agai ser rico em biomoléculas funcionais, este trabalho é
motivado pela necessidade de investigar esse fruto como uma boa fonte de antocianinas. A
presente dissertagao é desenvolvida mediante a busca de respostas para estes problemas
de pesquisa: Quais as principais biomoléculas de antocianinas no fruto tropical — acai?
Como a Espectroscopia Fotoactstica, juntamente com os calculos de transigoes eletronicas
via TDDF'T explica os RED SHIFT, em razao dos grupos funcionais dessas moléculas e
de suas posi¢oes na estrutura? Para que respostas sejam apresentadas a essas questoes, o
objetivo geral desta investigagao é verificar as biomoléculas funcionais de antocianinas no
acal in natura. De modo especifico, os objetivos sao: 1) associar o uso da Espectroscopia
Fotoactstica aos célculos de transigoes eletronicas, via TDDFT; 2) analisar os RED SHIFT
observados, nas seis principais antocianinas identificadas, em razao dos grupos funcionais
e das suas posigoes na estrutura. Para a eficadcia da referida comprovacao, amostras de
acal foram adquiridas frescas, diretamente da regiao amazonica, e analisadas por meio
do espectrometro fotoacustico pertencente ao Laboratorio de Fotoactstica, da Unidade
Académica de Fisica, da Universidade Federal de Campina Grande; juntamente com
célculos da Teoria Funcional Dependente do Tempo (TDDFET) e espectros de UV-Visivel,
encontrados na literatura. As analises e discussoes produzidas elucidaram que a técnica
fotoacustica permitiu fazer a identificagdo sem a necessidade da utilizagdo de um solvente,
o qual deslocaria os picos para comprimentos mais longos. Em sintese, a meticulosa revisao
de literatura e a sistematica analise desenvolvidas revelam o ineditismo deste trabalho, de
usar a técnica de fotoacustica, aliada aos célculos de TDDFT, ambos aplicados em agai in

natura, para analisar o grupo das antocianinas.

Palavras-chave: Antocianinas. Espectroscopia fotoacustica. TDDFT. UV-Visivel.



ABSTRACT

Due to the notoriety of acai being rich in functional biomolecules, this work is motivated by
the need to investigate this fruit as a good source of anthocyanins. THE This dissertation
is developed by searching for answers to these research problems: What are the main
anthocyanin biomolecules in tropical fruit - acai? As Photoacoustic Spectroscopy, together
with the calculation of electronic transitions via TDDFT explains RED SHIFT, due to
the functional groups of these molecules and their positions in the structure? In order
for answers to be presented to these questions, the general objective of this investigation
is to verify the functional anthocyanins biomolecules in agai in natura. Specifically, the
objectives are: 1) to associate the use of Photoacoustic Spectroscopy together with the
calculations of electronic transitions via TDDFT; 2) analyze the observed RED SHIFT
in the six main identified anthocyanins, according to the functional groups and their
positions in the structure. For the effectiveness of this verification, acai samples were
obtained fresh from the Amazon region and analyzed by means of the photoacoustic
spectrometer belonging to the Laboratory of Photoacoustics, Academic Unit of Physics,
Federal University of Campina Grande; together with Time Dependent Functional Theory
(TDDFT) calculations and UV-Visible spectra found in the literature. The analysis and
discussions produced showed that the photoacoustic technique allowed the aforementioned
identification without the use of a solvent, which would shift the peaks to longer lengths.
In summary, the meticulous literature review and systematic analysis developed reveal
the unprecedentedness of this work, using the photoacoustics technique, combined with

TDDFT calculations, both applied in fresh acai, to analyze the anthocyanin group.

Keywords: Anthocyanins. Photoacoustic spectroscopy. TDDFT. UV-Visible.



Figura 1 —
Figura 2 —

Figura 3 —
Figura 4 —
Figura 5 —
Figura 6 —
Figura 7 —
Figura 8 —
Figura 9 —
Figura 10 —
Figura 11 —
Figura 12 -
Figura 13 —
Figura 14 —
Figura 15 —
Figura 16 —
Figura 17 —
Figura 18 —
Figura 19 —
Figura 20 —

Figura 21 —

Figura 22 —
Figura 23 —

Figura 24 —

Figura 25 —
Figura 26 —
Figura 27 —
Figura 28 —
Figura 29 —

LISTA DE ILUSTRACOES

Estruturas quimicas do benzeno. . . . . . ... .. ... ... .. .. 21

Composto formado a partir da adicao do grupo -OH na molécula de

benzeno. . . . ... L 21
Estrutura quimica de um fenol simples. . . . . . . . .. ... ... ... 22
Estrutura base dos flavondides. . . . . . . .. ... 23
Cation 2-fenilbenzopirilium (flavilium). . . . ... ... ... ... .. 25
Antocianidina +3 -O- glucosideo. . . . . . . . .. ... ... ... 25
Formulas estruturais das principais antocianinas encontradas em frutas. 26
Estrutura molecular da delfinidina na forma de aglicona . . . . . . .. 26
Delfinidina-3-O-glucoside. . . . . . . . . . ... .. .. ... .. .. .. 26
Estrutura molecular da petunidina na forma de aglicona . . . .. . .. 27
Petunidina 3-glucoside. . . . . . . . . ... ..o 27
Estrutura molecular da malvidina na forma de aglicona . . . . . . .. 28
Malvidina 3-glucoside. . . . . . . . . ... oo 28
Estrutura molecular da cianidina na forma de aglicona . . . . .. . .. 29
Cianidina-3-O-glucoside. . . . . . . . . . . ... .. ... .. ...... 29
Estrutura molecular da peonidina na forma de aglicona . . . ... .. 30
Peonidina-3-O-glucoside. . . . . . . . . .. ... o oL 30
Estrutura molecular da pelargonidina na forma de aglicona . . . . .. 30
Pelargonidina-3-O-glucoside. . . . . . . . . ... ... 0oL 30

Interacao eletrostatica de atracao entre os nicleos e os elétrons e de
repulsao entre os elétron. . . . . . . ... 32
Amostragem de Maxwell: a luz como um componente do espectro
eletromagnético . . . . .. ..o 43
Dois estados de energia de uma molécula . . . . . . . . ... ... .. 44
Diminuicao da intensidade de uma radia¢gao monocromatica apds atravessar
uma cubeta . ... .. 46

Luz incidente passando por uma camada de espessura infinitesimal de

uma solucao cuja espessura € dr . . . . . . ... e 46
Alexander Graham Bell . . . . .. .. ... ... ... .. ... .... 48
Fotofone . . . . . . . . . 48
Formas de decaimento radioativo e nao-radioativo. . . . . .. ... .. 49
Processos de decaimento para a geracao de calor na amostra . . . . . . 49

Fenomeno fototérmico: uma consequéncia de a iluminagao superficial

utilizar uma fonte de luz modulada . . . . . . . . . . . . ... ... .. 50



Figura 30 — Esquema ilustrativo da geracao de ondas de pressao, dentro da camara

fechada, onde o microfone as detecta. . . . . . . .. ... ... ... .. 51
Figura 31 — Difusdo Térmica. . . . . . . . . . . ... . 51
Figura 32 — Expansao Térmica. . . . . . . . . . . . .. ... L 52
Figura 33 — Flexao Termoelastica. . . . . . . .. .. .. ... ... ... .. ... 52
Figura 34 — Contribui¢ao Fotobarica. . . . . . . . .. .. .. ... .. ... ... 52
Figura 35 — Esquema ilustrativo de uma camara fotoactstica utilizada no modelo RG. 53
Figura 36 — Conducdo de calor em uma sélido. . . . . . . ... .. ... ... ... 54
Figura 37 — Amostra absorvedora quanto a luz incidente g~ €5 . . . . . . . .. .. 61
Figura 38 — Amostra transparente a luz incidente {3 > ¢, . . . . . .. .. ... .. 61
Figura 39 — Amostra opaca a luz incidente g < €5 . . . . . . ... ... ... ... 61
Figura 40 — Variacao do comprimento de difusao térmica com a frequéncia. . . . . . 62
Figura 41 — Casos especiais do Sinal PA para o modelo de Rosencwaig-Gersho. . . . 63
Figura 42 — Fruto Tropical Acai . . . . . . . . . . .. .. ... ... 65
Figura 43 — Euterpe oleracea g > 0 . . . . . . . . ... Lo 65
Figura 44 — Diagrama do Espectrometro Fotoactustico . . . . .. .. ... ... .. 68
Figura 45 — Detalhes da Célula Fotoacustica e do Sinal Fotoactistico . . . .. . .. 69
Figura 46 — Diagrama do Espectrometro Fotoactstico . . . . .. .. ... ... .. 70
Figura 47 — Espectros PAS acumulados do negro fumo . . . . . . ... .. ... .. 71
Figura 48 — Porta amostras da célula PAS . . . . . .. . ... ... 0. 72
Figura 49 — Célula fotoactustica. . . . . . . . . .. ... Lo 72
Figura 50 — Amostra de Negro Fumo . . . . . . . .. . ... ... ... ... .... 73
Figura 51 — Os picos do espectro fotoacustico do agai. . . . . . . .. .. ... ... 74

Figura 52 — Espectro Fotoacustico do agal com a regiao espectral visivel 350 - 600 nm. 76

Figura 53 — Espectro TDDFT da cianina: simulagao em agua, no programa GAUSSIAN

00. . . e 7
Figura 54 — Espectro TDDFT da delfinina: simulagdo em agua, no programa

GAUSSTAN 09. . . . . . e 78
Figura 55 — Espectro TDDFT da petunina: simulacao em &gua, no programa

GAUSSIAN 09. . . . . . e 78
Figura 56 — Espectro TDDFT da malvinina: simulacdo em agua, no programa

GAUSSTIAN 09. . . . . . e 79
Figura 57 — Espectro TDDFT da peonina: simulagao em agua, no programa GAUSSTAN

00. . . e 80
Figura 58 — Espectro TDDFT da pelargonina: simulagdo em agua, no programa

GAUSSTAN 09. . . . . . 80
Figura 59 — Hibridizacdo do carbono no estado fundamental . . . . . . ... . . .. 97
Figura 60 — Hibridizacdo do carbono com um elétron promovido . . . . . . . . . .. 97

Figura 61 — Carbono no estado hibridizado sp® . . . . ... ... ... ... .... 97



Figura 62 — Carbono no estado hibridizado sp* . . . . . .. . ... ... ... ... 97
Figura 63 — Carbono no estado hibridizadosp . . . . . . .. .. ... .. ... ... 98
Figura 64 — Molécula de benzeno e a deslocalizacao de elétrons 7 . . . . . . . . .. 99

Figura 65 — Combinagao de Orbitais Atomicos: a resultante diminuicao de energia -

Orbital ligante. . . . . . . . .. . 101
Figura 66 — Combinacao de Orbitais Atomicos: o resultante aumento de energia -

Orbital antiligante. . . . . . . . . ... oo 101
Figura 67 — Diagrama de energia dos orbitais moleculares ligantes e antiligantes,

formados a partir de dois orbitais S atomicos. . . . . . . ... ... .. 101
Figura 68 — Formato do orbital do tipo 1s . . . . . . .. .. ... .. .. ... ... 102
Figura 69 — Formato do orbital do tipo 2s. . . . . . . . . . ... ... .. ... ... 102

Figura 70 — Representacao esquematica do orbital 2p na dire¢ao = do plano cartesiano.103
Figura 71 — Representacao esquematica do orbital 2p na direcao y do plano cartesiano.103
Figura 72 — Representacao esquematica do orbital 2p na direcao z do plano cartesiano.103

Figura 73 — Equivaléncia entre as regides positiva e negativa da funcao de onda

radial e a distribuicao de probabilidade . . . . . . .. ... ..o L. 104
Figura 74 — Distribuicao radial . . . . . . . . .. .. o oo 104
Figura 75 — Formacdao de um orbital o ligante e um o antiligante . . . . . . . . .. 105
Figura 76 — Formacao de um orbital = ligante . . . . . . . . .. ... .. ... ... 105
Figura 77 — Formacao de um orbital 7 antiligante . . . . . . . . . .. .. ... ... 105

Figura 78 — Diagrama de energia dos orbitais moleculares ligantes e antiligantes,

formados a partir da molécula de oxigénio . . . . .. . ... ... ... 105
Figura 79 — Niveis de energia molecular eletronica e principais transi¢oes dos orbitais.107
Figura 80 — Molécula do benzeno. . . . . . . . .. .. ... L. 111
Figura 81 — Diagrama de energia para a molécula de benzeno. . . . . . . .. .. .. 113
Figura 82 — Formagao de um orbital molecular: a partir da combinagao linear em

fase de todos os orbitais atomicos p,. . . . . ... ... 114
Figura 83 — Formacao de um orbital molecular: a partir de um plano nodal através

dos d&tomos. . . .. Lo 116
Figura 84 — Formagao de um orbital molecular: a partir de um plano nodal através

das ligaghes. . . . . . . .. 116
Figura 85 — Formacao de um orbital molecular: a partir de dois planos nodais

através dos atomos. . . . ... Lo 117
Figura 86 — Formacao de um orbital molecular: a partir de dois planos nodais

através das ligagoes. . . . . . . ..o 117
Figura 87 — Formagao de um orbital molecular: a partir da combinacao linear fora

de fase de todos os orbitais atémicos p,. . . . . . . ... 118

Figura 88 — Representacao grafica dos orbitais moleculares do benzeno. . . . . . . . 119



Figura 89 — Previsao tedrica para a molécula de Benzeno, através de calculo de

Figura 90 — Grafico do espectro de absor¢ao da molécula de benzeno em fase gasosa. 121

Figura 91 — Estado fundamental ' A;,, para a molécula de benzeno. . . . . ... .. 121
Figura 92 — Estado excitado *By, . . . . . . . ... 121
Figura 93 — Estados de energia . . . . . . . . .. .. .. L oo 121
Figura 94 — Espectro UV-Visivel de polienos: forma CH3(CH = CH),CH; com
n=23,4eD . . ... 122

Figura 95 — Efeito da conjugacao nas transicoes m — ™. . . . . . . .. ... ... 122



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Classificacao dos compostos fenélicos de acordo com o esqueleto basico. 22

Tabela 2 — Grupo de flavonoides, seus componentes bioativos e fontes alimentares. 24

Tabela 3 — Grupos substituintes de antocianidinas mais frequentes na natureza. . 25
Tabela 4 — Medigao da delfinidina por espectroscopia UV-Visivel. . . . . . . . .. 27
Tabela 5 — Medicao da petunidina por espectroscopia UV-Visivel. . . . . . . . .. 27
Tabela 6 — Medicao da malvidina por espectroscopia UV-Visivel. . . . . . . . . .. 28
Tabela 7 — Medicao da cianidina por espectroscopia UV-Visivel. . . . . . . . . .. 29
Tabela 8 — Medicao da peonidina por espectroscopia UV-Visivel. . . . . . . . . .. 30
Tabela 9 — Medicao da pelargonidina por espectroscopia UV-Visivel. . . . . . . .. 31
Tabela 10 — Regides espectrais do visivel com seus respectivos comprimentos de onda. 43
Tabela 11 — As transi¢oes e suas respectivas quantizagoes. . . . . . . . . . . . . .. 45
Tabela 12 — Parametros fototérmicos utilizados. . . . . . . . . . ... .. ... ... 50
Tabela 13 — Coeficiente de Difusividade Térmica do agai. . . . . . . . . . .. . ... 64
Tabela 14 — Principais beneficios atrelados ao consumo de agai . . . . . . . . . .. 66

Tabela 15 — Dados de espectroscopia UV-Vis de Biomoléculas Funcionais previstas
nas frutas a serem estudadas. . . . . . .. ... ... L. 66
Tabela 16 — Dados obtidos do espectro fotoactstico do agal na regiao de 230 - 347:
numero do pico, comprimentos da onda e intensidades do sinal. . . . . 75

Tabela 17 — Dados obtidos do espectro fotoacustico do agai na regiao de 389 - 495:

numero do pico, comprimentos da onda e intensidades do sinal. . . . . 76
Tabela 18 — Picos de bandas de TDDFT e PAS (em nm) das antocianinas investigadas,

neste trabalho. . . . . . ... oo 81
Tabela 19 — Niveis possiveis do niimero quantico principal n. . . . . . . . . . . . .. 94
Tabela 20 — Tipo de orbital correspondente a cada valorde . . . . . .. .. .. .. 95
Tabela 21 — Quantidade de orbitais e os possiveis valores para o m;. . . . . . . . .. 95
Tabela 22 — Tipos de transicao, faixas e croméforos . . . . . . . . . ... ... ... 108

Tabela 23 — Autovalores em ordem crescente de energia. . . . . . .. ... .. ... 113



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Cyd

DFT

GGA

HF

HFR

HF — SCF
HK
HPLC
KS

LCAO
LDA

Muvd

Pt

RG
SCF
TDDFT
TLV
TOM

uv

Cianidina
Density Functional Theory
Delfinidina
Generalized Gradient Approximation
Hartree-Fock
Hartree-Fock-Roothaan
Self-Consistent Field Method Hartree-Fock
Hohenberg-Kohn
High Performance Liquid Chromatography
Kohn-Sham
Linear Combination of Atomic Orbitals
Local Density Aproximation
Malvidina
Hartree-Fock-Roothaan
Photoacoustic Spectroscopy
Polarizable continuum model
Pelargonidina
Peonidina
Petundina
Rosencwaig e Gersho
Self-consistent field
Time-dependent DF'T
Bond Valence Theory
Molecular Orbital Theory

Ultraviolet



2.1
211
2.2
221
2.3
23.1
2311
23.1.2
2.3.13
2314
23.15
2.3.16
2.4
2.5
25.1
2511
25.1.2
2513
2514
2515
2516
2.6
2.6.1
2.7
2.8
2.8.1
2.8.2
2.8.3
2.8.4
2.9
29.1
2.10

SUMARIO

INTRODUCAO . . . .. i ittt e e e e et e et e 18
FUNDAMENTACAO TEORICA . .. .. ... ... ... ...... 21
Compostos Organicos . . . . . . . . .. ... .. ... ... 21
Grupos Funcionais . . . . . . ... 21
Funcées Organicas Oxigenadas . . . . . . . .. ... ... ... ..... 22
Fenol Cs HsOH . . . . . . . . . . . e 22
Flavonoides . . . . . . . . . . . . . ... 23
Antocianidinas . . . . ... L 26
Delfinidina C15H11074+ . . . .« . . 0 o o o e e e e e 26
Petunidina C16H1307+ . . . . . . . . e 27
Malvidina C17Hi5074+ . . . . . . . 0 o e e e 28
Cianidina C15H1106+ . . . . .« . o e e 28
Peonidina CigH1306+ . . . . .« o« 0 o o e e 29
Pelargonidina C15H11054+ . . . . .« . . . . . L 30
Sistemas multieletrénicos . . . . . . ... ... 31
Método Hartree Fock . . . . . . . . . ... ... .o 32
FuncGesde Base . . . . . . . . . . 36
Base Minima (SZ) . . . . . . . ..o 36
Base Double Zeta (DZ) . . . . . . . . . ... 37
Base Triple Zeta (TZ) . . . . . . . . . . . 37
Base Split Valence (SV) . . . . . . . ... 37
Fungdes Polarizadas . . . . . . . . . . ... 37
Funcbes Difusas . . . . . . . . . . Lo 37
Teoria do Funcional da Densidade . . . . . . . .. ... ... ..... 38
Aproximacao do Gradiente Generalizado. . . . . . .. ... ... .. ... 40
Teoria do Funcional da Densidade Dependente do Tempo . . . . . . 41
Fundamentos da Espectroscopia . . . . . . . . .. .. ... ... ... 41
Propriedades da Radiacao Eletromagnética . . . . . ... .. .. .. ... 42
Espectro Eletromagnético . . . . . . . . . . ... ... L. 42
Relacoes das Propriedadesda Luz . . . . . . .. . . ... ... .. .. .. 43
Interacdo Luz < Matéria . . . . . . . .o 44
Técnicas de Espectroscopias . . . . . . . . ... ... ... .. .... 45
A Lei de Lambert-Beer . . . . . . ... 45
A Teoria Fotoacustica . . . . . . ... ... ... ... ... 47



2.10.1 Introducdo Histérica . . . . . . .. ... Lo 47

2.10.2 Efeito Fototérmico . . . . . . . . . ..o 48
2.10.3 Efeito Fotoaclstico . . . . . . . . . . . ... 50
2.10.4 Equacdo da Difusao Térmica . . . . . . . .. ... ... 53
2.10.5 Producao do Sinal Fotoacustico: Equacdo Geral . . . . . . . ... ... .. 57
2.10.5.1 Casos Limites . . . . . . . . L 63
3 MATERIAIS, METODOS E MONTAGENS EXPERIMENTAIS . . . 65
3.1 Acai: Conceituacao, Propriedades e Beneficios . . . . ... ... .. 65
3.2 Estruturas Moleculares Previstas . . . . . . . ... ... ... ..... 66
33 Espectroscopia Fotoacustica . . . . . .. .. ... ... ........ 67
331 Elementos de Espectroscopia Fotoacustica . . . . . . . . ... ... .... 67
3.3.2 Principios de Funcionamento do Espectrometro Fotoacustico . . . . . .. 68
3.33 Acumulacdo Espectral e Normalizacdo . . . . . . . .. ... .. ... ... 70
3.4 Preparacdo das Amostras . . . . . . . . ... ... ... 71
3.5 Detalhes Computacionais . . . . . . . . . .. .. ... .. ....... 73
4 RESULTADOS EDISCUSSOES . . .. ... ... ... ... .. 74
5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS . . . . . ... .t vv .. 83
REFERENCIAS . . . . . . .. it 85
ANEXOS 93
ANEXO A - ORBITAIS HIBRIDOS EM COMPOSTOS DE CARBONO 94
A.l Ndmeros Quanticos . . . . . . . .. . ... 94
All Ndmero Quantico Principal (n) . . . . . . .. ... ..o oL 94
A1l2 Nidmero Quéntico Secundério ou Azimutal (/) . . . . . ... ... ... .. 94
A13 Nidmero Quéantico Magnético (moum;) . . . .. ... ... ... .... 95
Al4 Nidmero Quantico de Spin (soumg) . . . . ... ... ... ... 95
A.2 Teoria da Ligacdao de Valéncia- TLV . ... ... ... ... ..... 96
A2.1 Hibridizacdo de Orbitais Atémicos . . . . . . . . . .. .. ... ... ... 96
A2.2 Compostos Aromaticos . . . . . . . . .. 98
ANEXO B - TEORIA DOS ORBITAIS MOLECULARES . . . . .. 100
B.1 Orbitais Moleculares . . . . . . . . . .. ... ... .. 100
B.2 Representacao dos Orbitais Moleculares . . . . . . . ... ... ... 102
B.2.1 Estrutura Eletrénica de Moléculas Diatomicas Homonucleadas . . . . . . . 104

B.3 Estrutura Eletronica de Moléculas Poliatomicas . . . . . . . . . .. 106



B.3.1

C.1

Tipos de TransicOes . . . . . . . . . . ..

ANEXO C - APROXIMACOES DEHUCKEL . ...........
Efeitos da Conjugacao . . . . . . . . . .. .. ... ..



18

1 INTRODUCAO

A identificacdo de moléculas em materiais bioldgicos tem se tornado um tema
recorrente para o conhecimento da biodiversidade brasileira [1]. Em especial, o estudo de
biomoléculas em frutos da Amazdnia brasileira tem contribuido para diversas aplicagoes
na industria de farmacos, cosméticos e corantes naturais em alimentos. Apesar de outras
areas poderem servir de nicho para a aplicacao dessas biomoléculas, principalmente as de
matérias biodegradaveis e agricolas, um estudo com base em principios fisico-quanticos tem
potencial de identificar e entender particularidades das biomoléculas que ainda precisam

ser investigadas.

Desse contexto, investigamos o agai, nao apenas devido a sua natureza de ser um
fruto tipicamente brasileiro da regiao amazonica, mas porque tem despontado, na indistria
em geral, como rico em intimeras biomoléculas funcionais. Inclusive, suas importantes

aplicagoes, na area de saude, é consequéncia de seu poder terapéutico e antioxidante.

Na constituicao do acai, os compostos fenélicos compreendem um grande grupo
de substancias organicas funcionais e os flavonéides sao um subgrupo de destaque. As
antocianinas pertencem ao grupo dos flavondides, o qual possui uma pluralidade de
pigmentos amplamente distribuidos no mundo das plantas, sendo responsaveis por sua
diversidade de cores, incluindo azul, roxo, violeta, magenta, vermelho e laranja [2]. Além
dessa funcao para as plantas, as antocianinas também trazem beneficios para nés humanos.
Embora nao possuamos capacidade de produgao dessa molécula, podemos obté-la através

da ingestao das plantas [3].

Alids, hé técnicas, como a Espectroscopia Fotoactstica (Photoacoustic Spectroscopy
- PAS), que simulam os espectros das moléculas. Por um lado, a PAS se destaca
por conseguir medir sinais em amostras opacas e também em amostras com efeito de
espalhamento da luz. Por outro lado, para a obten¢ao de um espectro em um equipamento
usual, a amostra precisa ser preparada, de modo que, normalmente, seja diluida em algum
solvente (etanol, acetona, dgua, entre outros) [4]. Esse preparo tanto exige algum tempo
para que as reacoes quimicas ocorram, quanto desloca os niveis de energia nas transicoes
eletronicas, o que provoca o deslocamento dos picos no espectro e, em alguns casos mais
extremos, as transigoes ficam dificeis de serem identificadas [5]. Contudo, para a PAS isso
nao é um problema, uma vez que a amostra pode ser utilizada in natura (o que dispensa
preparo especial). Por conseguinte, essas caracteristicas tornam a PAS uma excelente
escolha para analisar materiais biolégicos. Dado esse motivo, esta é uma das técnicas

experimentais escolhidas para a realizacao das medidas, desta dissertacao.

Para certificar os dados experimentais, utilizamos de calculos tedricos da Teoria
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Funcional da Densidade Dependente do Tempo (TDDFT), que possibilitaram a identificacao
das moléculas de antocianinas em estudo. O uso dessa teoria é comumente requisitado em
trabalhos que visam analisar moléculas, além de outros métodos que também podem ser

utilizados, como ¢ caso da Teoria dos Orbitais Moleculares (TOM).

Dada a complexidade em torno de nosso objeto empirico de pesquisa, o presente
trabalho se justifica por trés razoes. Em primeiro lugar, a identificacdo de biomoléculas
funcionais em todos os tipos de, por exemplo, frutas, vegetais e cereais é de grande interesse
cientifico. Posto que o grupo flavonoides é composto de diversos subgrupos, dentre os quais,
destacam-se as antocianinas. Esta familia de flavonoides aparece na literatura cientifica
como sendo moléculas potencialmente antioxidantes, anti-inflamatérias e anticancerigenas,

conferindo a elas propriedades farmacolédgicas, além de nutricionais.

Perante esse necessario e referido continuo de investigagoes, em segundo lugar,
seguimos o mesmo enfoque cientifico do grupo de fotoacustica, ao estabelecermos uma
relagdo entre dados experimentais (PAS) e dados tedricos (TDDFT). Assim, esse cruzamento
de dados favorece a compreensao do fendmeno fisico na sua quase totalidade. Nesse
particular, em terceiro lugar, trazemos contribui¢oes para um ambito de exiguidade de
dados de PAS, na literatura, em conjunto com dados tedricos de TDDFT, para identificar

as antocianinas. Logo, este é sobremaneira um trabalho singular e pioneiro.

Com base nos supracitados beneficios do agai e embora haja esse mencionado
interesse investigativo, ainda carecemos de pesquisas que permitam saber: Quais as
principais biomoléculas de antocianinas presentes no fruto tropical — acai? Como a
Espectroscopia Fotoactustica, juntamente com os cédlculos de transicoes eletronicas via
TDDFT, explica os RED SHIFT, em razao dos grupos funcionais dessas moléculas e de

suas posi¢oes na estrutura?

Assim, o presente trabalho tem como objetivo verificar as biomoléculas funcionais
de antocianinas no fruto do agai in natura. De modo especifico, os objetivos sao: 1) associar
o uso da Espectroscopia Fotoactustica aos calculos de transi¢oes eletronicas, via TDDFT;
2) analisar os RED SHIFT observados, nas seis principais antocianinas identificadas, em

razao dos grupos funcionais e das suas posi¢oes na estrutura.

A fim de que as questoes de pesquisa sejam respondidas e os objetivos cumpridos,
esta dissertacao segue um plano organizacional em cinco capitulos. O primeiro é composto
por esta introdugao, que retine aspectos relevantes de investigagao: problemas, objetivos e
justificativas, situando-os nos estudos de dados experimentais (PAS) e tedricos (TDDFT). O
segundo, de fundamentacao tedrica, evidencia explica¢oes sobre as antocianinas, o método
Hartree Fock, os calculos de TDDFT, as técnicas de espectroscopias e a teoria fotoacistica.
O terceiro, de metodologia, relata o detalhamento sobre os materiais e métodos utilizados, o
aparato experimental, a configuracao e o funcionamento dos espectrémetros. O quarto, de

resultados e discussoes, contém a andalise dos resultados experimentais de PAS e UV-VIS
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e os tedricos TDDFT. Por fim, o quinto capitulo é composto pela conclusdo e pelas
perspectivas futuras, o qual ratifica o ineditismo do uso da técnica de fotoacustica, aliada
aos calculos de TDDFT, ambos aplicados em acai in natura, para analisar o grupo das

antocianinas.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Compostos Organicos

A vida, como a conhecemos, nao poderia existir sem a presenca dos compostos de
carbono. O principal motivo para a quantidade abundante desses compostos ¢ o fato de o
carbono fazer ligacoes covalentes muito fortes entre si, levando a formacao de cadeias dos
mais diferentes tipos e tamanhos, além de ligar-se fortemente com outros elementos do

tipo oxigénio, hidrogénio, nitrogénio e enxofre [6].

Dessas cadeias, a que se apresenta como um hexagono perfeito, com as seis ligagoes
C-C, que exigem a mesma distancia, é o benzeno(CgHg). Essa molécula embridgo forma
a molécula em estudo (antocianina) e possui estrutura classificada como uma cadeia
carbdnica ciclica, aromatica (constituida por compostos que apresentam o anel benzénico
em sua estrutura), insaturada (apresenta pelo menos uma ligacdo dupla) e homogénea
(ndo apresenta nenhum elemento diferente do carbono, entre dois carbonos). Tal cadeia

pode ser representada através das estruturas mostradas na Figura 1.

i Qﬁ,c

[65) @) @

Figura 1 — Estruturas quimicas do benzeno.

2.1.1 Grupos Funcionais

Os denominados grupos funcionais sao agrupamentos com caracteristicas peculiares
que, por seu carater singular, possibilitam classificar uma substancia [6]. Um dos principais
grupos funcionais encontrados na estrutura das antocianinas é o hidroxila —OH, ja que
sua presenca na cadeia carbonica acaba determinando um tipo de substancia. Conforme
ilustrado, a Figura 2 apresenta um novo composto formado a partir da adicao do grupo

hidroxila —OH, na estrutura do benzeno, conhecido como fenol.

OH

>

Figura 2 — Composto formado a partir da adicao do grupo -OH na molécula de benzeno.
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2.2  Funcées Organicas Oxigenadas

2.2.1 Fenol C¢H;OH

No fenol, o grupo hidroxila esta ligado diretamente a um anel aroméatico. Os fenodis
diferem dos alcoois (compostos formados por hidroxilas ligadas a 4tomos de carbono
saturados [7], por serem Aacidos fracos, pois possuem uma estrutura de ressonancia
representada por duas ou mais estruturas. Essas diferem apenas no arranjo dos elétrons,
resultado da deslocalizacao e estabilizagdo da base conjugada [8]. A Figura 3 apresenta a

forma estrutural do fenol simples.

OH

Figura 3 — Estrutura quimica de um fenol simples.

Muitos compostos fendlicos simples apresentam func¢oes importantes nos vegetais,
agindo como compostos de defesa contra patdgenos e herbivoras [9]. Os vegetais podem
modificar os esqueletos carbonicos basicos de compostos fendlicos simples, para formar
produtos mais complexos. Compostos fendlicos podem ser agrupados em diferentes classes,
de acordo com a sua estrutura quimica basica (tais como o tipo e o ntimero de anéis
fendis), bem como em diferentes subclasses, conforme substituigoes especificas na estrutura
bésica [10]. A tabela 1 apresenta algumas das principais classes de compostos fendlicos

em plantas, segundo o nimero de carbono.

Tabela 1 — Classificagdo dos compostos fendlicos de acordo com o esqueleto bésico [11].

Estrutura Classe
Cs Fendis simples
Cs — C} Acidos fenélicos
Ce — Oy Acetofenonas e acidos fenilacéticos
Cs — Cs Acido hidroxicinamico, fenilpropanoides
Ce — Cy Naftoquinonas
Cs— C1 — Cg Xantonas
Cs — Cy — Cg Estilbenos
Ce—C5—C Flavonoides
(Cs — C3 — Cp)2 Lignanas
(Ce — C3)2 Diflavonoides
(Cé)n Melaninas vegetais
(Cs — C3),, Ligninas
(Cs — Ch)y Taninos hidrolisaveis
(Ce — C3 — Co)y, Taninos condensados
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Desses compostos, a classe dos flavonoides esta em destaque negrito, na Tabela
1, porque nela se encontra a subclasse das antocianinas, estudada neste trabalho. Em

virtude desse interesse investigativo, a seguir, detalhamos especificidades dos flavonoides.

2.3  Flavonoides

Os flavonoides representam um dos grupos mais importantes, diversificados e
amplamente distribuidos entre os produtos de origem vegetal. Dentre as muitas atividades
atribuidas aos flavonoides nas plantas, podemos mencionar a protecao contra os raios
ultravioleta e os microrganismos patogénicos, bem como a agao antioxidante, acao

alelopética e inibi¢ao enzimética [12].

Devido aos seus efeitos biolégicos observados in vitro (fora do organismo vivo,
em tubo de ensaio), os flavonoides sdo objetos investigativos recorrentes. Sao autores de
limpeza de radicais livres, modulagao da atividade enzimatica e inibicao de proliferacao
celular. Ademais, possuem utilidade potencial como antibidticos, antialérgicos, agentes

antidiarreicos, antitlcera e anti-inflamatoéria [13].

Como se pode averiguar pela descricao de mais de 6.000 diferentes flavonoides,
sua estrutura quimica esta baseada no nicleo flavilium, o qual consiste de 15 atomos
de carbono, contendo um esqueleto comum de difenilpiramos (Cs — C5 — Cp) [14]. A
estrutura consiste de dois anéis aromaticos A e B, unidos por uma ponte de trés carbonos,
geralmente na forma de um anel heterociclico C (Cf. Figura 4). O anel aromatico A é
derivado do acetato/ malonato, enquanto o anel B é derivado da fenilalanina, através
do chiquimato [15]. O anel C pode ser um pirano heterociclico, gerando as estruturas
bésicas das leucoantocianinas e das antocianidinas, denominado de nicleo flavana [16].
Substitui¢oes aos anéis A e B dao origem aos diferentes compostos dentro de cada classe
de flavonoides, como antocianidinas, flavondéis, flavanas, isoflavonas, flavononas e flavonas

[17].

Figura 4 — Estrutura base dos flavonoéides.

Os quatro maiores grupos, seus componentes e suas fontes alimentares estao
descritos na Tabela 2. Dentre essas importantes classes de flavonoides, encontram-se as

antocianidinas, objeto de estudo desta dissertacao.
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Tabela 2 — Grupo de flavonoides, seus componentes bioativos e fontes alimentares. Fonte:

[18].
Grupos Componentes Fonte alimentar
Apigenina Cascas de magas
Chrisina Cerejas
kaempferol Brocolis
Flavonas Luteolina Peles de frutas
Miricetina Cranberries
Rufina Uvas
Sibelina Alface
Quercetina Oliva, Alho
Fisetina
Hesperetina Frutas Citricas
Flavanonas Narigina Peles de frutas citricas
Naringenina
Taxifolina
Catequina Vinho tinto
Catequinas Epicatequina Cha
Epigalocatequina galate
Cianidina Cerejas, acai,
Delfinidina uvas, cupuagu
Malvidina framboesas, caqui
Antocianidinas Pelargonidina jabuticaba, uvas vermelhas
Peonidina Castanha do para, morangos e
Petunidina castanha do brasil.

As duas classes de flavondides consideradas como mais importantes sao os flavonois

e as antocianidinas [19]. Estas apresentam, como estrutura fundamental, o cétion flavilico

(2-fenilbenzopirilium), representado na Figura 5.

Estruturalmente, as antocianinas sao glicosideos derivados de poliidroxi e polimetoxi
de 2-fenilbenzopirilium (cation) ou sais de flavilium. Apresentam, em sua estrutura
quimica, um residuo de agicar na posicdo 3 (Figura 6), facilmente hidrolisado por
aquecimento com HCI 2N. Como produtos dessa hidrélise, obtém-se o componente glicidico
e a aglicona, denominadas antocianidinas [20]. Antocianinas que ocorrem na natureza
contém vérias antocianidinas, mas apenas seis ocorrem comumente nos alimentos (cianidina,
pelargonidina, peonidina, delfinidina, petunidina e malvidina) [13, 21]. As antocianidinas
sdo menos soluveis em dgua do que seus correspondentes glicosideos (antocianinas), por

isso ndo sao encontradas facilmente livres na natureza [2].

Compostos fendlicos de um esqueleto de flavonoides mostram maximos de absorc¢ao
tipicos, nas faixas de 240 a 280 nm (devido ao sistema benzoila do anel A) e 300 a 560
nm (devido ao sistema hidroxicinamoil do anel B) (Figura 6). Antocianinas puras (e
antocianidinas), geralmente determinadas em solugdo metandlica de HC1 a 0,01% (v/v),

mostram esses maximos de absorcao nas faixas de 270 a 280 nm e 500 a 550 nm, variando



Capitulo 2. Fundamentacio Teorica 25

de 30 a 70 nm, a depender dos padrdes de substituicao [22].

O termo antocianina é de origem grega: anthos, em grego, significa flor; kyanos,
meio azul. Pertencentes a classe generalizada de compostos fendlicos, nomeados de bloco
dos flavonoides, as antocianinas sao os pigmentos mais importantes nas plantas visiveis ao
olho humano. Sao um grupo de pigmentos vegetais hidrossoliveis, amplamente distribuidos
no reino vegetal. Seu espectro de cor varia do vermelho ao azul e, atualmente, sabe-se
que sdo responsaveis pelas coloragoes violeta, amarela e parpura. Também, apresentam-se

como uma mistura de ambas as cores, resultando em tons de pirpura [13, 21].

HO

O—Glucosideo

Figura 5 — Cation 2-fenilbenzopirilium OH

o1e 1
(flavilium). Figura 6 — Antocianidina +3 -O- glucosideo.

O que difere as formas de antocianidinas existentes ¢ o nimero de grupos hidroxilicos
e/ou metoxilicos presentes na aglicona Tabela 3; assim como o nimero e a posi¢ao dos

agucares e acidos alifaticos, ou aromaticos, ligados & molécula de agicar [23].

Tabela 3 — Grupos substituintes de antocianidinas mais frequentes na natureza [2].

Antocianidinas R, Ry
Delfinidina OH OH
Petunidina OH OCHj;

Malvidina OCH; | OCH;

Cianidina OH H

Peonidina OCHs; H
Pelargonidina H H

Os compostos individuais dentro de uma classe sao diferenciados por substituicoes
nos anéis A e B, que podem incluir hidrogenacao, hidroxilagao, metilagao, malonilagao,

sulfatagao e glicosilagao [24] (Figura 7).

1 Os ntimeros indicam as posicdes dos carbonos na estrutura.
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OH
R1=H R2=H Pelargonidina 3-glicosideo | R1=H R2=H Pelarginidina 3 5-diglicosideo
R1=0H R2=H Cianidina 3-glicosideo R1=0H R2=H Cianidina 3 5-diglicosideo
R1=0H R2=0H  Delfinidina 3-glicosideo R1=0H R2=0H Delfinidina 3,5-diglicosideo
R1=0CHz: R2=H Peonidina 3-glicosideo R1=0CH: R2=H Peonidina 3,5-diglicosideo
R1=0CHz R2=0H Petunidina 3-glicosideo R1=0CH: R2=0H Petunidina 3,5-diglicosideo
R1=0CHz R2=0CH: Malidina 3-glicosideo R1=0CH: R2=0QCH: Malidina 3 5-diglicosideo

Figura 7 — Formulas estruturais das principais antocianinas encontradas em frutas. Fonte:

[25].

2.3.1 Antocianidinas
2.3.1.1 Delfinidina Ci5H,;07+

A delfinidina (Dpd) é a antocianidina com maior nimero de grupos hidroxila (OH),
no anel B. Consequentemente, é aquela que apresenta um poder antioxidante mais elevado
[26]. Produz os tons azulados, presentes em diversas flores, entre as quais, as violetas e
delphiniums. Também é responsavel pela coloracao, desde o espectro azul até o vermelho,

de diversos frutos, como berinjela, roma, maracuja e agai [27].

Podemos encontrar a delfinidina na forma de aglicona (sem aguicar) (Figura 8) ou
na forma glucosada (delfinina) (Figura 9).

OH
OH
OH
OH
Ho o+\
HO O+\ OH
OH
= OH wOH
B ;
OH
HO Y OH
Figura 8 — Estrutura molecular da delfinidina OH

na forma de aglicona.
Figura 9 — Delfinidina-3-O-glucoside.

A Tabela 4 apresenta os picos de absor¢ao da delfinidina com comprimento de onda

A maximo de 522.5 nm, na forma de aglicona (Figura 8), e uma variagdo de 520 e 543 nm
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(dependendo da escolha do solvente), na forma de glucose (glu) (Figura 9).

Tabela 4 — Medicao da delfinidina por espectroscopia UV-Visivel. Fonte: [28].

Antocianidinas Solventes Avis—maz(nm)  Referéncias
Delfinidina (Dpd) 0.1 % HCI em etanol 522.5 [29]
Dpd-3-glu 1% HCIl em metanol 543 [30]
10% etanol, pH 1.5 520 [31]

2.3.1.2 Petunidina Ci4H1307+

A petunidina (Ptd) é um composto organico natural. E um pigmento hidrossoluvel,
de coloragao vermelho escuro a roxo, e soltivel em dgua, encontrado em muitos arandos
vermelhos. Também faz parte da pigmentacdo de muitas flores. O nome da mesma
molécula vem da palavra petinia [32]. Podemos encontrar a petunidina na forma de

aglicona (Figura 10), ou na forma glucosada (petunina) (Figura 11).

O/CHs

OH

HO o.
= OH
/
OH

Figura 10 — Estrutura molecular da
petunidina na forma de aglicona.

Figura 11 — Petunidina 3-glucoside.

Os valores de picos de absor¢ao da petunidina, tem comprimento de onda A maximo
de 543 nm, na forma de aglicona (Figura 10), e uma variagao entre 520, 535 e 546 nm
(dependendo da escolha do solvente), na forma de glucose (glu) (Figura 11). Estes valores

e a escolha do solvente podem ser vistos na Tabela 5.

Tabela 5 — Medigao da petunidina por espectroscopia UV-Visivel. Fonte: [28].

Antocianidinas Solventes Avis—maz(nm) Referéncias
Petunidina (Ptd) 0,01% HCl em metanol 543 [32]
Ptd-3-glu HC] em metanol 535 33

[33]
0.1 % HCI em metanol 546 [34]
10% etanol, pH 1.5 520 [31]
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2.3.1.3 Malvidina 017H15O7+

A malvidina (Mvd) é um composto organico; um pigmento de coloragao violeta
bastante abundante na natureza. Faz parte da categoria das antocianinas e estd presente em
frutas, como: uva, acerola, entre outras, e em flores [35]. Um estudo sobre citotoxicidade,
realizado in vitro, mostrou que a malvidina ¢ citotoxica para células de leucemia humana
[36]. A Malvidina retarda o ciclo celular em sua fase G (2) / M e induz a apoptose [37].
Podemos encontrar a malvidina na forma de aglicona (Figura 12), ou na forma glucosada

(malvinina) (Figura 13).

HO o.
A
O /
OH

Figura 12 — Estrutura molecular da
malvidina na forma de aglicona.

Figura 13 — Malvidina 3-glucoside.

Os valores de absor¢ao, assim como o solvente utilizado, podem ser vistos na Tabela
6, que apresentam os picos de absorcao da malvidina, com comprimento de onda A maximo
de 520 e 557 nm, na forma de aglicona (Figura 12), e 520, 538 e 546 nm, na forma de
glucose (glu)(Figura 13).

Tabela 6 — Medi¢ao da malvidina por espectroscopia UV-Visivel. Fonte: [28].

Antocianidinas Solventes Avis—maz(nm) Referéncias
Malvidina (Mvd) 0.1 % HCI em etanol 520 [29]
0.1 % HCI em etanol 557 [38]
Mvd-3-glu 0.1 % HCI em metanol 546 [34]
0.1 % HCI em metanol 538 [39]
0.1 N HCl1 520 [40]

2.3.1.4 Cianidina C15H1104+

Cianidina (Cyd) é um pigmento de coloragao vermelha, da categoria das antocianinas.
Presente em vegetais, como cereja, jameldao, uva, morango, amora, figo, cacau, repolho
roxo e agal [41], podemos encontréd-la na forma de aglicona (Figura 14), ou na forma

glucosada (cianina) (Figura 15).
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OH
OH
+
HO 0 O
N
=

OH

Figura 14 — Estrutura molecular da cianidina

na forma de aglicona. Figura 15 — Cianidina-3-O-glucoside.

Com picos de absor¢ao da cianidina, com comprimento de onda A maximo de
510.5 nm e 547 nm, na forma de aglicona (Figura 14), e 520, 530 e 547 nm, na forma de
glucose (glu) (Figura 15), os valores de absor¢io e solvente utilizados estao apresentados
na (Tabela 7).

Tabela 7 — Medicao da cianidina por espectroscopia UV-Visivel. Fonte: [28].

Antocianidinas Solventes Avis—maz(nm)  Referéncias
Cianidina (Cyd) 0.1 % HC1 em etanol 510.5 [29]
0.1 % HCI em etanol 547 [38]
Cyd-3-glu 0.1 N HC1 520 [42]
1 % HCI em metanol 530 [43]
10% etanol pH 1.5 512 [31]

2.3.1.5 Peonidina C6H 1306+

Peonidina (Pnd) é, parte da categoria das antocianinas, um pigmento que produz
uma coloracado purpura. Estd presente em frutas (como: uva, jabuticaba e cereja) e
em flores (como: a gléria-da-manha e peodnia). Devido a rara estabilidade da cor, sua
formulacao foi patenteada apds a regulacao de acilagao-cafeina, para uso como corante
alimentar. Como muitas antocinidinas, a peonidina possui inibidores potentes e efeitos

apoptoticos, em células cancerosas in vitro [44, 45].

Haja vista que os maiores niveis de peonidina sao encontrados em frutas frescas,
podemos dizer que quanto mais fresca a fruta, mais saudavel ela é para o nosso organismo
[56]. No geral, podemos encontrar a peonidina na forma de aglicona (Figura 16), ou na

forma lucosada (peonina) (Figura 17).

Com base nessas informacoes, a Tabela 8 apresenta os picos de absor¢ao da
peonidina e seus respectivos solventes. Estes sao utilizados na diluicao das substancias,
com comprimento de onda A maximo de 511 e 532 nm, na forma de aglicona (Figura 16),

e 512 e 536 nm, na forma de glucose (glu) (Figura 17).
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Figura 16 — Estrutura molecular da
peonidina na forma de aglicona.

Figura 17 — Peonidina-3-O-glucoside.

Tabela 8 — Medigao da peonidina por espectroscopia UV-Visivel. Fonte: [28].

Antocianidinas Solventes Avis—maz(nm)  Referéncias
Peonidina (Pnd) 0.1 % HC1 em etanol 511 [29]
15:85 0.1 N HCI etanol 532 [46]
Pnd-3-glu 0.1 N HC1 em metanol 536 [34]
10% etanol, pH 1.5 512 [31]

2.3.1.6 Pelargonidina C15H1105+

Pelargonidina (Pg) é, parte da categoria das antocianinas, um pigmento que produz
uma coloragao laranja-avermelhada, presente em frutas (como: morango, acerola, amora,
ameixa, bananeira - na planta -, entre outras) e em flores [47]. Também, segundo estudo
realizado, sabe-se que a pelargonidina tem fortes poderes antioxidantes e é responsavel pelos
efeitos de protegao ao organismo. Esta protegao refere-se ao desenvolvimento das doencgas
cardiovasculares e provavelmente, aos danos oxidativos, causados pelas lipoproteinas

plasmaticas de baixa densidade [48].

OH

Figura 18 — Estrutura molecular da
pelargonidina na forma de
aglicona. Figura 19 — Pelargonidina-3-O-glucoside.

A Tabela 9 apresenta os picos de absorcao da pelargonidina, com comprimento de
onda A maximo de 504.5 e 524 nm, na forma de aglicona (Figura 18), e 496, 508, 513 e
516 nm, na forma de glucose (glu) (Figura 19). Estes valores variam devido a escolha do

solvente utilizado para a analise das substancias.
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Tabela 9 — Medigao da pelargonidina por espectroscopia UV-Visivel. Fonte: [28].

Antocianidinas Solventes Avis—maz(nm) Referéncias
Pelargonidina (Pg) 0.1 % HC1 em etanol 504.5 [29]
0.1 % HCI em metanol 524 [49]
Pg-3-glu 1% HCI em H20 496 [50]
1% HC1 513 [33]
1% HCI em etanol 516 [33]
0.1% HCI em metanol 508 [49]

2.4 Sistemas multieletronicos

O entendimento da estrutura dos atomos, solidos, das moléculas etc. depende
da compreensdo de sistemas formados por muitos elétrons (multieletronicos). Para
estudarmos esses sistemas, recorremos a Mecanica Quantica. A equagao de Schrodinger é
o ponto crucial, pois toda a informacao, de qualquer sistema quantico, pode ser obtida
conhecendo-se apenas a fungao de onda [51]. Tal equagao, independentemente do tempo,

¢ dada por:

Hy(r) = E(r) (2.1)

Como queremos modelar sistemas moleculares, entao o hamiltoniano de um sistema

constituido de N elétrons e M nticleos, na auséncia de quaisquer campos externos, sera

dado por:
R h? Ne Ne Ny 2162 1 N; 2
H=— v — - 2.2
2m, Zl: Zl: XI: dmegry; 2 ; dmegr;; (2:2)

Observando a Equagao 2.2, percebemos que nao ha nenhum operador para descrever
a energia cinética do nicleo, uma vez que esse hamiltoniano trabalha com a aproximagao
de Born-Oppenheimer (BO). Essa aproximagao considera que a massa do nticleo é maior do
que a do elétron. Por conta disso, o movimento nuclear é desprezivel, quando comparado

com o movimento eletrénico [52].

De forma simplificada, podemos reescrever a Equagao 2.2 como sendo:

Ne NN

ZV —JoZZer JOZ— (2.3)

i it

go_n

2m,

62

onde jg = P
0

O primeiro termo da Equacao 2.3 é o operador que descreve a energia cinética dos

elétrons, enquanto que os dois termos seguintes se referem as interagoes eletrostaticas.
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O segundo termo trata-se da atragao eletrostatica entre um elétron qualquer e o nticleo
(este é um termo atrativo que reduz a energia total do sistema). Ja o terceiro termo é
problematico, pois representa a repulsao elétron-elétron. Por ser essa interacao de repulsao,
a energia do sistema aumenta. Para o caso de sistemas que possuem apenas um elétron,
os dois primeiros termos da equagao sao facilmente resolvidos (como o caso do atomo
de hidrogénio). Para qualquer d4tomo ou molécula, este termo em destaque precisa ser
resolvido, utilizando métodos aproximados. O método Hartree-Fock (HF), descrito a

seguir, foi um dos primeiros métodos utilizados com esse objetivo.

2.5 Meétodo Hartree Fock

O método Hartree-Fock (HF') ndo resolve o terceiro termo da Equagao 2.3, mas
utiliza outro caminho para representar essa interagao, sem necessariamente resolvé-la.
Com base nisso, para a molécula de hidrogénio (H;), formada por dois prétons e dois

elétrons (Figura 20), o Hamiltoniano desse sistema é descrito como:

A h? 11 11 '
H = =5 —(Vi* + V") — o <T+++> + 2 (2.4)

Figura 20 — Interagdo eletrostatica de atracao entre os nicleos e os elétrons e de repulsao
entre os elétrons.

Podemos representar o Hamiltoniano de uma forma mais simples, se considerarmos

o elétron sozinho na molécula, desconsiderando a repulsao elétron-elétron.

Logo, o Hamiltoniano total sera:

H=F +hy+22 (2.6)
12
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O método HF é baseado na aproximacao orbital, de modo que a func¢ao de onda

global do sistema ¢é o produto de fung¢oes de ondas monoeletronicas individuais.

U(ry, 19, 13) = (1) (r2)1(r3)... (2.7)

Podemos escrever essas funcoes individuais na forma de Spin-Orbital, em que:

(1) = ¥a"(1) = Ya(1)a(l) (2.8)
¢(T2) = %’8(2) %(2)5(2)

A Equacao 2.8 representa o elétron 1, em um orbital a qualquer, possuindo spin «

e o elétron 2, em um orbital a qualquer, possuindo spin 5.

De forma geral, temos:

\Ij(rla T2, 7n3'-') = ¢aa(1)waﬁ(2)¢ba“-¢zﬁ(Ne) - ¢aa(2)¢aﬁ(1)¢ba~--?/Jzﬁ(Ne) + .. (29)

Em 1929, John C. Slater escreveu a fungao que representa a distribuicao de elétrons,

na forma de um determinante [53].

A forma geral do determinante de Slater é:

¢a(1)a(1) wa<2)a(2) : ¢a(n)a(n)
. Ya(1)B(1)  a(2)B(2 Ya(n)B(n)

U = ~ Yp(Da(l)  p(2)a(2) -+ p(n)a(n) (2.10)
Um(1)B(L) ¥n(2)B8(2) Ym(n)B(n)]

Essa funcao retne trés propriedades importantes, para um sistema composto de n
elétrons, todas provenientes das propriedades dos determinantes.
1. A funcao é antissimétrica, para a troca de duas particulas;

2. O Principio da Exclusao de Pauli também é respeitado e, como bem sabemos, os

elétrons sao particulas indistinguiveis;

3. O determinante garante que a totalidade de elétrons possa ocupar todos os orbitais,

com a mesma probabilidade.
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O operador Fock, representado por fl, atua individualmente em cada funcao de

onda, fornecendo uma energia individual.

fl¢a<1) :5(177011(1) (211)

Esse operador f; assume os seguintes termos:

fl = }All + ‘A/coulomb média T ‘A/;froca (212)

O primeiro termo da Equagao 2.12, também conhecido como operador de carogo
(hipétese de que o elétron esta sozinho na molécula), descreve apenas a cinética do elétron e
a atracao elétron-ntcleo. Os dois termos seguintes representam a interacao elétron-elétron.
O segundo termo representa o operador da interagdo de coulomb média (este operador
considera a interacao do elétron com a nuvem eletronica global da molécula e nao elétron

com elétron, o que torna esta aproximagao ruim) [54].

O operador V.guomb média € representado por:

‘7coulomb média = 2 Z jm(l) (213)

Onde J,, é 0 operador que atua na funcio de onda e fornece a integral de Coulomb.

Vejamos:

Ia(1) = o [ a1 6 (2) 0 (2)d (2.14)

O terceiro termo é o operador da interagao de troca (interagdo puramente quantica),

que estd associada com a antissimetria da funcao de onda.

O operador V,,..., é representado por:

‘A/troca = _ZKmU-) (215)

Onde K,, é o operador que atua na funcao de onda e fornece a integral de troca.

Eon(1)¢0(1) = o [ (1)) bul2)dr (2.16)

Assim, podemos reescrever a Equagao 2.11 como sendo:

Fita(1) = haha(1) + 32120 (1) = Ko (D]t (1) (2.17)
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A resolugdo da Equacao 2.17 ¢é feita utilizando o método de Campo Autoconsistente
de Hartree-Fock (HF-SCF). Dessa maneira, incialmente, escolhe-se uma funcao de onda
como partida. Essa fungao entra no cédlculo e, quando desenvolvida, fornece uma nova
funcao melhorada e uma energia para o sistema. Essa nova fung¢ao entra novamente no

célculo, fornecendo outra nova fungao, até que tal fun¢ao possa convergir [54].

Contudo, como a forma que o método HF foi resolvido anteriormente nao é adequada,
em 1951, o holandés Roothaan propde uma alternativa de resolver o problema, escrevendo
a fun¢ao de onda como uma Combinacao Linear de Orbitais Atdmicos. Assim, o peso de
cada orbital atomico é dado pelo coeficiente C,,, e cada orbital atomico é representado

por uma base Y,.

Ny
Ui = ComXo (2.18)
o=1

A Equacao 2.18 pode ser trabalhada no método HF, fazendo algumas modificagoes.
Ademais, Roothaan resolve a equacao de Fock (Equagao 2.11), utilizando o método

madtricial.

Fc=Sce (2.19)

onde F' ¢é a matriz de Fock, dada por:

Foo= [ xo(Dfixo(L)dr (2:20)

Sabendo que S ¢é a matriz de sobreposicao entre os orbitais atomicos, temos que:

Sor = [ Xo(xo(1)d7 (2.21)

E mais, ¢ é matriz dos coeficientes e € a matriz de energia, de modo que a energia de cada

orbital é dada por um elemento na diagonal principal.

Substituindo a Equacgao 2.18, dada por Roothaan, na Equacao 2.11, dada por HF,

e multiplicando o lado esquerdo das equacgoes, pela base do orbital atomico y,, teremos:

Z_:Com/xo(l)flxo(l) = 8aZ_:Com/xo(1)xo(1) (2.22)

A expressao HF utilizada por Roothaan pode ser escrita na forma matricial:

N, N,
Z Foo’Com = E&q Z So/ocom (223)
0=1 0=1
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Tomando como exemplo a molécula de Hidrogénio (H,), a matriz pode ser escrita

COIMo:

Faa Fap
Fpa Fpgp

Caa Cap
Csa Ch

1S
S 1

CAa C’Ab
OBCL CBb

. 0
y ] (2.24)
0 Ey

Nesse caso, nao escolhemos uma func¢ao de onda aleatéria e sim uma funcgao de
base. Primeiramente, definimos uma base (z,) - que é o conjunto de orbitais atémicos.
Com a base definida e a utilizacdo da Equacao 2.21, obtemos a matriz de sobreposicao
(So0). Em seguida, escolhemos os coeficientes (C,,,) que, juntamente com a Equacao 2.18,
nos fornece uma funcao de onda. Com essa funcao de onda, podemos definir a Matriz
de Fock (F,y). Por conseguinte, com a matriz de Fock, a matriz de Sobreposicao e os
coeficientes, obtemos a energia do sistema. Assim, podemos substitui-la nas equacoes de
Roothaan e encontrar novos coeficientes. Ao fazermos essa substituicao, novamente nas
equagoes, encontramos um novo valor de energia. Em sintese, esse processo ¢ feito até que

a fungao possa convergir [54].

Nesse interim, o Principio Variacional garante que a funcao final seja adequada.
Esse principio nos diz que a energia obtida, por tentativa Ey, serd sempre maior ou igual

a energia real Fy,. Logo:
Ey > By, (2.25)

2.5.1 Funcoes de Base

O conjunto de base é o conjunto de fun¢des matematicas utilizadas para a construcao

das fungoes de ondas atomicas e moleculares.

2.5.1.1 Base Minima (SZ)

Observando a Equacao 2.18, vemos a possibilidade de termos infinitos orbitais
atomicos, para descrever um orbital molecular. Na pratica, porém, isso nao é possivel.
A quantidade minima de orbitais atémicos é descrito pela base minima. Ao citarmos o
caso do atomo de carbono, percebemos que este é descrito por uma base minima, de cinco
orbitais atomicos 1s, 2s, 2p,, 2p, e 2p.. Logo, temos um total de cinco fungoes matematicas,

sendo uma para cada orbital [55].
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2.5.1.2 Base Double Zeta (DZ)

A base DZ fornece o dobro de fun¢ées minimas para descrever o sistema. No caso

do dtomo de carbono, terfamos um total de dez fun¢ées matematicas [55].

2.5.1.3 Base Triple Zeta (TZ)

A base TZ fornece o triplo de fun¢des minimas para descrever o sistema. No caso

do dtomo de carbono, terfamos um total de quinze fungdes matematicas [55].

2.5.1.4 Base Split Valence (SV)

A base SV fornece uma base minima para os elétrons de caroco e uma base DZ
para os elétrons de valéncia (cada uma das quais pode, por sua vez, ser composta de uma

combinacao linear fixa de fun¢oes Gaussianas primitivas) [56].

2.5.1.5 Funcoes Polarizadas

A adicao de funcgoes de polarizacao aos conjuntos de bases atdmicas permite uma
melhor descri¢ao dos elétrons, em um orbital molecular. Isso ocorre porque se consegue
uma descricao das deformacoes sofridas pelos orbitais atomicos, que participam de uma

ligagao quimica [57].

2.5.1.6 Funcoes Difusas

Funcoes difusas foram adicionadas para descrever com maior precisao o comportamento
de longo alcance das funcoes de onda. Tais fungoes adicionais sao criticas para uma
descricao precisa de: afinidade eletronica, polarizabilidades, rotagao optica e ligagao de
hidrogénio. Este conjunto foi denominado DZP aumentado (ADZP) [58].

Em 1950, Boys propds o uso das Fungoes Tipo Gaussianas (GTFs), em célculos
moleculares [59], para facilitar a solugao de integrais que envolvessem mais do que dois
nucleos. Normalmente, essas func¢oes gaussianas sao as mais utilizadas para descrever os
orbitais moleculares. Uma escolha adequada de gaussianas permite reproduzir fielmente o
comportamento dos diversos orbitais atémicos com caracteristicas s, p, sp (hibrido), d e f

[60]. Desse modo, as fungoes gaussianas podem ser expressas como:

gla,l,m,n;x,y, z) = Ne_O‘TQQ:lymZ” (2.26)

Onde N é uma constante de normalizacao, « é o expoente, X, y e z sao as coordenadas
eletronicas cartesianas e I, m e n sao conjuntos de niimeros inteiros maiores ou iguais a
zero. Os pardmetros I, m e n nao sdo nimeros quanticos, mas simplesmente os expoentes

das coordenadas cartesianas [60].
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A partir desses conceitos surge, entao, a teoria popularizada como Teoria dos
Orbitais Moleculares (TOM). Nessa teoria, consideramos que a aproximagao de um orbital
molecular pode ser obtida pela Combinagao Linear de seus Orbitais Atomicos (LCAO —
Linear Combination of Atomic Orbitals) [8]. Os detalhes dessa teoria se encontram no
Anexo B.

Neste trabalho, a teoria de Hiickel utilizada permitiu demonstrar, de forma
simplificada, como calcular uma estrutura molecular (por exemplo, o benzeno, cuja
estrutura é o embrido das antocianinas) - ver Anexo C. Todavia, devido & complexidade
da molécula em estudo (formada por dois anéis benzénicos e uma cadeia heterociclica
oxigenada, além do meio ao qual a molécula estd inserida, em nosso caso, a 4gua), o método
tornou-se insuficiente. No mais, os calculos das moléculas estudadas foram realizados
por meio da Teoria Funcional da Densidade Dependente do Tempo (TDDFT), descrita a

seguir.

2.6 Teoria do Funcional da Densidade

A ideia basica da DFT é a energia de um sistema eletronico poder ser escrita
em termos da densidade de probabilidade total p. Como foi visto na Secao 2.5, toda
a informacdo de um sistema esta na fungao de onda. Por um lado, a funcao de onda
de N elétrons depende de 3N coordenadas (z,y, z de cada elétron). Por outro lado, a
densidade eletronica p, independente do ntimero de elétrons envolvidos, depende apenas
das trés coordenadas x,y, z. Utilizar o método DFT, para calcular energia de um sistema
multieletronico, requer um menor custo computacional, quando comparamos a métodos
tradicionais (método de Hartree-Fock), devido ao fato de estarmos diminuindo o ntiimero

de coordenadas de integracao [61].

Toda a informagao do sistema passa a ser escrita em termos da densidade eletronica.
Essa densidade, normalmente representada por p(), mede a probabilidade de encontrarmos

um elétron no ponto de coordenada 7, onde:

p(F) = [ (7)]* (2.27)

Em 1964, Hohenberg e Kohn provaram que todos os observaveis, isto é, todas as
grandezas fisicas, que podemos medir em um sistema, sao unicamente determinadas por
p(7); ou seja, sdo funcionais da densidade. Para conhecermos qualquer propriedade de
um atomo, de uma molécula ou de um solido, s6 precisamos saber qual é a sua densidade

eletronica [62].

Como a energia total é um observéavel, podemos escrevé-la em termos de p(7), isto
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¢, Elp] [63].

Elp] = T[p] + Veelp] + Vielp] (2.28)

Onde T'[p| representa a energia cinética, Vy.[p] o potencial de interagao elétron-niicleo

e Vee[p] representa a interacao elétron-elétron.

Para descrever camadas atomicas que estao no cerne da teoria atomica e molecular,
Kohn e Sham, partem da ideia de um sistema ficticio de elétrons. Consequentemente, o
reconhecido potencial de Kohn-Sham ¢ a capacidade de os elétrons serem submetidos a
um potencial efetivo. Nesse sistema, os elétrons nao interagem uns com os outros, mas a

densidade eletronica continua sendo a mesma de um sistema real [62].

A equacao de Kohn-Sham é muito semelhante a equagao para o atomo de hidrogénio.

A tnica diferenca entre ambas é o potencial elétrico ser criado pelo nicleo do hidrogénio
2

k
——i e substituido pelo potencial de Kohn-Sham, v (7).
T

Hicsti(r) = —:;VQ +vis(r)| ¢¥i(r) = ei(r) (2.29)

Esse potencial é provado ser um funcional da densidade, vk g[p|(7), e é definido

como a soma de trés partes:

Vis[P)(T) = Veat [p)(F) + VHartree|p)(T) + Vac|p](T) (2.30)

O primeiro termo representa o potencial externo, criado pelos nicleos atémicos.

veulp] = [ p(r)o(r)dr (2:31)

O segundo, o potencial de Hartree, ja presente na teoria de Thomas-Fermi, leva em
conta a interacao eletrostatica classica entre os elétrons, isto é, a interagao entre o elétron e
a densidade média de carga de todos os elétrons do sistema. O ultimo termo, denominado
potencial de troca e correlagdo, inclui todos os termos nao triviais da interagao (como a
troca de energia, que vem da antissimetria da funcdo de onda quéntica e da correlagao

dindmica no movimento dos elétrons individuais) [62].

A energia total do estado fundamental da Equacao 2.28 pode ser reescrita como:

Elp] = [ | + Veat[p] + Veelp] (2.32)
B[] = —|—/p r)dr + 2//" d dr' (2.33)
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Na aproximacao de Kohn-Sham, T'[p] é separada em duas componentes. Uma das
componentes corresponde & energia cinética de um gas de elétrons nao interagentes T[p].
A outra componente inclui as interacgoes eletronicas e a correcao da energia cinética no

termo de troca e correlagao E,.[p] [64]. Entao, podemos escrever:

Elp] = Ts[p] + /p('f’)v(r)dr + ;//W(irdr’ + E.c[p] (2.34)

A maior fonte de erro em DFT estd na natureza aproximada da energia de troca e
de correlagao. Por isso, numerosos esquemas tém sido desenvolvidos para obter formas
aproximadas do funcional para essa energia. Entretanto, atualmente ainda ha esforcos
na busca por funcionais mais precisos, para aplicacdo em areas especificas. Entre as
mais populares para o estudo de soélidos, estdo as chamadas chamadas aproximacoes

generalizadas de gradientes (GGA, de Generalized Gradient Approximation) [65].

2.6.1  Aproximacado do Gradiente Generalizado

A aproximacgao do Gradiente Generalizado (GGA) considera, além da densidade
eletronica p(r) no ponto r, o gradiente da densidade eletronica Vp(r) neste ponto, onde a
densidade de energia de troca e correlacao estd sendo calculada [64]. Assim, o termo de

troca e correlacao é escrito como:

Evelp(r)] = [ exclp(r), Vo(r)ldr (2.35)

Existem intimeros funcionais GGA que diferem em como essas funcoes sdo escritas
e compostas. Muitas combinagoes diferentes foram desenvolvidas, tais como BP, BLYP,
BVWN, PW91 etc. Os nomes desses funcionais derivam basicamente da composicao das
contribuigoes individuais. BLYP, por exemplo, tem o termo de exchange proposto por

Beck (B), assim como o termo de correlagao é proposto por Lee, Yang e Parr (LYP) [61].

Apesar de a DF'T ser uma teoria importante, que possibilitou sua aplicacdo em
diversas areas da ciéncia como, por exemplo, a quimica e a biologia. E, embora haja um
intenso trabalho de pesquisa e sisteméaticas metodologias que vém sendo desenvolvidas,
visando melhorar os funcionais, com a finalidade de melhor descrever as propriedades de
sistemas moleculares; devemos ressaltar, no entanto, que o funcional universal exato é

ainda desconhecido [66].

A falha em descrever as energias de excitagao, assim como todas as propriedades de

carater dindmico, de interesse fisico, motiva grandes cientistas, tais como Erich Runge, E.
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K. U. Gross, entre outros, a formular uma teoria que descrevesse a dinamica dos sistemas

eletronicos.

2.7 Teoria do Funcional da Densidade Dependente do Tempo

Os célculos da Teoria Funcional da Densidade Dependente do Tempo (TDDFT),
de transicoes eletronicas, tém sido amplamente utilizados para determinar as estruturas

moleculares [67].

Atualmente, a DFT dependente do tempo (TDDFT) é a abordagem mais utilizada
em energia de transicao e calculos de estrutura e propriedade do estado excitado. A
razao para sua crescente popularidade é ela fornecer resultados precisos a um baixo custo
computacional. A precisao dos resultados depende do funcional de correlacao de troca
usado. Nao obstante, o TDDFT foi aplicado, com sucesso, em calculos de UV-Vis rotacao

éptica e dicrofsmo circular eletronico de varias moléculas [67].

A TDDFT é uma abordagem tedrica para a dindmica quéantica do problema de
muitos corpos. Ela pode ser usada para descrever sistemas quanticos nao estacionarios.
Como consequéncia, a TDDFT fornece um método formalmente exato e praticamente

conveniente, para a descricao dos mais diversos fendmenos dependentes do tempo [51].

Novamente, estamos interessados em sistemas constituidos por N-elétrons, com
coordenadas r = (71, ..., 7y ), porém obedecendo agora a equagao de Schrodinger, dependente

do tempo, a saber:

i——22 = H(r,t)U(r,t) (2.36)

O hamiltoniano agora ¢ escrito como:

H(r,t) =T(r) + W(r) + Vi (r, t) (2.37)

onde T'(r) é a energia cinética, W (r) é o potencial coulombiano e Vg (r, ) é um potencial
qualquer, que depende explicitamente do tempo. O hamiltoniano 2.37 é inteiramente
geral e descreve uma gama de situacoes fisicas e quimicas de interesse, como, por exemplo,

atomos, moléculas ou sélidos, em um campo elétrico ou magnético dependente do tempo

[68].

2.8 Fundamentos da Espectroscopia

Espectroscopias sao métodos experimentais de fisica, utilizados para observar

fendmenos fisicos ou substancias de natureza variavel. Estas englobam desde elementos
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quimicos, atomos, fons e moléculas, até compostos em qualquer estado fisico (s6lido,

liquido, gasoso), que utilizem radiagao eletromagnética [69].

2.8.1 Propriedades da Radiacao Eletromagnética

A energia eletromagnética nao precisa de um meio material para se propagar, haja
vista ser definida como uma energia que se move na forma de ondas eletromagnéticas a
velocidade da luz (¢ = 3 x 108m/s). Dado que a velocidade de propagagio das ondas
eletromagnéticas é diretamente proporcional a sua frequéncia e comprimento de onda, esta

pode ser expressa por:

c=Av (2.38)

onde ¢ = velocidade da luz (m/s), v= frequéncia (ciclos/s ou Hz) e A = comprimento de
onda (m) [7].

Enquanto que, sob uma perspectiva quantica, a radiagao eletromagnética é concebida
como o resultado da emissao de pequenos pulsos de energia; sob uma perspectiva
ondulatoria, a radiacao eletromagnética se propaga como ondas formadas pela oscilacao
dos campos elétrico e magnético. No modelo ondulatorio, a radiagao eletromagnética ¢é
caracterizada por comprimentos de onda, que representam a distancia entre dois pontos de
igual intensidade desses campos supracitados. Assim, o conjunto de comprimentos de onda

que compoem a radiagao eletromagnética é conhecido como Espectro Eletromagnético

[70].

2.8.2 Espectro Eletromagnético

Espectro Eletromagnético é a disposicao ordenada da energia eletromagnética, de
maneira continua, em funcdo de seu comprimento de onda ou de sua frequéncia. Esse
espectro apresenta subdivisoes, de acordo com as caracteristicas de cada regiao. Cada
subdivisao é fungao do tipo de processo fisico, que da origem a energia eletromagnética,

do tipo de intera¢ao que ocorre entre a radiagdo e o objeto sobre o qual esta incide [70].

Como mostra a Figura 21, o espectro eletromagnético se estende desde comprimentos
de onda muito curtos, associados aos raios césmicos, até as ondas de radio de baixa
frequéncia e grandes comprimentos. Isso posto, os equipamentos utilizados, neste estudo,
possuem alcance na regiao do ultravioleta (UV), até a regiao visivel (VIS), com comprimentos
variando de 200 nm ~ 750 nm (nanoémetros). Sendo assim, serd discutido apenas esse

intervalo de comprimentos de onda.
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Figura 21 — Amostragem de Maxwell: a luz como um componente do espectro
eletromagnético. Fonte: [7].

O Ultravioleta (UV) é produzido em grande quantidade pelo Sol, uma vez que
¢ emitido na faixa de 200 nm, até mais ou menos 400 nm. J& a regiao Visivel (luz) é
o conjunto de radiacoes eletromagnéticas que podem ser detectadas pelo sistema visual
humano [70]. O fisico cientista Isaac Newton, ao estudar o fendmeno de dispersao da luz,
observou que diferentes tipos de raios de luz discretos produziam uma cor diferenciada,

associada a certo comprimento de onda A, como observado na Tabela 10.

Tabela 10 — Regioes espectrais do visivel com seus respectivos comprimentos de onda.

Fonte: [71].

Cor Comprimento de onda ()

Violeta 380 =~ 450nm

Azul 450 =~ 490nm

Ciano 490 ~ 520nm

Verde 520 ~ 570nm

Amarelo 570 ~ 590nm

Laranja 590 ~ 620nm

Vermelho 620 ~ 750nm

Como o modelo ondulatério falha na explicacao de fendomenos de absorcao e emissao
de energia, surge, entdo, um novo modelo de particulas. Este demonstra que a radiacao
eletromagnética é constituida por particulas discretas (fotons), que funcionam como pacotes
de energia (a exemplo do efeito fotoelétrico). Hoje, o modelo mais aceito é uma jungao dos
dois modelos, intitulados de dualidade onda-particula, em que a radiacao eletromagnética

guarda caracteristicas tanto de onda quanto de particula [8].

2.8.3 Relacdes das Propriedades da Luz

A Equacao 2.39, conhecida como equagao de Planck-Einstein, mostra a relacao

entre a frequéncia e a energia de uma onda eletromagnética. Nessa equacao, E é a energia
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da onda (expressa em elétron-volts [eV], além disso, v é sua frequéncia - (expressa em
hertz [Hz] ) e h uma constante fisica de proporcionalidade, chamada constante de Planck,
com valor de 4,14 x 107"%[eV 5] [7].

E=h-v (2.39)

Podemos também relacionar a energia com o nimero de ondas, como mostrado na

Equacao 2.40. Nela, 7 é o nimero de onda expressa em m ™.

_hee
D

Ao observarmos as Equacoes 2.39 e 2.40, vemos que a energia é diretamente

E —h-c-D (2.40)

proporcional a frequéncia e inversamente proporcional ao comprimento de onda. Ou
seja, quanto maior a frequéncia e menor o comprimento de onda, maior serd a energia

transmitida ou absorvida.

2.8.4 Interacao Luz < Matéria

Quando uma molécula é exposta a radiacao eletromagnética, ela pode absorver
um féton, aumentando sua energia em quantidade igual a energia do féton absorvido.
Uma vez que as moléculas sao altamente seletivas em relagao as frequéncias que absorvem,
apenas fotons de determinadas frequéncias especificas sao absorvidos por uma molécula.
As energias fotonicas caracteristicas absorvidas por uma molécula dependem da estrutura
molecular e sao medidas com instrumentos chamados espectrometros. Nesse processo, a
radiagao eletromagnética é absorvida por uma molécula, quando a energia do féton for
igual a diferenca de energia entre dois estados eletronicos (UV-Vis) [7], como mostrado na

figura abaixo.

Figura 22 — Dois estados de energia de uma molécula. A absor¢dao de energia igual a
FE5 — By excita uma molécula de seu estado de energia mais baixo ao préoximo
estado mais alto.

Quando a radiacao, no caso, eletromagnética, no alcance do UV-Visivel, interage

com a matéria, as moléculas saem do seu estado de repouso - minima energia - e passam
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para um estado excitado - mais alta energia. Como o tipo de transi¢ao entre os niveis de
energia do material depende da radiagao (energia) que estd interagindo, vale ressaltar que
estes sao discretos e respeitam o principio da quantizagao da energia. A tabela abaixo

apresenta os tipos de transig¢oes e suas quantizagoes.

Tabela 11 — As transi¢oes e suas respectivas quantizagoes.

Tipo de Transicoes | Quantizacao da Energia
Eletronica E.=hv = h%
Vibracional E, = hg(n + %)

Nessa tabela, a energia eletronica, F,, excita a matéria entre os niveis eletronicos
de energia e é da ordem do UV-Visivel, enquanto a energia vibracional, F,, é responsavel
pela geracao de calor e é restrita a niveis especificos (comportando-se como um oscilador
harménico simples). Um terceiro tipo de energia, a energia rotacional, F,, ndo é mostrada
na tabela, uma vez que sua contribuicao para nosso sistema é desprezivel, porque sua

ordem de grandeza ¢ muito pequena.

A Energia Potencial Total (Er) de uma molécula é dada pela soma dessas energias,

ou seja,

Er=E.+E,+E, (2.41)

e estas possuem a seguinte ordem e magnitude:

E.> E,> E, (2.42)

Para algumas moléculas, os fétons de UV e luz visivel possuem energia suficiente,
para induzir transicoes entre diferentes niveis de energia eletronica, ou seja, permitem
que elétrons em niveis de menor energia passem para niveis de mais altas energias.
Essas transi¢oes possuem bandas de absor¢ao centradas em comprimentos de onda,
caracteristicas que podem ainda ser alargadas, devido a possibilidade de varias outras
transigoes, com diferentes niveis energéticos ocorrerem. Dito de outra forma, os niveis de

energia vibracionais e rotacionais se sobrepoem aos eletronicos [72].

2.9 Teécnicas de Espectroscopias

2.9.1 A Lei de Lambert-Beer

Ao observar a relagdo entre a transmissao de luz e a espessura da camada do
meio absorvente, Lambert (1870) concluiu que a “Intensidade da luz emitida decresce

exponencialmente, & medida que a espessura do meio aumenta aritmeticamente” [71].
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Por seu turno, ao observar a relacao existente entre a transmissao e a concentragao
do meio onde passa o feixe de luz, Beer (1852) concluiu que a “Intensidade de um feixe de
luz monocromatico decresce exponencialmente, a medida que a concentracao da substancia

absorvente aumenta aritmeticamente” [71].

A partir desses autores, consideramos que, quando um feixe de luz, de intensidade
Iy, atinge uma amostra confinada em um recipiente transparente de comprimento b
(Figura23), a intensidade do feixe que sai do outro lado da amostra é 1. Logo, alguma

quantidade de luz pode ser absorvida pela amostra, de forma que I < .

Luz incidente Luz transmmtida
- c |:>
I 1
—
b

Figura 23 — Esquema da diminuicao da intensidade de uma radiacdo monocromética
apos atravessar uma cubeta de largura (b) contendo a solu¢do com uma
concentragao (c¢) no componente em estudo.

Conforme representacao da figura acima, [y é a intensidade da luz incidente, I é a
intensidade da luz transmitida, b a distancia que a luz atravessa e ¢ a concentracao das

moléculas.

As leis de Lambert-Beer sdo os fundamentos da espectrofotometria. Elas sao
tratadas simultaneamente, processo no qual a quantidade de luz absorvida ou transmitida
por uma determinada solucao depende da concentragao do soluto e da espessura da solucgao

(b) [71]. Vejamos como essas leis se relacionam.

Imagine a luz de intensidade I passando por uma camada de espessura infinitesimal

de uma solugao, cuja espessura ¢ dx, como ilustrado na Figura 24:

Luz Luz
ncidente Solugio Efnergente
I— —I-d absorvente

o
x=0 dx x=b

Figura 24 — Luz incidente passando por uma camada de espessura infinitesimal de uma
solugdo cuja espessura ¢ dz.
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A diminuicao da energia dI é proporcional a energia incidente I; a concentracao

das espécies absorventes é dado por ¢ e a espessura da se¢ao dx.

dl = —plcdx (2.43)

onde (3 (coeficiente de absor¢ao) é uma constante de proporcionalidade e o sinal negativo
indica uma diminuicao em I, quando x aumenta. Os limites de integragao sao I = Iy em

r=0el=1emx=0.

Id7 b
@ —Bc/ dv = Inl—Inly=—pcb
I I 0
I
In (> = —fcbh (2.44)
I
Ou ainda,
I = ]Oe—ﬁcb (245)

A Equacao 2.45 representa a lei de Lambert-Beer, a qual diz que um feixe de luz
monocromatico, absorvido por um meio com concentragao c, espessura b e absorbancia [,
decresce exponencialmente, a medida que a espessura do meio absorvente aumenta, como

visto anteriormente.

2.10 A Teoria Fotoaclstica

2.10.1 Introducao Histdrica

Apesar de a técnica espectroscopia fotoactustica (PAS) ter sido desenvolvida na
década de 70, o efeito responsavel por seu funcionamento, efeito fotoacustico (PA), foi
descoberto por Alexander Graham Bell (Figura 25), no século XIX, de forma acidental,
enquanto realizava experimentos com o Fotofone (Figura 26). O PA foi verificado pela
primeira vez em 1880, quando Graham Bell percebeu que, ao incidir luz solar modulada
em um soélido, dentro de uma célula fechada, gerava no ar, a sua volta, um som que podia
ser ouvido por meio de um tubo ligado a célula. Assim, a intensidade do sinal PA dependia
da quantidade de luz absorvida pelo material na célula. Essa histéria da descoberta do

efeito e seus estudos iniciais podem ser vistos em Bell, A. G. (1880) [73].

Com o advento do microfone, em 1938, a comunidade cientifica despertou o interesse
por experimentos qualitativos e quantitativos em gases, mediante a producao de diversas
teorias a respeito [74]. No entanto, s6 em 1961, o seu uso se tornou vidvel, com a invencao

de um tipo de folha eletreto — uma fina folha de Teflon metalizado — criada por James
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West e Gerhard Sessler, na década de 70 [75]. Desse modo, a fotoactstica voltou a ser
aplicada no estudo das propriedades dos solidos. Com isso, em 1976, surgiu a primeira

interpretacao tedrica do efeito fotoactustico em sélidos, proposta por Rosencwaig e Gersho.

Figura 25 — Alexander Graham Bell. Fonte:
[76]

Figura 26 — Fotofone. Fonte: [77].

A PAS se diferencia das demais técnicas porque, apesar de a energia incidente estar
na forma de fétons 6ticos, o que se detecta e analisa nao sao fétons, mas sim a energia
absorvida pelo material por essa incidéncia de féton. Isso torna a referida técnica nao
destrutiva, sobretudo, por ela propiciar a realizacao de estudos em materiais bioldgicos in
vivo. O sinal gerado é proporcional a absor¢ao de radiagao, de forma que a luz transmitida,
refletida ou espalhada, em geral, nao interfere nas medidas, mesmo no caso de baixa
absorcao. Por conseguinte, a técnica permite obter espectros de amostras opticamente

opacas e altamente espalhadoras de radia¢do (amostras em pd) [73].

2.10.2 Efeito Fototérmico

Os efeitos fototérmicos sao gerados pelo aquecimento de um material que, ao
absorver energia luminosa ou um feixe energético, converte a energia absorvida em calor.
Essa geracao de energia térmica pode ocorrer a partir de diversos processos de decaimento,

como visto na Se¢ao 2.8.4.

Apébs a absorcao da energia e excitagao do elétron para um nivel de mais alta
energia, ocorre um decaimento, para o seu estado fundamental (mais baixa energia), com
potencial de acontecer de duas formas diferentes. A primeira é quando o decaimento
se da acompanhado da geracao e emissao espontanea de fotons, também chamado de
decaimento radioativo. A outra forma, mais comum, é o decaimento nao radioativo ou
decaimento térmico, o qual incide em quase todos os casos que envolvem excita¢oes atomicas
e moleculares. Nesse tipo de decaimento, ao invés de a energia ser liberada na forma
de fétons, é transferida para os atomos e as moléculas na vizinhanca. Inicialmente, a

transferéncia ocorre dentro dos modos vibracionais das espécies vizinhas (Figura 27) [72].
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Figura 27 — Formas de decaimento radioativo e ndao-radioativo. Fonte: [72].

Os processos de decaimento nao térmicos (fluorescéncia, fosforescéncia, fotoquimica,
fotovoltaico etc.) podem contribuir para a geragao de calor, de tal forma que as
contribui¢es térmica e nao térmica se somam produzindo calor na amostra [78], como

ilustrado na figura abaixo.

Luz moidente@ ﬁ Luz refletida

Absorgdo 6ptica

NS

LUIHHIBSCEIICIH ‘ Efeito fotoqunmco ‘ Efeito fotoelétrico ‘ ‘Transferencm de Energia

N/

Calor

l

Efeitos fototérmicos

Geragéio de calor

Figura 28 — Processos de decaimento para a geracao de calor na amostra.

Ao modularmos o aquecimento de uma amostra, diversos efeitos podem ocorrer.
Nesse processo, a identificagdo dos efeitos decorridos se da através dos métodos de
decaimento. Como cada efeito necessita de uma forma especifica de medigcao para a
sua detecgao, no caso da fotoacustica, a detecgao é feita por um microfone de eletreto.

Alguns desses efeitos sao mostrados na Figura 29.
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Luz

Modulada Refletividade

_ _ (deformagio da superficie)
Efeito fotoacistico

(ondas de pressio) G Gradiente do indice

de refragiio no gas

Figura 29 — Fenomeno fototérmico: uma consequéncia de a iluminagao superficial utilizar
uma fonte de luz modulada.

2.10.3 Efeito Fotoacustico

Para facilitar o entendimento das equacgoes existentes, neste trabalho, definimos

alguns parametros fisicos.

Tabela 12 — Parametros fototérmicos utilizados.

‘ Parametros ‘ Significado ‘ Unidade de Medida ‘
Bi Coeficiente de absorc¢ao otica m~!
k; Condutividade térmica W.m=t. K1
l; Espessura dos meios m
i Densidade de massa Kg-m™3
c; Calor especifico J-Kg ' Kt
L.
o = — Difusividade térmica m? . s
PiCi
w \2 . e~ P 1
a; = 2—) Coeficiente de difusado Térmica m-
a;
Wi = ai Comprimento de difusao térmica m
o; = (1 + j)a; | Coeficiente complexo de difusdo térmica m~!
lg; = é Comprimento de absor¢ao 6ptica m
Sendo: i = g, s ou b (gés, amostra ou porta-amostra)

O mecanismo de geracao do sinal fotoactstico é a expansao e contragdo de uma
pequena camada de gds, préxima a superficie aquecida da amostra (interface amostra-gas),
quando um feixe de luz modulado incide na amostra em que se quer analisar. Essa pequena
camada de gas se expande e se contrai de forma periddica com o calor, formando ondas de
pressdo (ondas actsticas) que se propagam pelo gis. Apenas a camada mais préxima da
superficie da amostra é capaz de responder as variagoes de temperatura. Tais variagoes

sao detectadas por um microfone, localizado em uma das paredes laterais da célula, como
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observado na Figura 30.

Interface
Amostra Gas

Luz e
modulada .
Onicdas de Ciadas de
pressio calor
Gas (ar) 7l Amosira
1 =

MIIC]

Figura 30 — Esquema ilustrativo da geracao de ondas de pressao, dentro da camara fechada,
onde o microfone as detecta.

Janela optica

A variagao de pressao na camara é proporcional a energia incidente, que foi
convertida em energia térmica, ou seja, ao calor gerado na amostra. Assim, podemos
dizer que a amplitude do sinal acistico medido no microfone é diretamente proporcional a

quantidade de luz absorvida pela amostra.

Os diferentes mecanismos pelos quais os pulsos de calor, produzidos na amostra,
geram ondas acusticas, no gas, sao: difusdo térmica da amostra para o gas, expansao
térmica da amostra, flexdao termoelastica da amostra e o efeito fotobarico. A ocorréncia de
um ou outro mecanismo, elucidados a seguir, depende das condigoes experimentais, bem

como do material a ser estudado.

e Difusdo Térmica: Aqui, a luz modulada, ao incidir na superficie da amostra, cria
um fluxo térmico, que sai da amostra para o gas circundante, provocando uma
variacao de temperatura, na mesma frequéncia que a da modulagao da luz. Somente
a camada mais fina do gas, proxima a superficie da amostra, sofre o processo ciclico
de expansao e contragao, funcionando como um pistao térmico contra o resto do gas.
Isso cria uma onda de pressao, geradora do sinal fotoacustico, a ser detectado pelo
microfone acoplado ao sistema do espectrometro. Em linhas gerais, essa é a teoria

proposta por Rosencwaig e Gersho [74].

Figura 31 — Difusao Térmica.
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e Expansao Térmica: Nesse modelo proposto por Mcdonald e Wetsel [79], a absorgao
periodica de luz causa um aquecimento, também periddico, fazendo com que a
amostra se expanda e se contraia, de forma que sua superficie, em contato com o ar,
passa a funcionar como um pistao vibratorio. Esse efeito, também ciclico, soma-se

ao da difusido térmica.

Figura 32 — Expansao Térmica.

e Flexado Termoelastica: Esse efeito ocorre quando existe a formagdo de um gradiente
de temperatura, ao longo da espessura da amostra, a qual esteja com suas bordas
presas. O gradiente sucede gragas ao decaimento na absorcao, conforme a luz
penetra no material. Isso causa variadas expansoes térmicas, em diferentes planos,
sempre perpendiculares ao gradiente, o que induz uma flexdo na amostra, na direcao
dele. Como os efeitos anteriores, este também ¢é peridédico e contribui para o sinal

fotoactstico; o qual foi proposto por Rousset et al. [80].

———— [T ;‘
T T

Figura 33 — Flexao Termoelastica.

e Contribuicao Fotobarica: Além dos mecanismos anteriores, a contribuicao fotobarica
consiste na liberagao de gas, como no caso de folhas de plantas, que podem liberar
oxigénio, devido a fotossintese, ao absorverem a luz. Consoante foi predito por Poulet

et al. [81], este pode ser um mecanismo que também gera sinal fotoactstico.

'\\{/‘/‘\/‘
-

‘\\_.___

/ \ \\‘ {Jf

Figura 34 — Contribuicao Fotobarica.



Capitulo 2. Fundamentacio Teorica 53

Dentre os mecanismos apresentados, o efeito fotoacustico, baseado na teoria de
Rosencwaig e Gersho (modelo RG), foi o que assumimos ser o efeito de maior influéncia

para a geracao do sinal fotoacustico, nas amostras em estudo.

A configuragao unidimensional padrao da célula fotoacustica é visualizada na Figura
35. Inicialmente proposto por Rosencwaig e Gersho [82, 74|, o modelo RG é baseado no
mecanismo de difusdo térmica e procura descrever quantitativamente o sinal fotoactustico
(PA). Conhecido por modelo de pistao térmico, o modelo proposto acontece em amostras
sélidas e consiste em uma célula fotoactstica fechada, que contenha um gas (no nosso
caso, o ar atmosférico), com uma janela de vidro de quartzo. Por esta, um feixe de luz
modulado, a uma frequéncia angular w = 27 f e comprimento de onda A, incide na amostra
de espessura {, apos ter passado pela camara de gés de espessura ¢,. Em contato com a
amostra, encontra-se o suporte de espessura £, em que a amostra é fixada, de modo que,
para detectar as variacoes da pressao do gas, no interior da célula, é usado um microfone

de eletreto.

Luz o [
modulada § |
S Gas{ar) | Amostra
E |
g |
= I
g
| | | N
| P (|9 | |
—ly  —2mpy (s (o4

Figura 35 — Esquema ilustrativo de uma camara fotoactstica utilizada no modelo RG.

A equacao de difusao do calor é o ponto de partida para elaborar os modelos
teodricos, com a finalidade de interpretar os fendmenos fisicos que surgem devido ao efeito
fototérmico. Sua solugao, para um dado conjunto de condig¢es de contorno, fornece a
distribuicao de temperatura no meio. Esse é um principio fundamental na andlise dos

efeitos fototérmicos [83].

2.10.4 Equacdo da Difusao Térmica

O enunciado da 1* Lei da Termodinamica pode ser escrita de uma maneira mais

conveniente, no contexto da transferéncia de calor.

AEarmazenada = Eentra - Esai + Egerada - Econsumida (246>

A variagao da quantidade de energia térmica e mecéanica, armazenada no interior

de um volume de controle, tem de ser igual a quantidade de energia térmica e mecanica
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que entra no volume de controle, sem a quantidade de energia térmica e mecanica que sai
do volume de controle, mais a quantidade de energia térmica e mecanica gerada no interior
do volume de controle, menos a quantidade de energia térmica e mecanica consumida no

interior do volume de controle, conforme demonstrado na Equacao 2.46.

Por motivo da 1* lei da termodinamica ser valida para qualquer instante de tempo,

ela pode ser escrita em termos de taxa [83]. Dessa forma, temos que:

Earmazenada = Lientra/sai + Egeragéo/consumo (247>

A taxa de variacao de energia térmica e mecanica, no interior do volume de controle,
é igual a taxa liquida de entrada e saida de energia térmica e mecanica desse volume de
controle, mais a taxa liquida de geracao e consumo de energia térmica e mecanica, no

interior desse elemento de controle (Cf. Equacgao 2.47).

Assim, o conhecimento da distribuicdo de temperatura pode ser usado para o
julgamento da integridade estrutural num soélido, através da determinagao de tensoes,
expansoes e deflexoes térmicas. Mediante a distribuicdo de temperatura em um meio, é

possivel determinarmos o fluxo de calor [83].

Figura 36 — Condugao de calor em uma sélido.

A lei de Fourier descreve a conducgao de calor em um meio, permitindo o calculo da
taxa de transferéncia de calor em qualquer ponto pertencente a esse meio. A lei nos diz
que o fluxo de calor, em um determinado ponto de um meio, em que o calor esta sendo
transportado, é proporcional ao gradiente de temperatura nesse ponto. Tal constante de

proporcionalidade é conhecida como condutividade térmica k [83].

¢ avVT — ¢ =—kVT, (2.48)

onde ¢” representa o fluxo de calor por unidade de area.
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Podemos reescrever a lei de Fourier em coordenadas cartesianas, como sendo:

g=—k—i—k—) — k—1Fk (2.49)

Consideremos um volume de controle dado em coordenadas cartesianas de dimensoes
dy,d, e d, (Figura 36). Para determinarmos o perfil de temperatura dentro deste meio,
utilizamos o conceito de balango de energia infinitesimal (Equagao 2.47). A taxa de

armazenamento de energia térmica, dentro do volume de controle (Egrmazenada), Pode ser

escrita em termos da capacidade térmica por unidade de volume [83], assim:

. oT
Earmazenada - pcadxdydz (25())

A taxa liquida de entrada e saida desse volume de controle (FE.pq /sai) ¢ dada pelo
mecanismo de conducao de calor. Dessa forma, podemos utilizar uma expansao em série
de Taylor, incluindo a lei de Fourier (em materiais isotrépicos), para calcularmos as taxas

liquidas totais de entrada e saida de calor, através das faces do volume de controle [83].

: 0 oT 0 oT 0 orT
E = — | k— | dydyd, + — | k— | dod,d, + — | k— | d,d,d 2.51
entra/sai o < aaj') zlylz + ay ( 8y> xlytlz + Oz ( 82’) rWyliz ( b )

Por fim, a taxa liquida de geragao e consumo (Egeracio /Consumo) é calculada pelo que

chamamos de taxa liquida volumétrica [83].

: _ w
Egeragéo/consumo = C] dxdydz[:]ﬁ (252>
Substituindo todos esses termos (Equagoes 2.50, 2.51 e 2.52), na equagao do balango
de energia (Equagao 2.47), chegaremos a equagao conhecida como Equagao da Difusao

Térmica.

oT 0 aoT 0 oT 0 or . 2 .

Usualmente, é possivel trabalhar com a equacgao de difusdo do calor de uma forma

mais simplificada, quando consideramos algumas condigbes especiais [84]:

1. Condutividade térmica do material é isotrépica k, =k, = k., = k.

VQT+Q—pcaT

T (2.54)
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onde p e ¢ sdo a densidade e o calor especifico do meio, sendo o produto pc a

capacidade térmica por unidade de volume, ¢ é a taxa de geragao de energia por
unidade de volume dentro do meio e k a condutividade térmica. O termo o pode ser
escrito em termos de uma nova constante «, denominada difusividade téprmz'ca. Tal
difusividade indica a rapidez com a qual o calor se distribui no meio. Materiais com
valores elevados de « responderao rapidamente as mudancas nas condicoes térmicas
a eles impostas, enquanto materiais com valores reduzidos de a responderao mais

lentamente, levando mais tempo para atingir uma nova condic¢ao de equilibrio.

Reescrevendo a Equacao 2.54, temos:

19T
VT -t % ~0 (2.55)

a expressao acima € a equacao diferencial de difusao do calor.

2. Estado sem nenhum calor interno gerado

VT ——— =0 (2.56)
Neste caso ¢ = 0, e a equacao 2.55 reduz-se a equagao de Fourier.

3. Caso Estacionario: com fonte de calor

Neste caso, a temperatura nao depende do tempo e a equacao reduz-se a:

VAT + % —0 (2.57)

denominada Fquacao de Poisson.

4. Caso Estacionario: sem fonte de calor

Neste caso,%—f =0e ¢ =0, logo temos:

VT =0 (2.58)

denominada Fquacdo de Laplace. E importante observar que, nos casos estacionarios,

nao ha variacao de energia armazenada no meio, s6 conducao através dele.

A configuracao da célula fotoacistica proposta por RG é unidimensional, como
visto anteriormente. Desta maneira, quando se escreve os modelos fototérmicos, a condugao
do calor unidimensional é considerada. Sendo assim, a Equagao 2.55 pode ser reduzida e

escrita como:

flat) =4 = , (2.59)
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temos:

0*T 10T

37— g @) =0 (2.60)

O primeiro termo, a esquerda, é devido ao fluxo de calor resultante, que atravessa
o volume dV. O segundo termo corresponde a energia térmica estocada em dV'; o terceiro

representa a energia gerada por fontes de calor no elemento de volume [85].

Consideramos que a luz monocromética modulada incidente pode ser descrita por

uma equacao do tipo:

I(t) = ;10(1 + et (2.61)

onde Iy é o fluxo de luz monocromadtica incidente (W/m?).

Se entendermos que o meio é homogéneo (¢ = 1) e que a luz incidente ¢ modulada
(Equacao 2.61), obtemos a expressao da intensidade da luz transmitida em fungao da
posicio e do tempo I(x,t) = I(t)e ", segundo a lei de lambert-Beer, visto na Equacdo
2.45.

2.10.5 Producao do Sinal Fotoacustico: Equacdo Geral

No modelo RG, consideramos que existe somente relaxacao térmica, ou seja, toda
a luz absorvida é convertida em calor. Assim, a densidade de calor produzida em qualquer

ponto x da amostra por unidade de tempo é dada por:

dl(z,t 1 -
s(x,t) = — E;;’ ) = §ﬁfoe’&”(1 + ™) (2.62)

Ao substituir 2.62 em 2.59, temos:

5 fonebe(1 4 ety (2.63)

f(l’,t) = 9K

onde 7 é a eficiéncia com a qual a luz é absorvida em um comprimento de onda \ e
convertida em calor, 5 o coeficiente de absor¢cao Optica do meio e x assume valores
positivos, pois a amostra estende-se de x = 0 até x = £, com a luz incidindo em z = 0
(Figura 35).

A expressao para o sinal fotoacustico, no modelo RG, decorre da aplicacao da
equagao de difusdo térmica aos trés meios, na Figura 35, a saber, o gas, a amostra e o

porta-amostra.

As equagodes de difusao térmica, nos trés meios da célula, sdo dadas por:
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O*T(x,t) 1 9T (z.t)

0x? o, Ot

+ f(z,t) = 0

Ou ainda,

PTy(x,t) 1 9Ts(xt) B ,
TS\ ) T S [ —Bx 1 wt — < < 2 4
Ox? as, Ot + 2K, one "(1+e™) =0 0<z</l; (amostra) (2.64)

0*T,(x,t) 1 0Ty(xt)

= —b, <x< i .
o2 T 0 ly<x<0 (gés) (2.65)

2T, 1 0Ty(x.
9 5;?25) B aba ba(f ) = 0 l;<x<Utls+1l (porta— amostra) (2.66)

No modelo de difusao RG, assumimos que o gas e o porta-amostra nao absorve luz.
Pelo motivo de nao haver uma consequente geracao de calor nesses meios, as Equagoes

2.65 e 2.66 nao apresentam o terceiro termo f(x,t) [85].

Ao aplicar, o método de separagao de varidveis em Ty, a equagao da temperatura

para gas pode ser representada como T, = (x)1(t) [86]. Logo, a Equacao 2.65 ficara:

Ph(x)e(t) 1 96(x)e(t)

_——— = 2.
0x? a, Ot . (2.67)
Ao separar os termos, temos que:
Lﬁzé(m) _ 1 oy(t) (2.68)
0(z) Ox? agp(t) Ot '

Ambos os lados da Equacao 2.68 podem ser igualados a uma mesma constante

(constante de separagao).

A solugao da equacao dependente do tempo é

Y(t) = e Mot (2.69)

A Equagao 2.69 é a solugao geral da parte temporal de T,(x,t), na qual a constante

v é definida de acordo com as condi¢oes de contorno do problema. Considerando uma fonte
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de aquecimento peridédico, a Equacao 2.69 assume valores complexos, pois a temperatura é
modulada, como vimos na Equagdo 2.61 [86]. A partir dessas consideragoes, a equacao da

temperatura dependente de z e , no gas, ¢ dada pela Equacao 2.70, demonstrada a seguir:

T,(z,t) = 0(x)b(t) = O(x)e 7ol (2.70)

De modo que sao aplicadas as condi¢oes de contorno do modelo RG-continuidade

do fluxo de calor e temperatura, na interface amostra-gas [86:

T, = T, (temperatura) e (2.71)
drT,, drT,
km% = k’n% (fluxo de calor) (2.72)

Sendo m e n meios adjacentes, na Equacao 2.70, encontramos a solu¢ao para a

equagao estaciondria da temperatura, na superficie da amostra (x = 0):

B1, (r—1)(b+ 1)e%t — (r +1)(b— 1)e 7% + 2(b — r)e P&
R (o Db+ Derts — (g )b~ e

0(0) = T (2.73)

onde 0(0) é a temperatura na interface amostra-gas.

Kbab o Kgag

e (1+79)
K.a,’ 9= Ka,’ '

e 0, =

r=(1-—1
( )26L3 s

com, b =

O decaimento exponencial da Equacao 2.70 indica que as flutuacoes de temperatura
no gas tendem a zero para pontos distantes da interface amostra-gas. Assim, Rosencwaig
e Gersho propuseram que somente uma camada de gés de espessura 2wy, adjacente a
superficie da amostra, é capaz de responder termicamente a flutuagao de temperatura,
na superficie da amostra, expandindo-se periodicamente como um pistao acustico sobre o
resto do gas. Caso o gas ideal e o restante do gas responda adiabaticamente a acao desse

pistao, obtém-se a variacao fisica da pressao.

A oscilagao térmica é sentida em uma camada de gas de espessura x = —2m,, fora
da qual nenhum efeito ocorre sobre o gas. Para a expansao da camada que age como um
pistao, consideramos a temperatura média na camada como a variagao de temperatura
[87], isto é:

1 —2Tpg
(e, 1) = 5 /O YT () da (2.74)
g
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Substituindo a Equacao 2.70 na Equacao 2.74 e usando a aproximacao e*™ < 1,

encontramos:

ST (1) = (2\/1%) T,(0)i(w—5 (2.75)

Nessa camada (—2mp,), o gas é suposto ideal e a pressao constante.

Ao usar a lei do gas ideal, podemos estimar o deslocamento do pistao de gas para

o aquecimento periédico [87].

ox(t) = 27m9577:£t) (2.76)

T : s
dx(t) = j/(g;f:gez(wt_ﬂ (2.77)

sendo Tj a temperatura média na amostra.

O resto do gas responde adiabaticamente, logo:

. & Pof(0) g

OP(t) = —
0= Vaur,

e!Wt=%) (2.78)

de modo que F, é a pressao ambiente, ¢, o Calor especifico a pressao constante e ¢, o

calor especifico a volume constante [87].

A oscilagao temporal da variacao de pressao na célula pode ser representada por

um vetor (fasor) girante no plano complexo [87]. Assim:

§P(t) = Spe™t (2.79)

O sinal fotoactstico é, entao, a componente nao temporal desta variacao de pressao,

tendo intensidade S e fase ¢, cuja representagao no plano complexo é [87]:

5 %POG(O)/@ oior

Sp =222 2.80
" a Ve, (2.80)

com ¢p = p — 7.

Esse é o sinal fotoacustico, medido pelo microfone, que faz parte da camara de
medicao do efeito fotoactstico. Antes de tratarmos dos casos limites da Equagao 2.80, é

importante classificarmos as amostras segundo suas propriedades épticas e térmicas.
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Classificacio Optica -

Para melhor entendimento, vamos definir uma espessura f,, como a espessura
maxima da amostra, e £g, como o comprimento maximo de absorgao da luz. As Figuras

37, 38 e 39 mostram a caracterizacao da amostra em fungao da distancia ¢5.

LUZ INCIDENTE LUZ INCIDENTE

Ry R

4l 1

/ &
5+

ZIv xIv

Figura 37 — Amostra absorvedora quanto a  Figura 38 — Amostra transparente a luz
luz incidente (5 ~ (5. incidente {5 > ;.

LUZ INCIDENTE

W

I

Figura 39 — Amostra opaca a luz incidente (g < /.

O primeiro comportamento é o de materiais opticamente absorvedores. Nesse caso,
a luz é absorvida por todo o comprimento do material e nenhuma luz é transmitida através
do material, ou seja, {3 ~ {5. O segundo caso é o de uma amostra transparente, em que a
luz é absorvida por todo o comprimento do material e alguma luz é transmitida através do
material, ou seja, £3 > (5. Por fim, h4 o caso em que a maior parte da luz ¢ absorvida em
uma profundidade muito pequena da amostra e essencialmente nenhuma luz é transmitida,

ou seja, {3 < Uy, caracterizado como material opticamente opaco [88].

A absorgao optica é determinada pela distancia ¢3 que a radiagao luminosa penetra
na amostra. Apds a absorcao da radiacao, ocorrem processos de transferéncia da energia

térmica gerada na profundidade atingida pela luz.

Classificacao Térmica - Classificam-se termicamente as amostras por meio da
comparagao de sua espessura com o comprimento de difusao térmica (us) tido como o

comprimento no qual a oscilagdo da temperatura cai a 1/e da sua amplitude méaxima [88].
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se s >> {y — amostra termicamente fina;
se ps << {5 — amostra termicamente grossa.

A amostra é dita termicamente grossa, quando a temperatura superficial da amostra
nao sofre influéncia alguma do suporte. No regime termicamente grosso, o comprimento
de difusdo térmica é muito menor do que a espessura da amostra. Se considerarmos que
toda a luz é absorvida na superficie da amostra (modelo opaco), a conversao de luz em

calor ocorrerd a partir do ponto x = 0 [87].

E importante salientar, quanto a classificacdo térmica, que o comprimento de
difusdo térmica nao é uma propriedade intrinseca do material, pois ele também depende

da frequéncia de modulagao. Assim:

(2.81)

onde « é o valor da difusao térmica e f a frequéncia de modulacao da luz incidente.

Denomina-se de frequéncia de corte (f.) aquela em que uma amostra pode passar
de termicamente fina para termicamente grossa. Ela é obtida igualando-se o comprimento

de difusao térmica com a espessura da amostra, fazendo p, = £ [87]:

A

fe= (2.82)

-2
ml?

Devido a relagdo direta de f. com a espessura, podemos escolher convenientemente
a regiao de espessura térmica pela faixa de frequéncia ou pela alteracao da espessura da
amostra. Caso a contribuicao de fundo para a temperatura superficial for indesejada, a
frequéncia de modulagao da luz incidente deve ser maior do que f.. Com o aumento da

frequéncia, é selecionado o sinal de camadas cada vez mais superficiais [87] (Figura 40).

f, < f, < f;

Figura 40 — Variacao do comprimento de difusdao térmica com a frequéncia.
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2.10.5.1 Casos Limites

A Equacao 2.80 é razoavelmente complicada para analisd-la diretamente, mas
existem alguns casos limites importantes, mais faceis de serem analisados. Esses casos sao

agrupados de acordo com a opacidade térmica e 6ptica da amostra (Figura 41) [88].

Termicamente Grosso Termicamente Fino
bs > us ls < s
Transparente Opaco Transparente Opaco
g —-mmomeme | —
[ P — lg--mmmmen [_‘
l, , - fhs - (N
( (s .. s 0 (s .
SR Hs-- ls
0-- 0 0--- 0-- 0 0---
Luz Luz Luz Luz Luz Luz
Spoc f2 Sy oc f Sy oc f Sy oc f1
Resolvido Saturado Resolvido Saturado

Figura 41 — Casos especiais do Sinal PA para o modelo de Rosencwaig-Gersho.

No efeito fotoactustico, apenas a luz modulada absorvida dentro de uma profundidade
1, Na amostra, contribui significamente para a oscilacao de temperatura, na interface com
o gas. Uma consequéncia importante disso ¢ uma amostra, ainda que opaca, poder ter seu
espectro resolvido, desde que ps < £3. Caso contrério, a amostra se diz saturada, o que
indica que toda luz absorvida gera sinal actstico. Para se contornar a saturacao, podemos
diminuir a dimensao ({;) da amostra (de maneira que ela deixe de ser opaca) ou aumentar

a frequéncia de modulacao (para reduzir ps).

Nosso principal interesse é pelo caso em que a amostra é opaca e termicamente
grossa (2° caso da Tabela 41), pois é o caso da fruta estudada. Vejamos, na Tabela 41,
que a dependéncia do sinal com a frequéncia ¢ dada por f ~3. Levando em consideracao os
casos limites vistos anteriormente, a equagao para o sinal fotoacustico aproximado sera

dado por:

g, = Blas-ag) (2.83)

K,-f3

onde 3 é o coeficiente de absor¢ao oOtica, o, e a4 a difusividade térmica da amostra e



Capitulo 2. Fundamentacio Teorica 64

do gas, respectivamente, K, a condutividade térmica da amostra e f a frequéncia de

modulacao da luz [88].

E importante destacar que nem toda a luz absorvida pela amostra gera sinal

fotoactstico, mas apenas aquela absorvida dentro do comprimento de difusao térmica (us).

A contribuicao de fundo para a temperatura superficial ndo é desejada, pois, ao
invés de estarmos interessados na regiao entre a amostra em analise e o suporte, estamos
sim na regiao de interface amostra-gas. Logo, a frequéncia de modulacao da luz incidente
devera ser maior do que a frequéncia de corte (f.), para garantirmos o regime termicamente

grosso (ps << fs) uma vez que nossa amostra possui espessura aproximada a 2 mm.

A frequéncia de corte podera ser calculada através da Equacao 2.82, considerando
os coeficientes de difusividade térmica das amostras proposta por Sadahlras et al. (1998)
[89].

Tabela 13 — Coeficiente de Difusividade Térmica do agai. Fonte: [89)].

Polpa Difusividade térmica (m?/s)
Acai 1,51 x 107

Assim sendo, calculamos o valor da frequéncia de corte padrao para a amostra.

1,51 x 1077
fc =

= 2 x 10 ~ 12mHz (2.84)

Para garantirmos o regime em que py << {g, usamos uma frequéncia de 30 Hz,

que corresponde a uma camada de 40 pm, como mostrado na Equacao 2.85.

1,51 x 1077
(=2~ 40 2.85
(—r pm (2.85)
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3 MATERIAIS, METODOS E
MONTAGENS EXPERIMENTAIS

O agai em estudo ¢ tipicamente brasileiro (da regido amazonica) e caracterizado
por ser rico em biomoléculas funcionais, aquelas cientificamente comprovadas como sendo
benéficas a satide humana [90]. Nao bastasse tamanha notoriedade nacional, o fruto foi
escolhido como material de analise, tendo em vista sua facil obtencdo em diversas partes
do mundo. Por conseguinte, uma vez que este seja comprovado como uma boa fonte de
antocianinas, o setor industrial mundial podera tomar proveito disso. Para a eficacia dessa
comprovagao, o fruto utilizado, neste trabalho, foi adquirido fresco, diretamente da regiao

amazonica.

3.1 Acai: Conceituacao, Propriedades e Beneficios

7 é oriundo do tupi yasa’i, que quer dizer “fruta que chora terra',

O termo “acai
em uma alusao ao suco desprendido pelo seu fruto.O acgai é uma espécie monocotiledonea
nativa da varzea, da regiao amazonica, especificamente dos seguintes paises: Venezuela,
Colémbia, Equador, Guianas e Brasil (estados do Amazonas, Amapé, Para, Maranhao,
Rondoénia, Acre e Tocantins), assim como de Trinidad e Tobago e das bacias hidrogréficas

da Colémbia e Equador, que desembocam no Oceano Pacifico [91].

O acal, que pode ser considerado um fruto tropical, ¢ uma baga proveniente da
arvore (ou palma) com o mesmo nome. De tonalidade violeta escuro (Figura 42) e com
um tamanho relativamente pequeno, fazem parte, da sua composicao, varias vitaminas do
complexo B, a vitamina C e vitamina E (um forte antioxidante que auxilia, inclusive na

prevencao de doengas cancerigenas) [92].

Figura 42 — Fruto Tropical Agai. Fonte: [92]

Figura 43 — Euterpe oleracea. Fonte: [93].

A tabela 14 apresenta os principais beneficios na ingestao desse tipo de alimento.
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Tabela 14 — Principais beneficios atrelados ao consumo de acai.

Propriedades

Beneficios

Capacidade antioxidante,
entre os mais elevados da natureza

Combate os radicais livres e
ajuda a reparar o dano celular

Rico em fonte de ferro

Fortalece o sistema imunolégico

Rico em fonte de Célcio

Mantém ossos saudéaveis

Vitamina A

Mantém uma pele saudavel

Vitamina C

Fortalece o sistema imunolégico

Rico em fonte de fibra

Melhora a fun¢ao intestinal

Dose alta de energia

Ideal para esportes

3.2 Estruturas Moleculares Previstas

A tabela abaixo mostra as antocianinas que, de acordo com a literatura, podem

estar presentes no fruto em estudo; também mostra, quando se tem conhecimento, onde

estao localizados seus picos de UV-Visivel.

Tabela 15 — Dados de espectroscopia UV-Vis de Biomoléculas Funcionais previstas nas
frutas a serem estudadas. Fonte: [28].

Antocianidinas Solventes Avis—maz(1M)
Delfinidina (Dpd) 0.1 % HCI em etanol 522.5
Dpd-3-glu 1% HCI em metanol 543
10% etanol, pH 1.5 520
Petunidina (Ptd)  0,01% HCI em metanol 543
Ptd-3-glu HCl1 em metanol 535
0.1 % HCI em metanol 546
10% etanol, pH 1 .5 520
Malvidin (Mvd) 0.1 % HCI em etanol 520
0.1 % HCI em etanol 557
Mvd-3-glu 0.1 % HCI em metanol 546
0.1 % HCI in metanol 538
0.1 N HC1 520
Cianidina (Cyd) 0.1 % HC1 em etanol 510.5
0.1 % HCI em etanol 547
Cyd-3-glu 0.1 N HC1 520
1 % HCI em metanol 530
10% etanol pH 1.5 512
Peonidina (Pnd) 0.1 % HC1 em etanol 511
15:85 0.1 N HCI etanol 532
Pnd-3-glu 0.1 N HC1 em metanol 536
10% etanol, pH 1.5 512
Pelargonidina (Pg) 0.1 % HC1 em etanol 504.5
0.1 % HCI em metanol 524
Pg-3-glu 1% HCI em H20 496
1% HC1 513

1% HCI em etanol 508
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Usamos os comprimentos de ondas Ay, apresentados na Tabela 15, juntamente
com os calculos de TDDF'T, para caracterizar as biomoléculas funcionais de antocianinas,

por meio da técnica fotoacustica PAS.

3.3 Espectroscopia Fotoacustica

3.3.1 Elementos de Espectroscopia Fotoaclstica

O espectrometro fotoactustico utilizado, neste trabalho, pertence ao Laboratoério de
Espectroscopia Fotoacustica, da Unidade de Fisica, da Universidade Federal de Campina
Grande. Ele se divide em trés partes: Fonte de Radiacao e Excitagao, Camara Experimental

e Sistema de Aquisicao de dados, da maneira como as elencamos, a seguir.

e Fonte de Radiacao e Excitagdo: Composta pelas partes que permitem a obtencao da
radiacao utilizada na técnica, ou seja, luz monocromatica e modulada, na regiao do

UV-Visivel do espectro eletromagnético.

Fonte de Poténcia LPS255SHR;
— Lampada de Arco de Xendnio de 1000 W;
— Conjunto de Lentes Colimadoras;

— Conjunto de Filtros: Filtro IR (sistema de circulagao de dgua) e Disco de Filtro,

com Controle McPherson 747-2 (filtro passa faixa);

Modulador Otico (disco com ranhuras, na superficie, espagadas igualmente),

com Controle OC-4000 PTI de frequéncia de rotagdo do modulador;

— Monocromador de Varredura (grade de difragdo com resolucao espacial de 0,7

nm), com Controle de Varredura McPherson 789A-3 (motor de passo).

e Camara Experimental: Composta pelas partes que permitem detectar o sinal
fotoactustico, possibilitando a conversao da luz modulada (6tica) em gradiente de
temperatura e de pressdo na camara (térmico-actstica).

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

— Porta-Amostras.

e Aquisicao de Dados: Composta por todos os equipamentos responsaveis por transformar,
armazenar e exibir o sinal fotoactstico, de maneira que seja possivel utilizar os dados
obtidos.
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— Amplificador Lock-In de dupla fase, da Stanford Research Systems, modelo
SR850 DSP;

— Microcomputador.

A seguir, ¢ apresentado o esquema da montagem do equipamento de espectroscopia
fotoactstica (PAS) (Figura 44).

Controlador de Varredura
McPheason TE-3

T B
ik d-d &

Filtro Passa Faixa  Modulador de Freguéndis
Fonie o Pqulpclu McPheason T4T-2 OC = 4000

Computador

Figura 44 — Diagrama do Espectrémetro Fotoactstico. Fonte: [94].

3.3.2 Principios de Funcionamento do Espectrometro Fotoacustico

Nesta se¢ao, detalhamos melhor o funcionamento dos trés grupos, que compoem o

espectrometro, anteriormente citados.
e Fonte de Radiacao e Excitacgao:

Foi utilizada uma lampada de arco de xenénio de 1000 W, alimentada por uma
fonte de poténcia, modelo LPS255HR. A lampada emite radiacao no alcance do UV-Visivel
entre 200 - 750 nm. A radiac¢ao emitida pode ser considerada continua nos comprimentos
do UV-Visivel e é comumente chamada de luz branca. Apds ser emitido pela lampada, o
feixe de luz passa por um conjunto de filtros, um filtro de infravermelho, composto por um
tubo, e um refrigerador, com duas conexoes externas, que fazem a dgua circular, retirando
o calor da luz (parte infravermelha). Em seguida, o feixe passa por um filtro passa-faixa,

para eliminar os harmonicos de segunda ordem.
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Depois dessas etapas, a luz é modulada, de acordo com as exigéncias da técnica
de espectroscopia fotoactustica (PAS). Esta modulagao é feita pelo modulador éptico
eletromecéanico, modelo OC-4000 PTT, com variacao entre 5-4000 Hz. O valor da modulagao
varia de experimento para experimento e é determinado pela teoria de Rosencwaig e Gersho
(RG) de 1980. Pela teoria RG, a penetragao do sinal na amostra esté ligada a frequéncia
moduladora de forma inversamente proporcional. Em outras palavras, podemos dizer que

quanto maior a frequéncia de modulacao, menor a intensidade do sinal fotoactstico.

Ainda antes de chegar a camara fotoactstica, o feixe de luz, agora modulado, passa
por duas fendas, uma horizontal e uma vertical, na entrada do monocromador, que servem
para dar forma e também controlar a intensidade do feixe de luz. O monocromador é
composto por uma grade de difracdo, com resolu¢ao de 0,7 nm, fixa em um eixo mével,
movido por um motor de passo, e controlado pelo controlador de varreduras da McPherson,
modelo 789A-3. A luz com feixe monocromatico e modulado agora é utilizada para

varreduras de comprimento de onda. Assim produzirmos o sinal fotoacustico.
e Camara Experimental (Detector fotoacistico):

A luz monocromatica e modulada passa através de uma janela de quartzo da
célula fotoactstica, alcancando a amostra fixa no porta-amostra, que esta na cadmara a
pressao ambiente. Quando atingida pela luz monocroméatica e modulada, como visto, o
efeito fotoacustico ocorre, devido ao gradiente de temperatura e efeito pistao das camadas
de gas, onde a camada proxima a amostra empurra a camada externa. Este efeito é
detectado por um microfone de alta sensibilidade (0,50 mV /Pa), pré-polarizado, que fica
na camara fotoacustica. Com isso, sempre que ocorrer uma transicdo no UV-Visivel, um

sinal fotoacustico serd detectado (Figura 45).

.
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SINAL FOTOACOSTIVG - o
COM RUIDO - ;
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IIMI? “
i

CELULA FOTOACUSTICA

Figura 45 — Detalhes da Célula Fotoactstica e do Sinal Fotoactstico detectado. Fonte:
[94].

O sinal acustico detectado pelo microfone possui baixa intensidade e, portanto,
precisa ser pré-amplificado antes de ir ao lock-in. Isto é feito convertendo-se o sinal
fotoactstico em elétrico e amplificando-o. Com isso, decorre uma melhor relacdo entre

sinal e ruido (Figura 46). Entao, podemos enviar o sinal resultante para o lock-in.
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Figura 46 — Diagrama do Espectrometro Fotoactstico. Fonte: [94].
e Aquisicao de Dados:

Apos a pré-amplificacdo, o sinal é enviado ao amplificador lock-in, modelo SR850
DSP, que faz uma nova amplificacdo do sinal, além de registrar e enviar os dados para
um computador; o qual faz o armazenamento desses dados em forma de tabela XY,
tabela esta que podemos utilizar para confeccionar os respectivos espectros de PAS.
Ademais, o computador também é responsavel pelo posicionamento do monocromador, ao
controlar o motor de passo, através de uma conexao RS-232; bem como pela configuracao
do Amplificador lock-in, por conexao GPIB. Ambos acontecem através de software que
possibilita a criacdo de interfaces virtuais para realizagao de experimentos, ao controlar
multiplos equipamentos de forma pratica e, nesse caso, permitir a varredura de comprimento

de onda para a PAS no computador.

3.3.3 Acumulacdo Espectral e Normalizacao

Como dito anteriormente, a lampada de xenonio emite luz branca com intensidade
variavel em funcao do comprimento de onda. Assim, faz-se necessaria a normalizacdo dos
espectros fotoactsticos das amostras para que os efeitos da lampada sejam eliminados. A
fim de obter o espectro de emissao da lampada, utilizamos um material bem absorvedor
(negro fumo ou Carbon Black), em forma de p6, uma vez que assemelha-se a um corpo

negro quase perfeito, capaz de reproduzir o espectro de emissao da lampada.

Realizamos um total de 5 medidas com o negro fumo, estas representadas por cores,
na Figura 47: a faixa preta representa a média aritmética das medidas, cuja massa foi de
aproximadamente 0,0443g, cada uma delas com duracio de cinco minutos. E importante
destacar a poténcia da lampada que, no ato da medida, estava trabalhando a 770W. A
partir dessas medidas, foi feita uma média do sinal, para que o efeito do ruido fosse
minimizado, no processo de obtengao dos espectros (Figura 47). E importante notar que o
mesmo processo nao foi realizado para a amostra de acai, uma vez que o referido processo
estava causando modificagoes no sinal medido; as quais foram causadas por processos

fotoquimicos na amostra.
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Figura 47 — Espectros PAS acumulados do negro fumo

O sinal efetivo detectado é dado por:

S.p=Sa-Sp (3.1)

onde Sy e Sy, sdao os sinais da amostra e da lampada, respectivamente. Desse modo, ao

normalizarmos, obtemos o espectro puro da amostra:

S,
= — 2
Sa S, (3.2)

3.4 Preparacao das Amostras

A amostra foi analisada ainda fresca, o que garantiu a presenca de biomoléculas sem
modificagoes. O porta-amostra possui um pequeno copo de ac¢o inoxidavel e um espagador
de latao (Figura 48). Esse espagador é usado para eliminar o excesso de volume no copo de
amostragem, melhorando a relagao sinal-ruido, uma vez que é inversamente proporcional
ao volume de gas no copo de amostra. Nesse meio, pequenos discos de 0.0661g, com 8 mm
de didmetro e cerca de 2 mm de espessura, foram cuidadosamente preparados a partir das

bagas do acai.

O detector fotoacustico pode ser aberto ou selado por meio de uma valvula corrediga,
que pode ser colocada na posigao aberta ou selada (Figura 49). Nesse caso, a pressao da

atmosfera de gas dentro da cAmara de amostra pode ser estabelecida e permanentemente
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controlada, a fim de prevenir contra quaisquer sinais perturbadores ou espurios, devido a
eventual presenca de possiveis agentes estranhos, como vapor de dgua e gas C'Oy dentro

da camara de amostra.

Vale ressaltar que as amostras preparadas para PAS nao foram diluidas em dgua,
mas, como foram manuseadas in natura, elas possuem agua. Assim, os calculos de
TDDFT para as moléculas de antocianinas foram realizados levando em consideragao o
efeito da agua; o que permitiu fazer uma melhor comparacao desses resultados com os
dados experimentais obtidos pela PAS e com os da espectroscopia convencional UV-Vis,

encontrada na literatura.

O -

Figura 48 — Porta amostras da célula PAS. Figura 49 — Célula fotoacustica.

Os espectros de PAS, reportados neste trabalho, foram obtidos a uma frequéncia de
modulacao de 30 Hz, bem como o comprimento de onda A entre 200 - 600 nm do espectro

eletromagnético.

Em nossos experimentos, o ganho do detector foi ajustado para fornecer um nivel de
sinal, menor ou igual ao que foi usado para os espectros de negro de fumo. Isso aconteceu
devido a necessidade de alcancar condigoes satisfatorias para a obtencao dos espectros
de PAS, das amostras e do espectro de negro de carbono. As nossas amostras foram
preparadas com cerca de 2 mm de espessura, de modo que os sinais de negro de carbono e
amostras se encaixem na mesma condi¢ao de ganho, frequéncia de corte de 30 Hz e largura
de fenda de 2 mm. Apds essa condi¢ao experimental otimizada, o espectro de absorbancia

de cada amostra foi obtido com uma resolucao espacial de 4 nm.

Além disso, devemos enfatizar nossa célula fotoacustica Mod. O MTEC 200 que
proporciona um ambiente favoravel para a investigacao de amostras com baixo nivel de
ruido. Acoplados a célula fotoactustica, ha um sistema de pré-amplificagdo que amplifica
os sinais PAS, mesmo antes de eles chegarem ao amplificador principal (um amplificador
lock-in de alta sensibilidade). De fato, neste trabalho, pudemos detectar sinais de PAS de
concentragdo muito baixa (tragos), de algumas das moléculas bioldgicas presentes no fruto

investigado por nos.
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Figura 50 — Amostra de Negro Fumo

3.5 Detalhes Computacionais

As energias de excitagao e as forcas do oscilador das antocianinas sao calculados
usando o TDDFT, como implementado no programa GAUSSIAN 09 [95]. O conjunto
segmentado de base - de todos os elétrons de qualidade dupla valéncia, mais fungoes de
polarizagdo aumentadas, com fungoes difusas (ADZP) [96] - que tem sido usado com
sucesso em varios calculos de propriedades atomicas e moleculares, em um baixo trabalho
computacional [97, 98, 99, 100] é empregado com o hibrido B3LYP [101, 102], para avaliar
as energias de excitacao eletronica e as forcas do oscilador. Os tultimos resultados sao
obtidos a partir das geometrias de equilibrio do estado fundamental B3LYP / DZP (fase
gasosa). As estabilidades dessas geometrias sdo confirmadas pelas frequéncias vibracionais
harménicas B3LYP / DZP. Entéao, a aproximagao de Condon e formas de bandas de Gauss
[103] sao usadas para simular os espectros de UV-Vis das antocianinas. Uma largura de
banda de 0 = 0,2 eV ¢ usada.

Como o fruto in natura estudado, neste trabalho, contém agua, consideramos que
os espectros experimentais UV-Vis sao registrados em solugao. Assim, para levar em conta
os efeitos do solvente nos célculos tedricos, aplicamos o modelo de continuidade (PCM)
[104].
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Como mencionado, na Secao 2.3, compostos que possuem esqueleto de flavondides,
mostram dois maximos de absorcao na regiao UV-Vis, do espectro electromagnético, nas
faixas de 240 a 280 nm (devido ao sistema benzoila do anel A) e 300 a 560 nm (devido ao
sistema hidroxicinamoil do anel B). Assim, o experimento de PAS, na regiao de 200 a 600

nm, foi realizado no fruto tropical in natura, da regido norte do Brasil, a saber: acai.

Por um lado, os espectros de PAS sozinhos nao permitem a identificacado absoluta
de uma molécula desconhecida. Por outro lado, isso pode ser feito comparando o espectro
PAS com um espectro de referéncia, ou ajustando as bandas ou picos de absor¢ao PAS
com calculos tedricos de transigao eletronica. Nesses espectros, as intensidades de absorc¢ao
de PAS (em unidades arbitrarias) sao plotadas em fun¢ao dos comprimentos de onda de

excitacao da radiagao incidente.

Neste trabalho, a identificacdo de cada antocianina é feita pela comparacao entre os
espectros de PAS experimentais com aqueles simulados a partir dos resultados de B3LYP
/ ADZP, ver Figuras 53 - 58. As Figuras 51 e 52 indicam os picos das bandas B3LYP /
ADZP UV-Vis para as varias antocianinas identificadas nas amostras. Nossos resultados
também sao confrontados com aqueles encontrados na literatura, obtidos a partir da

espectroscopia UV-Vis.

[—— PAS ACAf]

Sinal PAS (u.a)

: : , : , : , : , :
200 225 250 275 300 325 350
Comprimento de Onda (hm)

Figura 51 — Os picos do espectro fotoacustico do acai.
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Para melhor andlise experimental, optamos por dividir o espectro de PAS do acai
(200 - 600 nm) em duas partes: a primeira parte entre 200 - 350 nm, que apresentou dez
picos (Figura 51). A segunda de 350 - 600 nm, com sete picos referentes as antocianinas
estudadas (Figura 52).

A Figura 51 ilustra o espectro fotoactstico do acai, no momento em que este
apresenta os picos na regiao espectral, visivel entre 200 - 350 nm. Foram identificados
trinta e oito picos, dos quais apenas dez fazem parte da molécula em estudo. Logo, um
total de 10 picos se refere as moléculas investigadas. Como consequéncia desse processo
de identificacdo, informacoes do espectro fotoacustico do agal sdo sistematizadas na tabela
abaixo, mediante apresentacao de todos os valores de intensidade (sinal fotoactstico), os

quais sao associados aos comprimentos de onda encontrados na regiao de 200 - 350 nm.

Tabela 16 — Dados obtidos do espectro fotoactstico do agai na regiao de 230 - 347: ntimero

do pico, comprimentos da onda e intensidades do sinal.

Pico A(nm) Intensidade (u.a)

1 230 1
2 235 0,79
3 239 0,55
4 269 0,70
5 274 0,44
6 281 0,65
7 323 0,51
8 326 0,37
9 343 0,57
10 347 0,39

Como ilustra a seguinte figura, foi identificado um total de 7 picos, referentes as

moléculas estudadas, em uma regiao espectral visivel 350 - 600 nm.
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Figura 52 — Espectro Fotoactstico do agai com a regiao espectral visivel 350 - 600 nm.

A Tabela abaixo apresenta os valores de intensidade (sinal fotoactstico), os quais
sdo associados aos comprimentos de onda encontrados na regidao de 350 - 600 nm (ver
Figura 52). Nessa regido, foram identificados cinquenta picos, dos quais apenas sete fazem

parte da moléculas em estudo.

Tabela 17 — Dados obtidos do espectro fotoactstico do agai na regiao de 389 - 495: ntimero

do pico, comprimentos da onda e intensidades do sinal.

Pico A(nm) Intensidade (u.a)

11 389 0,13
12 455 0,1
13 471 0,08
14 478 0,09
15 481 0,09
16 487 0,09
17 495 0,09

A Figura 53 exibe o espectro de UV-Vis da cianina, simulado em agua obtida a
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partir dos nossos calculos. A posicao das excitagoes e suas forgas de oscilacao sdo indicadas
por barras verticais. No nivel TDDF'T, a primeira excitagao eletronica esta prevista em
238 nm. Entre 200 e 300 nm, existem quatorze excitagoes. No entanto, alguns dos niveis
possuem intensidade baixa, que nao aparece na figura. A segunda banda resultante esta
centralizada em 273 nm. Entre 300 e 600 nm existem duas bandas, centradas em 391 nm
e 483 nm. Tanto estes resultados estdo de acordo com os experimentais [31], quanto a
banda 483 nm aparece experimentalmente centrada em 512 nm (ver Tabela 15). Uma das
possiveis razoes das discrepancias entre os espectros tedricos (em dgua) e experimentais
foi a utilizagdo da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) como método para

separacao de compostos quimicos.

UV-VIS Spectrum
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Figura 53 — Espectro TDDFT da cianina: simulacdo em agua, no programa GAUSSIAN
09.

Os resultados experimentais de UV-Vis da delfinina foram previamente relatados
[31] a A > 200nm. Dezessete excitagoes situam-se entre 200 e 300 nm. A primeira excitagao
eletronica de B3BLYP / ADZP ¢é encontrada em 235 nm (Figura 54). A segunda banda
que aparece esta centrada em 273 nm, devido a cinco excitacoes, sendo trés delas com
intensidades despreziveis. O discreto ombro que aparece no espectro tedrico centrado
em 343 nm é formado a partir de quatro transicbes. A quarta banda aparece centrada
em 480 nm, devido principalmente as transi¢oes, entre 400 e 600 nm. As formas dos
espectros tedrico UV-Vis (em dgua) e experimental (HPLC em etanol) [31] sdo similares,
com uma variacdo apenas na ultima banda, em que, experimentalmente, encontramos esta
banda centrada em 520 nm e, teoricamente, em 480nm (ver Tabela 15). Mais uma vez,
acreditamos que tal discrepancia seja devido ao solvente utilizado, de calculos de TDDFT

feitos com base em agua e o experimental em etanol.
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UV-VIS Spectrum
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Figura 54 — Espectro TDDFT da delfinina: simulagdo em agua, no programa GAUSSIAN
09.

A molécula de cianina e delfinina apresentam estruturas muito parecidas, a cianina
possui um hidrogénio ligado ao radical Rs, enquanto que a delfinidina, nesta mesma
posi¢ao, possui um hidroxido. Por esse motivo, essas duas moléculas tém transi¢oes muito
proxima entre si: 238 — 235 nm, 273 — 273 nm, 391 —— 343 nm e 483 —— 480 nm.
A presenca do grupo OH afetou principalmente as transi¢ao entre 300 e 400 nm, o que

acreditamos justifica a diferenca de 48 nm, entre esta faixa do espectro.

Outra molécula com uma estrutura similar a cianina e a delfinina é a petunina.
Esta revela uma uma variagao apenas no radical Ry, grupo metoxi OC' Hj. Se observarmos
a Figura 55, notaremos que esta também possui (4) bandas de absor¢ao: primeira banda
centrada em 235 nm, devido as transi¢oes entre 200 e 250 nm; a segunda centrada em
270 nm, devido a faixa espectral de 250 a 300 nm; a terceira posicionada em 349 nm; e a

ultima banda centrada 495 nm, devido, principalmente, as transicoes entre 400 e 600 nm.

Como esses resultados estao proximos ao dados experimentais [31], mais uma vez
acreditamos que tal discrepancia seja devido ao efeito do solvente, utilizado pelos autores.

Assim, foi observada uma variagao de 25 nm para a quarta banda (ver Tabela 15).
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Figura 55 — Espectro TDDFT da petunina: simulagdo em dgua, no programa GAUSSIAN
09.
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O espectro de UV-Vis da malvinina foi registrado em 0.1 % HCI, em metanol por
[39] e em 0.1 N HCI por [40], a A > 200nm. Nos intervalos de 240 a 300 nm e de 300
a 560 nm, existem quatro bandas de absor¢ao (conforme Figura 56). A primeira banda
esta centrada em 240 nm, formada por um conjunto de 10 transi¢coes. A outra banda
esta localizada em 275 nm, formada por um conjunto de 5 transi¢oes. A terceira banda,
ou mais comumente chamada de ombro, estd centrada em 345 nm e a banda de maior
intensidade esta centrada em 485 nm. Uma das razoes das discrepancias entre os espectros
tedricos (em dgua 485 nm) e experimentais (em metanol 520 nm) foi o método usado
pelos autores que utilizaram a cromatografia, que trata-se de uma técnica analitica que
tem por finalidade geral a separagdo e/ou purificacdo de misturas, quando acoplados com
detectores de massas ou UV-Vis [105].
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Figura 56 — Espectro TDDFT da malvinina: simula¢ao em agua, no programa GAUSSIAN
09.

Outra molécula com uma estrutura similar & malvinina é a peoninina. Enquanto a
malvinina tem um grupo metoxilo (OC Hs), no radical Ry, a peoninina tem apenas um
hidrogénio; além de ter 4 bandas de absor¢ao, sendo as duas primeiras entre 200 e 300 nm,
centradas em 235 nm e 273 nm, respectivamente, como podemos observar na Figura 57. A
terceira banda, comumente chamada de ombro, esta centrada em 328 nm. A quarta banda
estd centrada em 470 nm, formada a partir das transi¢cdes entre 400 e 600 nm. No geral,
o espectro de UV-Vis da peonina foi registrado em etanol a A > 200nm [31], seguindo
consulta a Tabela 15. Isso posto, notamos que existe uma discrepancia de 42 nm, quando
utilizado o método de HPLC.
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Figura 57 — Espectro TDDFT da peonina: simulacao em agua, no programa GAUSSIAN
09.

Para a molécula pelargonina ha, entre 200 e 300 nm, duas transi¢oes eletronicas
que coincidem com os centros da banda em 225 e 270 nm (Figura 58). Em A > 300 nm, o
nimero de excitagoes diminue para cinco, sendo os dois picos centrados em 325 (pequeno
ombro) e 460 nm. Podemos notar que o espectro de UV-Vis, simulado em 4gua, exibe
trés bandas fortes, sendo duas bandas com comprimentos 200 < A < 300 e uma terceira
banda mais intensa, emA = 460nm. Os dados de UV-Vis, apresentados por [49], revelam
um pico de 508 nm, quando usado 0.1% de &cido Cloridrico (HCI) em metanol. Uma
das razoes das discrepancias (cerca de 48 nm para a tltima banda de absorgao) entre os
espectros tedricos (em dgua) e experimentais (em metanol) foi o método usado pelo autor,

que utilizou a cromatografia liquida de alta performance (HPLC).
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Figura 58 — Espectro TDDFT da pelargonina: simulacdo em agua, no programa
GAUSSIAN 09.

A principal caracteristica comum a todos os espectros de PAS é todos eles terem
um namero consideravel de bandas estreitas, ou picos de absorcao espectral, basicamente
devido a dois fatores. Primeiramente, a amostra preparada para o experimento PAS foi
um simples pedaco de fruta fresca, contendo, portanto, grande niimero de moléculas que

podem ser observadas ao mesmo tempo. Em segundo lugar, a fruta em estudo contém
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outros tipos de moléculas, como flavonéides, por exemplo, que exibem bandas de absorc¢ao
na mesma faixa de comprimento de onda, contribuindo para um aumento no nimero de

bandas ou picos de absor¢ao naquela regiao UV-Vis.

Podemos observar, a partir dos dados resumidos na Tabela 18, que cada molécula é
identificada por um conjunto de quatro picos. Os comprimentos de onda na regiao UV-Vis
(300 - 550 nm) sao, portanto, aqueles que devem ser preferencialmente utilizados para
diferenciar as antocianinas estudadas, neste trabalho. Os dois comprimentos de ondas
mais curtos A < 300 nm, que ficam na regiao UV provenientes do anel A, sao encontrados
em todas as moléculas e possuem quase o mesmo comprimento de onda, como previsto
por [22]. Como a mudanca de radicais acontecem apenas no anel B, caracterizamos cada
molécula através dos dois comprimentos mais longos, quando 300 < A < 550 nm.

Tabela 18 — Picos de bandas de TDDFT e PAS (em nm) das antocianinas investigadas,
neste trabalho.

Antocianinas TDDFT PAS
Acai
Pelargonidina-3-gluc 225 223
270 269
325 326
460 455
Cianidina-3-gluc 238 239
273 281
391 389
483 481
Peonidina-3-gluc 235 235
273 274
328 326
470 471
Petunidina-3-gluc 235 235
270 269
349 347
495 495
Delfinidina-3-gluc 235 235
273 274
343 343
480 481
Malvidina-3-gluc 240 239
275 274
345 343
485 487

Ao observarmos as Figuras 51 e 52, bem como a Tabela 18, podemos identificar
as moléculas estudadas, neste trabalho. Assim, hé dois picos (3° e 4°) que identificam a
molécula da pelargonina, correspondentes ao pico 8 (Tabela 16) e pico 12 (Tabela 17).

Além disso, um desses picos também esta presente na peonina (pico 8), embora esteja
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ausente o pico que corresponde a A = 455 nm (pico 12). A diferenga entre essas duas
moléculas estard no pico de comprimento de onda (\) mais longo. Desse modo, enquanto
na pelargonina temos A = 455 nm, na peonina, esse pico aparece no range A = 471 nm
(pico 13). Tal diferenca de 16 nm pode ser atribuida ao radical Ry, pois na pelargonina
temos apenas um hidrogénio (H), enquanto que, nesta mesma posigao, a peonina apresenta

um grupo metéxi (OC Hs).

Como pode ser observado no Anexo C.1, o efeito da conjugagdo leva a um
deslocamento na banda m — 7*, que se move para comprimentos de onda mais longos.
Assim, hé dois picos que identificam a molécula de cianina (pico 11, Tabela 17, e o pico
15, Tabela 17, o qual também esta presente na molécula da delfinina). A diferenca entre
as duas moléculas estd no 3° pico, porque, enquanto a cianina é encontrada em A = 389

nm (pico 11), a delfinina é encontrada em A = 343 nm (pico 9).

Ao olharmos para a estrutura das duas moléculas, vemos uma diferenca no radical
Ry. A delfinina possui um oxigénio (O) a mais que a cianina, porém o radical Ry estd mais
proximo da molécula de agticar, fazendo o oxigénio contribuir para um menor deslocamento
na banda 7 — 7*. Acreditamos que isso justifica a diferenga de 46 nm entre as duas
moléculas. Como a molécula de malvinina tem o pico 9 (Tabela 16), comum a delfinina, a
diferenca entre essas moléculas estd no comprimento de onda (\), mais longo com A = 487
nm (pico 16) para a malvinina, e A = 481 nm para a delfinina (pico 15). Nesse meio, a
ultima molécula, petunina, é caracterizada pelos picos 10 e 17. Logo, esses seus picos nao

coincidiram com nenhuma das moléculas citadas anteriormente.

Portanto, como foi observado, as moléculas tém picos iguais em respectivos
comprimentos de ondas, porém todas as moléculas tém um tnico pico, que as diferencia

das demais, nao sendo necessariamente o ultimo.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O principal objetivo deste trabalho foi verificar as biomoléculas funcionais de
antocianinas no fruto do acai in natura. Em seu cumprimento, de modo especifico, foi
associado o uso da Espectroscopia Fotoacustica aos célculos de transicoes eletronicas, via
TDDFT; assim como foram analisados os RED SHIFT observados, nas seis principais

antocianinas identificadas, em razao dos grupos funcionais e das suas posi¢oes na estrutura.

Conforme as analises e discussoes produzidas, nesta dissertacao, a técnica fotoacustica
permitiu fazer a identificagdo sem a necessidade da utilizacao de um solvente, da maneira
como acontece com outras técnicas. Tal identificacao nao teria sido possivel sem o
auxilio dos calculos de TDDFT, baseando-se apenas em dados experimentais de UV-Vis
encontrados na literatura, uma vez que o uso do solvente desloca os picos para comprimentos

mais longos.

Mediante os experimentos que realizamos, explicitamos a resposta para nosso
primeiro problema de pesquisa: Quais as principais biomoléculas de antocianinas presentes
no fruto tropical - acai? Para tanto, retomamos a observacao a Tabela 15, que nos
possibilita notar uma confusdo na identificacdo de moléculas. Algumas possuem o mesmo
comprimento de onda, o que nao permite diferencia-las, a exemplo do que os autores [42]
e [40] atribuem & cianina e malvinina uma transicdo em A = 520 nm, quando utilizada
uma solu¢ao de 0.1 N HCL. Porém, o que diferencia essas duas moléculas é o (3° pico),
em que hd, na cianina, A = 389 nm (pico 11) (Tabela 16) e, na malvinina, A = 343 nm
(pico 9) (Tabela 16).

Para responder ao segundo problema - qual seja: Como a Espectroscopia Fotoacustica,
juntamente com os calculos de transicoes eletronicas via TDDFE'T, explica os RED SHIFT,
em razao dos grupos funcionais dessas moléculas e de suas posi¢oes na estrutura? -
retomamos a observacao da Figura 52. Posto isso, vemos que a confusdo na identificacao
da molécula é aceitavel, devido a técnica utilizada, pois vemos que o 4° pico das duas
moléculas em destaque estd muito proximo entre si (picos 15 e 16, ver Figura 52). Vale
enfatizar, s6 foi possivel perceber essa diferenga utilizando a espectroscopia PAS. Dessa
forma, concluimos que a presenca de antocianinas em frutas, verduras, cereais etc. ¢é
identificada através de quatro picos de absor¢ao. Todavia, para diferenciar as antocianinas,

¢é necessario analisar os dois ultimos picos.

Em sintese, a meticulosa revisao de literatura e a sistematica analise que desenvolvemos
reverberam o ineditismo deste trabalho. Esta foi a primeira vez que a técnica de fotoacustica,
juntamente com os célculos de TDDF'T, foi aplicada em acai in natura, para analisar

o grupo das antocianinas. Destarte, dados importantes foram fornecidos, ja que o nao
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uso de solventes e a melhor resolucao do equipamento permitem um espectro, na regiao
UV-Visivel, mais detalhado.

Diante de tudo que investigamos, as principais expectativas para este trabalho
correspondem: ao aproveitamento dos calculos computacionais, para que também seja
realizada uma pesquisa sobre o efeito dos solventes nas moléculas estudadas, em conjunto
com medidas experimentais de UV-Visivel convencional e PAS. Isso tanto pode tornar
possivel o entendimento completo do efeito dos solventes em amostras, quanto pode

permitir, assim, sanar duvidas restantes deste trabalho.
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ANEXO A - ORBITAIS HIBRIDOS EM
COMPOSTOS DE CARBONO

Para um melhor entendimento dos conceitos abordados, a seguir, foi realizado um

breve comentario a respeito dos niimeros quanticos.

A.1 Nudmeros Quanticos

A.1.1 Ndmero Quantico Principal (n)

Cada nivel corresponde a um nimero inteiro, chamado de nimero quantico principal,
de n = 1 para o primeiro nivel (mais baixo, mais negativo), n = 2 para o segundo, e
assim por diante. Tal estado de energia mais baixo é conhecido como estado fundamental
do dtomo de hidrogénio. O nimero quantico principal (n) define o nivel de energia ou
a camada que os elétrons possuem, definindo também a distancia do orbital em relacao
ao nicleo e o tamanho do orbital ocupado pelo elétron [8]. A Tabela 19 apresenta os

principais niveis de energia com as quantidades de elétrons possiveis para cada nivel.

Tabela 19 — Niveis possiveis do nimero quéantico principal n.

Niveis de Niimero
. Camada Maximo de
Energia ,
elétrons
1° K 2
20 L 8
3° M 18
4° N 32
5° O 32
6° P 18
7° Q 8

A.1.2  Ndmero Quéantico Secundario ou Azimutal (/)

O segundo nimero quantico necessario para especificar um orbital é o momento
angular /. Também define o subnivel de energia de um elétron. Esse niimero quantico
pode ter os valores [ = 0,1,2,..n — 1. Atualmente, temos conhecimento dos subniveis g e
h, porém os subniveis s, p, d, f, sdo os utilizados na pratica [8]. A (Tabela 20) apresenta o

tipo de orbital para cada valor de [. O formato desses orbitais sdo descritos na se¢ao B.2.
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Tabela 20 — Tipo de orbital correspondente a cada valor de [.

Valor de [ 01123
Tipo de Orbital | s |p|d | f

Assim como os valores de n podem ser usados para calcular a energia de um elétron,
os valores de [ podem ser usados para calculos de outras propriedades fisicas, como o

momento angular do orbital do elétron.

A.1.3 Nimero Quantico Magnético ( m ou m; )

O terceiro nimero quantico necessario para especificar um orbital é o m;. O nimero
quantico magnético é caracteristico da quantidade de orbitais, para cada subnivel, e nos
fornece a orientagdo do movimento orbital do elétron. Esse niimero quantico pode assumir
os valoresm; = [, -1, ..., —I. Existem 2[4+ 1 orbitais em uma subcamada de niimero quantico

[ [8]. A Tabela 21 apresenta a quantidade de orbitais para cada valor de [.

Tabela 21 — Quantidade de orbitais e os possiveis valores para o m;.

Valor de Quantidade de Valores para m;
l orbitais (2[4 1) (my=101-1,..,-1)
0 1 0
1 3 —-1,0,+1
2 5 —-2,—-1,0,+1,+42
3 7 -3,—-2,-1,0,+1,+2,43

A.1.4 Nimero Quantico de Spin (s ou my)

O niimero quéntico spin (s ou my) caracteriza o possivel movimento rotacional dos
elétrons, sob seus eixos imaginarios. Por convencao, adotamos a seta para cima my=1,
que corresponde a my =—z€a seta para baixo my=|, correspondendo a my; = +§. Esse
movimento influencia no preenchimento dos subniveis que devem obedecer ao Principio
da Mdazima Multiplicidade (Regra de Hund) e ao Principio da Ezclusao de Pauli [7], que

dizem:

1. Os elétrons irao ocupar o orbital molecular de mais baixa energia, e depois os niveis

de mais alta energia;

2. De acordo com o Principio de Exclusao de Pauli, cada orbital s6 pode ser ocupado
por, no maximo, dois elétrons, sendo que estes precisam estar necessariamente

emparelhados;

3. Se existir mais de um orbital molecular de mesma energia, estes devem ser preenchidos

um a um, adotando spins paralelos (Regra de Hund).
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A.2 Teoria da Ligacdo de Valéncia - TLV

A teoria da ligacao de valéncia (TLV) é um modelo que descreve ligagoes covalentes,
ao levar levando em consideragao a sobreposicao em fase de um orbital semipreenchido
de um dtomo com um orbital semipreenchido do outro [7]. Essa teoria permite o calculo

numérico dos angulos e dos comprimentos de ligagoes.

De acordo com a TLV, as liga¢gdes quimicas sao formadas quando os orbitais dos
atomos se superpoem. Para que esta superposicao ocorra, é necessario que os nucleos se

aproximem e que exista elétrons de spins contrarios.

A.2.1 Hibridizacdo de Orbitais Atémicos

O atomo de carbono aparece na natureza de forma atipica, pois ao invés de manter
sua estrutura eletrénica natural 1522s522p?, ele experimenta usualmente trés tipos de
hibridizacdo: sp, sp? e sp®. Essa capacidade de combinacdo diversificada de seus orbitais
atomicos possibilita que o carbono realize ligagoes quimicas com outros atomos, dando

origem a um grande nimero de compostos organicos [106].

Como ¢é sabido, o carbono tem configuragio eletronica: 1s* 2s* 2p, 2p, 2p? em seu
estado natural. Vejamos que s6 ha dois elétrons nao pareados, ocupando parcialmente
dois orbitais p, e p,. Portanto, o carbono, em sua forma natural, s6 é capaz de realizar
duas ligagoes, mas nao € isso o que geralmente é observado. O carbono quase sempre tem
valéncia quatro (normalmente tetravalente), como no caso da molécula do benzeno CgHg.
Para que a molécula se forme e se torne estavel, é necessario que o carbono passe por
hibridizacao do tipo sp? [106].

A hibridizacdo é uma operacado matematica de mistura das fungoes de onda de
orbitais 2s + 2p, + 2p, + 2p.. A diferenca de energia entre o subnivel 2s e 2p é pequena,
como apresentado na Figura 59. Por isso, pode ocorrer de um elétron ser promovido do

orbital 2s? para 2pY, como mostra a Figura 60.
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AE

IS%

Figura 59 — Hibridizacao do carbono no
estado fundamental: 6C — 152
25% 2pl 2p11, 2pY.

AE

.

Figura 60 — Hibridizacao do carbono com um

elétron promovido: 1s? 2s? 2p!
Zp; 2pl.

As hibridizagoes entre os orbitais s e p podem acontecer de trés maneiras [106].

1. Quando o orbital s se combina com trés orbitais do tipo p, sao gerados quatro

orbitais hibridos do tipo sp® (Figura 61). A configuracio espacial do carbono hibrido

em sp> é tetraedral.

2. Quando o orbital s se combina com dois orbitais do tipo p, sao gerados trés orbitais

hibridos do tipo sp? e um orbital puro p, (Figura 62). A configuracio espacial do

carbono hibrido em sp? é trigonal plana.

3. Quando o orbital s se combina com um orbitais do tipo p, sdo gerados dois orbitais

hibridos do tipo sp e dois orbitais puro do tipo p, e p, (Figura 63). A configuragao

espacial do carbono hibrido em sp é linear plana.

AE
-+ + 4

4 orbitais do
tipo 2sp?
18
v
Figura 61 — Carbono no estado
hibridizado: sp? —

1s*(2sp®) ' (2sp°) ' (25p°) " (25p°) "

AE +
4 4 4
! | ‘ 2pz!
3 orbitais do
tipo 2sp?
ot
Figura 62 — Carbono no estado
hibridizado: sp? —

1s*(2sp%)" (25p®)! (2sp%) ' 2p].
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o

Figura 63 — Carbono no estado hibridizado: sp — 1s%(2sp)*(2sp)*2p, 2p..

A.2.2 Compostos Aromaticos

Compostos aromaticos sdo aqueles que possuem ressonancia (fendémeno dindmico,
oscilatério de movimentacao das nuvens 7 de elétrons, que se encontram deslocalizados na
estrutura), sendo assim mais estaveis. Uma estrutura possui carater aromatico quando é
formada por monociclos planos e apresenta ressonancia, possuem atomos hibridos sp? e
obedecem a Regra de Huckel - a qual diz ser preciso que uma nuvem de elétrons conjugados

tenham 4n + 2 elétrons 7, sendo que n é um numero inteiro [106].

O benzeno (CsHg) é o exemplo mais notavel de orbitais localizados que conferem a
essa molécula, denominada aromadtica, as seis ligacoe: C' — H — sp? — 1sy. Estas formam
um anel de estrutura planar hexagonal, intitulado anel benzénico, de alta estabilidade,

responsavel pela estrutura molecular [106].

A molécula de benzeno possui trinta elétrons de valéncia. Destes, vinte e quatro
estao localizados em doze orbitais moleculares do tipo o, mais localizados entre ligagdes C
-He C - C, ou seja, seis ligacdes o (sp* — 1sy) e mais seis ligacoes o (sp? — sp?). Os seis
elétrons ligados restantes estao localizados em seis orbitais moleculares tipo 7 (2pl), os
quais nao estao localizados em torno do anel benzénico. Esses seis elétrons residem no
grande espago que existe acima e abaixo do plano molecular, como ilustrado na Figura 64.

Sao esses elétrons 7 os responsaveis pelas transigoes eletronicas UV-Vis no benzeno [106].
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Figura 64 — Molécula de benzeno e a deslocalizacao de elétrons 7 [107].
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ANEXO B - TEORIA DOS ORBITAIS
MOLECULARES

As formas das moléculas determinam seus odores, seus sabores, sua a¢ado como
farmacos e as reagoes que ocorrem em nosso organismo e que contribuem para a vida. As
ligacoes quimicas, propriedades quimicas e fisicas, entre as moléculas, podem ser tratadas
em termos da teoria dos Orbitais Moleculares, que descrevem a distribuicao dos elétrons
nas moléculas. O método do orbital molecular foi introduzido por Mulliken e Hund, no
fim da década de 1920, e se baseia no Principio Variacional e na Combinagao Linear de
Orbitais Atémicos (LCAO — Linear Combination of Atomic Orbitals). E um método
que mostrou ser melhor para a descricao da ligacdo quimica, pois ela resolve todas as
deficiéncias da Teoria da Ligacao de Valéncia (TLV) (Secao A.2) [8].

B.1 Orbitais Moleculares

Na teoria dos orbitais moleculares, os elétrons ocupam orbitais chamados de orbitais
moleculares, que se espalham por toda a matéria e estao deslocalizados, ou seja, nao
fazem parte de nenhuma ligacao em particular. A mecanica quantica consegue descrever
completamente o atomo de hidrogénio, por ser um sistema de um tnico elétron, da mesma
forma, a tinica molécula que possui uma descricio completa é a molécula hidrogénio H,
quando ionizada, por também ser um sistema de um tnico elétron. Para todas as outras
infinitas moléculas, algumas aproximagodes necessarias, a fim de que possamos resolver

suas estruturas eletronicas [8].

Os orbitais moleculares sao orbitais formados pela combinacao linear de orbitais
atomicos que pertencem a camada de valéncia dos atomos das moléculas. Podemos entao

escrever um orbital molecular, para a molécula de Hs, como sendo:

U= U, + gy, (B.1)

Onde Wy, € 0 orbital 1S do atomo A e g, é o orbital 1s do atomo B. Dessa
forma, esses orbitais formam uma combinagao linear de orbitais atomicos (LCAO — Linear
Combination of Atomic Orbitals). Orbitais moleculares formados a partir de orbitais
atdmicos é denominado de LCAO-MO. E importante destacar que nio existem elétrons

neste estagio, que é somente uma combinagao (soma) de fungdes de onda.

Orbitais sao como ondas de elétrons centradas em nicleos diferentes, podendo

existir uma inferferéncia construtiva, (Figura 65) (formando o orbital ligante o de
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menor energia) quando seus orbitais se somam W = W4, + Upy,, indicando uma maior
densidade de probabilidade entre os nucleos e uma inferferéncia destrutiva; (Figura 66)
(formando o orbital antiligante o* de maior energia) quando seus orbitais se sobrepoem
U =W, — Upy,, indicando uma superficie nodal nos pontos em que os orbitais atomicos

se anulam, gerando uma menor densidade de probabilidade entre os niicleos [8].

Node

A
33

Figura 65 — Combinacgao de Orbitais

Atomicos: a  resultante Figura 66 — Combinacao de Orbitais

diminuicao de energia - Orbital Atomicos: o resultante aumento

ligante. Fonte: [8]. de energia - Orbital antiligante.
Fonte: [8].

Para que exista a combinagao linear dos orbitais atomicos (CLOA), é necessério
que os orbitais atomicos tenham energia semelhante e possuam simetria adequada. Um
dado importante da teoria dos Orbitais Moleculares (MO) é que N orbitais atomicos geram

N orbitais moleculares [8].

Assim, é possivel representar as energias dos orbitais atomicos e dos orbitais
moleculares ligante e antiligante, através do diagrama de niveis de energia dos orbitais

moleculares, como apresentado na Figura 67.

AEnergia

1s \ e 1s

1H Noees f 1 """ !

Atomo Atorno

H,

Molécula

Figura 67 — Diagrama de energia dos orbitais moleculares ligantes e antiligantes, formados
a partir de dois orbitais S atomicos.
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B.2 Representacao dos Orbitais Moleculares

A solugao da equagao de Schrodinger para o atomo de hidrogénio fornece fungoes
de ondas radiais e os harmonicos esféricos normalizados, que depende das coordenadas
(R,0,¢). Podemos transformar essas fungoes no produto de duas fungdes, uma que depende

apenas da coordenada radial e outra que depende das coordenadas angulares, dada por:

(R, 0,9) = R(r)Y (0, ¢) (B.2)

onde R(r) é a parte radial responsével pela extensao do orbital e Y'(0, ¢) é a parte angular
responsavel pela formato do orbital. Iremos nos restringir apenas aos orbitais dos periodos

1 e 2 da tabela periddica, a molécula em estudo nao apresentar periodos maiores [108].

Os orbitais atémico 1s e 2s sao representados pela func¢oes de onda dadas pelas
Equacgoes. B.3 e B.4.

2 = 1
Y15 = PE e N (B.3)
T e% 1
v = (2-0) Gaas (B4)

Observamos as func¢oes de onda 1), e 155, onde ag representa o primeiro raio de
Bohr. Percebemos que nao existe nenhuma variavel esférica explicita. Isso significa que o
esférico harmonico para o orbital s ndo apresenta nenhuma dependéncia de 6 e ¢, podendo
assumir qualquer valor. Assim, o orbital s tem formato esférico como apresentado nas
Figura 68 e 69. A diferenga entre o orbital atomico 1s e 2s estd na parte radial, onde o

orbital 2s possui uma extensdo maior do que o orbital s [108].

Figura 68 — Formato do orbital do tipo 1s.
Figura 69 — Formato do orbital do tipo 2s.

O orbital atomico 2p fornece trés fungoes do tipo V., VYops € Yoy, como é mostrado,

respectivamente, nas Equagoes B.5, B.6 e B.7.

n _r_em™ (3>;COSQ (B.5)
2p ap \/§(2a0)% 47 ’
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—T

T e2a0 3\2
;= ————|—] senfcos B.6
Vap ao\/§(2a0)% (87r> ¢ (B.6)
oy = T (3)é 0sen 6 (B.7)
= ———— | —] senfsen )
T ag /3(2a0)7 \8T

Sabendo que o angulo # pode variar de 0° a 180°, a Equacao B.5, quando 8 apresentar
90°, a fungao gy, sera igual a zero. Assim, surgird uma regiao nodal (conhecida como né
angular) e o orbital possuird o formato conhecido como halteres, nas direcoes 2p,, 2p, e
2p, mostrados nas Figuras 70, 71 e 72 [108].

Figura 70 — Representacao esquematica do  Figura 71 — Representagao esquematica do
orbital 2p na direcao = do plano orbital 2p na dire¢do y do plano
cartesiano. cartesiano.

Figura 72 — Representacao esquematica do orbital 2p na direcao z do plano cartesiano.

A densidade de probabilidade de encontrar o elétron a uma certa distancia do
niicleo ndo estd na funcao de onda radial e sim no quadrado desta funcao | v |?, como
apresentado na Figura 73. Para o quadrado da fungao do orbital 1s | ¢5 |2, a densidade de
probabilidade ¢é zero, quando r = 0, o que ¢é esperado, devido a probabilidade de encontrar
o elétron dentro do nucleo ser nula. No entanto, a funcao apresenta um maximo a uma
dada distancia do ntcleo, quando 7 = ay = 0,529 A, que corresponde ao primeiro raio de

Bohr, apresentado na Figura 74[108].
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.‘/\\.‘(_/ Wavefunction
Probability
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| / 0.z

\ S 01

Figura 73 — Equivaléncia entre as regides r
positiva e negativa da fungao de
onda radial e a distribuicao de
probabilidade. Fonte: [109].

Figura 74 — Distribuigao radial. Fonte: [109].

Respectivamente, na Figura 73, as regioes positiva e negativa, dessa funcao de onda,
correspondem a mesma distribuicao de probabilidade (dada pelo médulo do quadrado de
¥). Na Figura 74, a distribuigao radial descreve como a densidade da matéria circundante

varia em funcao do raio.

B.2.1 Estrutura Eletronica de Moléculas Diatomicas Homonucleadas

Moléculas diatomicas homonucleadas sao as que possuem dois atomos, sendo ambos
iguais. Para a construcao da estrutura eletronica, primeiramente, devemos construir todos
os orbitais moleculares possiveis, a partir da combinagao dos orbitais atémicos da camada
de valéncia. Os elétrons de cada atomo sao inseridos nesses orbitais, obedecendo ao

Principio da Exclusao de Pauli e & Regra de Hund, visto na Seccao A.1.4 [8].

Para a molécula mais simples Hs, hé dois orbitais atomicos do tipo 1s (um de cada
atomo). Estes se combinam, formando dois orbitais moleculares, sendo um do tipo ligante
015 € outro do tipo antiligante oj,. Os elérons ocupam o orbital de menor energia e estao
emparelhados obedecendo ao Principio de Pauli e a Regra de Hund, como mostra a Figura

67 [3].

Os mesmos principios usados para a molécula de Hy podem ser estendidos a outras
moléculas diatomicas homonucleadas dos elementos do periodo 2 da tabela periddica.
Como os atomos do periodo 2 possuem orbitais atomicos 2s e 2p, construimos os orbitais
moleculares a partir da superposicao desses oito orbitais atomicos, sendo 2s, 2p,, 2p,, 2p.

para cada atomo [8].

A interacao dos orbitais 2s é similar aos do Is, produzindo os orbitais o9, € 03,
ja que 2s e 1s possuem a mesma simetria. Os seis orbitais atdmicos 2p (trés de cada
atomo) formam os outros seis orbitais moleculares restantes. Estes podem se sobrepor
de duas maneiras diferentes, lateralmente e frontalmente. Da sobreposicao frontal, ha a
formagao dos orbitais ligantes 03, quando positiva, e dos antiligantes ¢3,, quando negativa,

conforme ilustrado na Figura 75. Da sobreposicao lateral em fase, ha a formacao dos
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orbitais ligantes 7y, (apresentada na Figura 76) e fora de fase, a formacao dos orbitais

antiligantes 73, (demonstrada na Figura 77) [8].

e 90 -~ &9 X T
¢ o0 — &0 ®e- O

Figura 75 — Formacao de um orbital o ligante
e um o antiligante.

6’\

Figura 76 — Formacao de um orbital =
ligante.

ge-ge
T

Figura 77 — Formagao de um orbital 7 antiligante.

Um orbital 7 é um orbital molecular com um plano nodal, que contém o eixo
internuclear. Dois orbitais do tipo p, quando interagem, formam seis orbitais moleculares,
dois orbitais moleculares do tipo ¢ e quatro orbitais moleculares do tipo 7. Como exemplo,
a molécula do oxigénio O, possui orbitais atomicos do tipo p, que formam seis orbitais

moleculares, como mostra a Figura 78.

Orbital LUMO

, aTipz
Energi __,.{—le/b.tan HOMO
% 1o

RN ERIE,
pro Ipy I Tpx mipy S ; px py 22

«o ...

Figura 78 — Diagrama de energia dos orbitais moleculares ligantes e antiligantes, formados
a partir da molécula de oxigénio.

Sao chamados orbitais moleculares de fronteira aqueles onde as reagdes quimicas

efetivamente ocorrem.
e HOMO - Highest Occupied Molecular Orbital ou orbital molecular de mais alta
energia, ocupado por pelo menos um elétron.

e LUMO — Lowest Unoccupied Molecular Orbital ou orbital molecular de mais baixa

energia, nao ocupado por elétrons.
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e SOMO — Single Occupied Molecular Orbital ou orbital molecular de mais alta energia,

ocupado por apenas um elétron.

B.3 Estrutura Eletronica de Moléculas Poliatomicas

A defini¢ao de Orbitais Moleculares para moléculas poliatomicas envolve obviamente
um grau de complexidade maior do que no caso de moléculas simples, diatémicas, devido
exatamente ao maior nimero de atomos e elétrons envolvidos, bem como as simetrias
geralmente mais complicadas. Os orbitais moleculares se espalham sobre todos os atomos
da molécula e o par de elétrons de um orbital ligante ajuda a manter unida toda a molécula,

nao somente um par de atomos.

Dentre as vérias moléculas poliatdomicas, a molécula do benzeno (CsHg) ¢ discutida
na Sec¢ao 2.1. Na descricao dos orbitais moleculares para o benzeno, todos os orbitais Coy,
Cy, e Hys contribuem para os orbitais moleculares que se espalham sobre todos os doze
atomos da molécula. Como a deslocalizagdo é um aspecto fundamental do componente 7
das ligagoes duplas conjugadas, podemos tratar dessas ligagoes usando a teoria do orbital
molecular e os célculos energéticos de cada nivel de energia, mediante as aproximagoes de
Hiickel, descritas na Secao C. Nesse tratamento, os orbitais 7 sao abordados separadamente
dos orbitais o, em razao de que os elétrons -7 sdo bem menos localizados, ou ligados, do

que os elétrons -0, tal que ha muito pouca interacao entre os dois tipos de orbital.

B.3.1 Tipos de Transicoes

Antes de falarmos dos tipos de transi¢coes em compostos organicos, é importante

entender dois conceitos importantes [110].

1. Croméforos: grupos organicos, geralmente insaturados (ex: C=C, C=0, —NO,,
nicleo aromatico), presentes nas moléculas que absorvem a radiacao eletromagnética,

nas regioes do Ultra Violeta (UV) e Visivel (VIS).

2. Auxécromo: grupos que, quando ligados ao cromoforo, alteram a intensidade
e comprimento de onda de absor¢ao (Ex: -COOH, -OH, —SO3H, -NHR, —N R,
—NH,).

Como foi visto, os orbitais de moléculas poliatomicas podem ser classificados como
o, o, men*. Além disso, dtomos como N,0,S e Cl possuem elétrons nao-ligantes (n).
Com essa nomenclatura, os orbitais de uma molécula poliatémica podem ser descritos

como na Figura 79.
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Figura 79 — Niveis de energia molecular eletronica e principais transicoes dos orbitais.

H& um orbital antiligante (7*, 0*) correspondente a cada orbital ligante (7, o). As

excitacgoes eletronicas em ordem crescente de energia sao: n — 7*; 1 — 7, n — o

o — o*. As regides aproximadas no espectro eletromagnético podem ser vistas na Tabela

22 a seguir.
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Tabela 22 — Tipos de transicao, faixas e cromoforos.

Tipos de Transigcoes, Faixas e Cromoforos

Transicoes

Faixa de )\

Consideragoes

Abaixo de
150nm

Transicao de pouquissima importancia para
espectroscopia molecular, devido aos baixos
comprimentos de onda requerido.

150nm a 250nm

Ocorre em compostos saturados que contenham
atomos com pares de elétrons nao ligantes (n).

150nm a 250nm

Em uma molécula com diversos orbitais m, as
varias possibilidades de transicao m — 7* levam a
um espectro no qual varias bandas de intensidade
variante sao observadas, como no caso do benzeno.

200nm a 700nm

Correspondem a maioria das transi¢oes eletronicas
aplicadas a métodos espectroscopicos na regiao,
UV-VIS exatamente porque a faixa 200 — 700nm
¢ mais interessante experimentalmente. Alguns
exemplos de substancias organicas que apresentam
cromoforos para essas transigoes sao aromaticos,
alcenos, alcinos, carbonila, amidas, azocompostos
e nitrocompostos.

Em moléculas com diversos orbitais 7, as transi¢coes n — 7* e 1 — 7* sao as

mais importantes transigoes espectroscopicas.
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ANEXO C - APROXIMACOES DE
HUCKEL

Nas aproximagoes de Hiickel, os orbitais atomicos utilizados nas expansoes das
fungoes de onda moleculares constituem o conjunto de base para os calculos. Os orbitais
T, se revelam os mais altos orbitais ocupados com os orbitais o, sendo mais fortemente
ligados. Assim, a formacao e quebra de ligacoes, como estd implicito nas estruturas de
ressonancia, sao feitas nas ligagdes 7, ao invés de 0. Esta ¢ a aproximacao basica da teoria
de Hiickel, que pode ser delineada em cinco passos da teoria do orbital molecular [111],

usaremos a notagao bra-ket ( ( | ) ) por simplificagao.

O método de Hiickel simples é:

Ho V) = E.|¥2) (C.1)
E necessério:

1. Definir uma base de orbitais atomicos. Contudo, serao focados apenas os orbitais .,
no qual podemos escrever os Orbitais Moleculares (MOs) como combinagoes lineares
dos orbitais atomicos p,. Se assumirmos que existem N dtomos de carbono e cada

um contribui com um orbital 7., podemos escrever os MOs [¥?) como:

0%) = ; ci [pl) (C.2)

2. Calcular as representacoes relevantes da matriz de Hiickel, fazendo algumas aproximagoes
radicais. Esse passo torna a algebra muito mais simples, sem alterar a resposta
qualitativa. Temos de calcular duas matrizes, [S;;] e [H;;], conhecidas como matrizes
de sobreposicao e hamiltonianas, que envolvem integrais entre orbitais p, em diferentes

atomos de carbono:

Hy (2 H |pl)
Sy = (p:lpl) (C.3)
S;; e H;; sao chamadas, respectivamente, de integrais de sobreposicao e ressonancia.

Diante disso, os orbitais p, serem ortonormais constituem a primeira aproximacao

feita. Isso significa que:
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1, sei=]
0, se i ]
De modo equivalente, isso significa que: [S;;] = I. Trata-se de matriz

identidade, o que reduz o problema de autovalor generalizado para um problema

normal de autovalor.

A segunda aproximacao que fazemos é assumir que quaisquer integrais
hamiltonianas desaparecem se envolvermos os atomos 7 e j, 0s quais nao sao vizinhos
mais proximos. Isso faz algum sentido, porque quando os orbitais estdo muito
distantes, eles terao pouca sobreposicao espacial, levando a um integrando quase
zero em todos os lugares. Notamos também que os termos diagonais i = j devem
ser todos iguais, pois envolvem a energia média de um elétron, em um orbital de

carbono p,:

Hy = (piHp.) =« (C.5)

H;; é chamado a integral de Coulomb e o termo « é frequentemente chamado de
energia no local. Entretanto, para quaisquer dois vizinhos mais proximos, o elemento

da matriz também sera considerado constante:

H,; = (AP =8 i,j wvizinhos. (C.6)

o termo [ permite descrever a deslocalizacao de elétrons, advindos de multiplas
estruturas de ressonancia e, portanto, é frequentemente chamada de integral de

ressonancia.

De forma geral, estamos assumindo que:

a) A energia de um elétron em um orbital isolado de C (2p.) é H;; = .

b) A energia de interagao entre os orbitais C (2p.), nos carbonos adjacentes ¢ e j
(isto é, i e j estao conectados por uma ligagao o), é H;; = .

¢) Se presume que os orbitais em carbonos nao unidos dessa maneira nao interagem,
¢ H;; = 0. Para nao adjacente, 7 e j.

d) A sobreposicao espacial da densidade de elétrons entre diferentes orbitais,
representada por elementos nao diagonais da matriz de sobreposicao, ¢ ignorada

Sij = 0(¢ # j), mesmo quando os orbitais sao adjacentes.
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3. Encontrar os autovalores, quais sejam as energias dos orbitais moleculares de Hiickel,

expressos em termos de « e 3; bem como identificar os autovetores, reconhecidos

como MOQOs Hiickel.

4. Montar o diagrama de energia, tanto obedecendo ao principio da maxima multiplicidade

(Regra de Hund), quanto ao Principio da Exclusao de Pauli, visto na A.1.4.

5. Calcular a energia total, sendo uma forma muito aproximada da Teoria dos Orbitais

Moleculares (TOM).

N
Etot - Z Eia (C?)
i=1
onde FE; sao os autovalores dos MO ocupados, determinados na terceira etapa.

A aplicagao do método de Hiickel, para a molécula “embrido” (benzeno), implica

(G200

Os numeros, na Figura 80, foram indicados de forma arbitraria, para representar os
orbitais atomicos p,. Calculamos as energias dos orbitais moleculares para a molécula do
benzeno, as possiveis transi¢oes espectroscépicas. Por conseguinte, observamos os efeitos

de conjugacoes para essas transicoes.

H
2
H 3 c T m
© ©
c <
H 4 © g
5

i3

Figura 80 — Molécula do benzeno.

1. Cada orbital molecular é formado pela combinagao linear dos seis orbitais atomicos

P

6
w2y = D cilpl)
i=1
(02) = cilpz) + 2 |p2) + s [pl) + calpz) + s p2) + co pE) (C.8)

onde ¢y, ¢o, 3, Cy, C5 € Cg SA0 08 coeficientes de normalizacao.
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2. A matriz hamiltoniana do sistema molecular possui dimensoes 6 x 6, visto que nosso

sistema é composto por seis atomos de carbono.

Hy Hypy Hyys Hiuw His Hi
Hy Hiy Hyz Hyy Hys Ha
Hs Hs Hzs Hiyw His Hse
Hy Hypp Hyz Hyw Hys Hye
Hs1 Hsy Hsz Hsy Hss Hse
He1 Hey Hes Hea Hes Hee

Aplicando as consideracoes C.5 e C.6, a matriz pode ser escrita da seguinte forma:

a 80 0 0 B
6 a B 0 0 0
0 0 0
g |08 ap (C.10)
0 0 8 a B 0
000 B a p
g 0 0 0 B8 «
3. Considerando a Equacao C.4, podemos calcular o determinante secular:
E conveniente introduzir a notacao:
a—F
—x —
g
E = a+ap (C.12)
—x 1 0 0 1
1 — 0 0
0 1 - 0 0
det ’ = 25— 62+ 922 —4=0 (C.13)
0 0 —r 1 0
0 0 1 —z 1
1 0 0 1 —
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Ao expandir o determinante, obtemos uma equacao de sexto grau, com as

seguintes raizes, escritas em ordem crescente:

z = 2,1,1,—1,—1,-2 (C.14)

Tabela 23 — Autovalores em ordem crescente de energia.

X | E,=a+axp
2 E1:O[+25
1| Ey=a+pf
1 E3:Oé+ﬁ
1| BEy=a-p
1| Bs=a-p
-2 E@ZCY—Qﬁ

A energia mais baixa e mais alta s@o ndo-degeneradas. As energias Fy - E3 e

E, - E5 sdo degeneradas uma com a outra. Como mostrado na Figura 81.
Eeza—20

E4=Es= a—f3

Figura 81 — Diagrama de energia para a molécula de benzeno.

Os autokets correspondentes aos autovalores podem ser calculados mediante

a expressao abaixo:

(Hy—ES;)-V =0 (C.15)

—cix+co+cg=0

—cr+c1+c3=0

—c3x+co+cy =0 (C.16)
—c4x+c3+c5=0
—csx+cy+cg=0

—C6x+01+0520




ANEXO C. Aproximacoes de Hiickel 114

rT=2—c =cg Cy = Cg, C3 = Cg, C4 = Cg, C5 = Cg, Cg = Cg (C.17)
r=1—c =—c5+cg, Coa = —C5, Cc3 = —C¢, C4 = C5 — Cg, C5 = C5, ¢g = g (C.18)
x=—-1— 0 =—c5—Cg, Cg = C5,03 = Cg, C4 = —C5 — Cg, C5 = C5, g = g (C.19)
T=—2—3Cl = —C4 Co =0y, C3 = —Cy, Cq = C4, C5 = —Cy4, Cg = C4 (C.20)

Para encontrarmos os autokets correspondentes a cada autovalor, faz-se
necessaria a normalizacao dos coeficientes da combinagao linear dos seis orbitais
atomicos p, (Equacao C.8). Para o nivel de menor energia, os coeficientes sao dados
pela Equagao C.17, de modo que podemos representar o orbital molecular da seguinte

forma:

WLy = c6lpl) +co p2) + c6|p2) + co [p2) + 6 |p2) + co P2 (C.21)

Ao aplicarmos a condi¢do de normalizagao, temos:

(Uow) = 1

Ao fazermos a substituicao na Equacao C.21, o orbital molecular de menor

energia |Ul) é representado por:

vy = jgupb 1)+ Y 1Y)+ )+ 169 (C.23)

Na Figura 82, observamos que o orbital molecular de mais baixa energia

deriva da combinacao em fase de todos os orbitais atémicos p,.

H
®
‘@ @
O @
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Figura 82 — Formagao de um orbital molecular: a partir da combinacao linear em fase de
todos os orbitais atomicos p..
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Os préoximos dois orbitais de mais baixa energia sdo degenerados, que dizer,
possuem a mesma energia. Os coeficientes para a normalizacao foram mostrados na

Equacao C.18. Logo,

U2) = ci|pl) + 2 [p2) +ai|pd) —er |pl) — 21 [p2) — i [pd)  (C.24)

Esta é a consequéncia de aplicar a condicao de normalizacao:

(wz|os) =
(C.25)

cT =

[u—
&‘ ‘
DO

Ao fazermos a substituicao do coeficiente ¢; = na Equagao C.24, temos

1
V12

orbital molecular |W?2):

w2) = (Ip2) +212) + p3) — Ip2) — 2p2) — [p%))- (C.26)

B~

12

Dado o fato de que o orbital degenerado surge da restricao arbitraria cg = ¢y,

temos:

P7) = alp) +0—cipl) —clpz) + 0+ lpl) (C.27)

Por conseguinte, ao aplicarmos a condi¢cao de normalizacao:

(w|os) =
(C.28)

cT =

N —

1
Ao substituirmos o coeficiente ¢; = 5 na Equacao C.27, o orbital molecular

|W3) serd representado por:

W3y = S(Ip) 40— 1) ~ pt) + 0+ [p2) (C.29)
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Os dois orbitais moleculares de mais baixa energia sdo degenerados como dito
anteriormente. Sendo assim, podemos dizer que a formacao destes orbitais acontece
quando um plano nodal passa através das ligagoes (Figura 83) ou através dos dtomos
(Figura 84).

Ll

Z S
H .I . H1 /-"'\I )]
" Ol @

0.0 Ol @,
i O ﬁ] f

A)
|%7)

|3)

um orbital Figura 84 — Formacao de um orbital
molecular: a partir de um plano

nodal através das ligagoes.

Figura 83 — Formagao de
molecular: a partir de um plano

nodal através dos atomos.

O orbital molecular seguinte tem dois planos nodais. Novamente, existem
duas maneiras para fazer isto, levando a dois orbitais moleculares degenerados. Os

coeficientes para a normalizacao foram mostrados na Equacao C.19.

W7) = clpy) + s |p2) + o) + e |pl) + s p2) + co [pE) (C.30)
Logo, o orbital molecular pode ser escrito na forma:
W) = clps) +0—clpd) + e |pl) +0— ¢ [pf) (C.31)
Ao aplicarmos a condi¢ao de normalizacao, temos:
(Pr|w7) =1
1

1
Ao fazermos a substituicao do coeficiente ¢; = 5 na Equacao C.31, o orbital

molecular |¥4) é representado por:

W) = S(h) +0— |6 + 1) + 0 — b)) (C3)
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Para ¢ = ¢; e usando a condicao ¢; = —c5 — ¢, visto na Equacao C.19,
podemos encontrar a relacao de que ¢; = —2¢;. Tal que o orbital molecular pode ser

escrito da seguinte forma:

U2) = ci|pl) = 2ci p2) +a [pd) + ei ph) — 21 [p2) + i [pd)  (C.34)

Ao aplicarmos a condi¢ao de normalizacao:

(W2el) = 1
1

- C.35

“ J12 (C-35)

Ao fazermos a substituicao do coeficiente ¢; = na Equacgao C.34, o

1
V12

orbital molecular |¥2) pode ser representado por:

1
USY = ——(Iphy — 21pH) + [P + [ph) — 2p2) + [p5)). C.36
Ao sabermos que os dois orbitais moleculares de mais baixa energia sao
degenerados, podemos entao dizer que a formacao destes orbitais acontecem quando

dois planos nodais passam através dos atomos (Figura 85) ou através das ligagoes
(Figura 86).

0 e

|27

Figura 85 — Formagdo de um  orbital

molecular: a partir de dois
planos nodais através dos
atomos.

W3)

Figura 86 — Formacao de um orbital

molecular: a partir de dois
planos nodais através das
ligagoes.

Para o nivel de mais alta energia, os coeficientes sao dados pela Equagao C.20.

Assim, o orbital molecular pode ser representado por:

[05) = —calp2) + ca [p2) — calpd) + ca [p2) — ca |p2) + ca |pE) (C.37)
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Ao aplicarmos a condi¢ao de normalizagao, temos:

(Ulw) = 1

1

Ao fazermos a substituicao na Equagao C.37, o orbital molecular de maior

energia pode ser representado por [¥8).

ey = %(— D)+ 162) — 1) + 1Y) — 95+ 169) (C.39)

Como o orbital molecular de mais alta energia tem trés planos nodais, todos

os orbitais p, se combinam fora de fase (Figura 87):

H

Redvicl
O/ ®

H

A
[w3)

Figura 87 — Formagao de um orbital molecular: a partir da combinagao linear fora de fase
de todos os orbitais atomicos p,.

4. Em um s6 diagrama de energia, podemos apresentar todos os seis orbitais moleculares
formados a partir da sobreposicao dos seis orbitais atomicos p,, como mostrado na
Figura 88. Vejamos que os seis elétrons -m do carbono ocupam os estados ligantes
mais baixos. O primeiro orbital é ndo degenerado, logo, s6 comportam dois elétrons
pareados. O segundo orbital ligante é duplamente degenerado, comportando quatro
elétrons. Portanto, o fato de as camadas dos orbitais moleculares ligantes estarem

completamente preenchidas ocasiona uma estabilidade alta.
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Energia

Figura 88 — Representacao grafica dos orbitais moleculares do benzeno.

5. A energia de Hiickel para o benzeno é:

N
Eioy = ZEz
=1

Etot = 606"-86 <C40>

O valor de a é a energia de um elétron em um orbital 2p, relativo a um
elétron nao ligado no infinito. Para o carbono, esse valor é conhecido por ser de
aproximadamente —11,4¢eV. A grosso modo, || representa fisicamente a energia
de estabilizacao experimentada por um elétron que permite a deslocalizagdo em
um orbital molecular 7, formado a partir dos orbitais 2p de atomos adjacentes.
Medigbes experimentais de espectros eletronicos deram um valor de || (chamado de
“energia de ressonincia espectroscopica') tao alto quanto 3 eV (~ 70 kcal /mol) para

o benzeno [112].

O GAP HOMO-LUMO (7 — 7*) pode ser calculado como vemos adiante,
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na Figura 22.

AE = ELUMO — EHOMO = (Oé — ﬁ) — ((l/ + ﬁ) = —QB = 6€V <C41>

Com o valor do GAP, é possivel calcular o comprimento de onda (\) para

esta transicao, usando a Equacgao 2.40.

hoc  4,14x107'.3 x 10°

A=AE 6

= 207nm (C.42)

Os célculos de TDDFT, feitos pelo nosso grupo de pesquisa, prevéem uma
transicao de 182nm para a molécula do Benzeno (Figura 89), o que é encontrado na

literatura como uma transi¢ao permitida por dipolo elétrico [113].

13 g
buass JoieIpsO

Figura 89 — Previsao tedrica para a molécula de Benzeno, através de célculo de TDDFT.

Diferentemente do que foi observado através dos calculos, a molécula de
benzeno possui experimentalmente nao apenas uma banda de absor¢ao, mas sim
trés bandas que, as vezes, contém um conjunto de estrutura fina (Figura 90). Estas,
usualmente, estao associadas as transi¢oes do tipo m — 7* [105]. O grafico, dessa
figura, foi obtido por um espectrofotémetro digital UV-Vis Varian Cary 50 Bio. As
bandas mostradas nessa figura, correspondem a 'A;, — By, e *A;, — By, que
sao proibidas por dipolo elétrico. Os orbitais 7 do benzeno assumem uma configuragao
simétrica (ag,)? (e14)*, na qual os estados(ey,)? correspondem aos orbitais HOMO da
molécula. Os orbitais m* constituem os orbitais LUMO e assumem uma configuragao
simétrica (eg,). O orbital de mais alta energia possui simetria do tipo (by,), como

mostrado na Figura 91 [113].
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| (bsp)

(GZU)

Benzeno na fase gasosa | % % (elg
(condi¢Oes normais de pressao 1 )
€ temperatura) b (azu)

NN ] Figura 91 — Estado  fundamental

45 40 35 1 )
Energia (10°cm™) Ayy, para a molécula
de benzeno. Fonte:

[105]

0.5

0.0

Figura 90 — Grafico do espectro de absorcao da

molécula de benzeno em fase gasosa.
Fonte: [113]

O estado fundamental ' A1, é um singleto totalmente simétrico. Considerando,
entdo, a excitagao simples deste sistema HOMO - LUMO, a primeira configuragao
excitada ¢ obtida promovendo um elétron de um e;, para um orbital ey,. Assim,
podemos dizer que a configuragao simétrica assumida pela molécula é (as,)? (e1,)?
(egu)l, como apresenta a Figura 92. A esta configuragao estao associadas trés
simetrias do estado excitado (Bi,, Bay, e F1,,), que a principio deveriam possuir
energias iguais. Porém, devido a contribuicao da repulsao entre os elétrons, estes

estados se apresentam com energias distintas, como ilustrado na Figura 93 [113].

r 3 E].l.l

=180 nm
(Permitido)

—_— (by) B,

% — (&)’ ~200nm |
(Proibido)
1 —H—(e@

= 260 nm
(Proibido)

Figura 92 — Estado excitado 'B;,. Fonte:
[105]

A

g

Figura 93 — Estados de energia Fonte: [105]

Entretanto, avaliando-se a capacidade da inducao de transicao por uma
radiacao eletromagnética, observamos que somente uma simetria do estado excitado
(F1.,) esté acessivel por transigdo de dipolo elétrico, sendo transigoes do tipo '4;, —
!By, e 'A;; — 1By, proibidas ao sistema [113]. O acoplamento vibracional entre
estes estados acaba por transferir energia por vibracao da transicao permitida para
a transigao proibida [114]. Por consequéncia, pode ocorrer uma transigao eletronica,

que, a principio, seria proibida pela simples incidéncia de radiagao.
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C.1 Efeitos da Conjugacao

O aumento na conjugacao, ou deslocalizagao de uma dupla ligagdo, causa um
deslocamento na banda m — 7 que se move para comprimentos de onda mais longos. A
Figura 94 ilustra o deslocamento (representado por A, B e C), observado em uma série de

polienos conjugados, a medida que o comprimento da cadeia conjugada é aumentado.

55
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Figura 94 — Espectro UV-Visivel de polienos: forma CH3(CH = CH),CH3 com n = 3,4
e 5 [105].

Quando auxdcromos (-OH) estao ligados a um croméforo (benzeno), este altera o
valor do(s) seu(s)Amax. A troca de um atomo de hidrogénio (H), na molécula de benzeno,
pelo grupo hidroxila (OH), muda a absor¢do da banda priméria de 203,5 nm para 210,5
nm (diferenga de 7 nm), bem como a banda secundéria de 254 nm para 270 nm (diferenga
16 nm) [110].

A molécula de antocinania possui espectro na regiao visivel, devido ao niimero de

conjugagbes existente na molécula principal (molécula do benzeno).

Quando um ntmero suficientemente grande de conjugacoes estd presente, a energia
do orbital LUMO 7* é reduzida, provocando a diminuicao da distancia energética entre os
orbitais 7 e 7*. Consequentemente, ocorre um deslocamento para maiores comprimentos
de onda. Portanto, quanto maior a conjugagao, mais intenso é o efeito de deslocamento

que pode corresponder a regiao visivel do espectro (Figura 95).

Sistemna niio conjugado  Sistema conjugado  Sistema nio conjugado

i

* *

V, Vy <V,

T T

Figura 95 — Efeito da conjugacao nas transi¢oes m — 7*.
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