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RESUMO

Neste trabalho mostramos o potencial da técnica espectroscopia Raman por elipsometria (ERS
- abreviagdo do inglés ellipsometric Raman spectroscopy) em obter informagdes adicionais
sobre as estruturas de diversos materiais organicos, complementares a outras técnicas de
espectroscopia Optica, através do estudo da polarizagdo da luz espalhada. A técnica ERS foi
desenvolvida no grupo de espectroscopia de materiais e apresentada pela primeira vez para a
comunidade cientifica no artigo de minha autoria e colaboradores intitulado “Ellipsometric
Raman Spectroscopy” publicado em 2016. O ERS relaciona a polarizagao da luz espalhada,
através do calculo dos parametros de Stokes, com a estrutura das moléculas. Através dos
parametros de Stokes calcula-se diversos parametros fisicos, por exemplo, grau de polarizagao
(P) e fator de assimetria (g), este ultimo pode ser relacionado ao sinal de atividade optica
Raman (ROA — abreviagdo do inglés Raman optical activity) que ¢ utilizado para caracterizar
estruturas secundarias de proteinas. No poli (metil metacrilato) (PMMA) foi analisado a
interagdo polimero-solvente em cloroformio, tetrahidrofurano (THF) e tolueno. O ERS
demonstrou que os solventes cloroformio e THF interagem com a matriz polimérica de forma
anisotropica, principalmente com o ramo metil e o tolueno de forma isotropica nas regides
analisadas. Além disso, ela foi capaz de identificar as temperaturas relaxagdes térmicas y e 8
do PMMA. Na albumina do soro bovino (BSA — abrevia¢ao do inglés bovine serum albumin)
foi estudada sua conformagao estrutural na mudanga de ambiente quimico de pH 2 a 12. Para
analisar esta mudanca foram realizadas medidas de absor¢do Optica, dicroismo circular,
fotoluminescéncia, espalhamento Raman e verificou-se a total concordancia destes resultados
com a literatura. Através da técnica ERS, por ser uma técnica capaz de observar mudangas
localizadas, foi observada de que os aminoacidos aromaticos rotacionam em relagao a cadeia
principal de uma forma que em pH mais acidos eles se desmascaram de dentro da estrutura da
BSA e para meios mais bésicos eles se incrustam mais na proteina. Essa ¢ somente uma das
informagdes adicionais retiradas pelo ERS, no texto sera abordado outras informagdes muito
relevantes. O polimero conjugado quiral (1R, 2R) diaminociclohexano, que ¢ um material novo
na literatura e foi estudado na sua forma polimérica (nomeada neste trabalho de SW254) e na
forma de oligdmero (nomeada neste trabalho de SW203). Para a caracterizacdo dptica utilizou-
se as mais variadas técnicas espectroscopicas, entre elas, o dicroismo circular de excitagdo e o
ERS. Dentre varios resultados relevantes, destacam-se a capacidade de controlar a polarizagao
da luz através do comprimento de excitagdo e a assimetria causada pelo acoplamento éxciton
entre os grupos benzenos e estilbenzenos. Essas duas caracteristicas fazem do (IR, 2R)
diaminociclohexano um material promissor, podendo ser utilizado para a fabricacdo de
metamateriais.

Palavras chave: Fotofisica. Polimeros. Proteinas. PMMA. BSA. ERS.
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ABSTRACT

In this work we show the potencial of the ellipsometric Raman spectroscopy technique (ERS)
in obtaining additional information about the structures of various organic materials,
complementary to other optical spectroscopy techniques, through the study of polarization of
the scattered light. The ERS technique was developed in the material spectroscopy group and
presented for the first time to the scientific community in an article by me and collaborators
entitled "ellipsometric Raman spectroscopy" published in 2016. The ERS relates the
polarization of scattered light by calculating Stokes parameters, with the structure of molecules.
Through the Stokes parameters, several physical parametersare calculated, for example, degree
of polarization (P) and asymmetry factor (g), the latter can be related to the Raman optical
activity signal (ROA - short for Raman optical activity) which is used to characterize secondary
protein structures. In the poly (methyl methacrylate) (PMMA), the polymer-solvent interaction
in chloroform, tetrahydrofuran (THF) and toluene was analyzed. The ERS demonstrated that
the solvents chloroform and THF interact with the polymeric matrix in an anisotropic manner,
mainly with the methyl branch and toluene in an isotropic manner in the analyzed regions. In
addition, she was able to identify the temperature relaxations y and  of the PMMA. In bovine
serum albumin (BSA - short for bovine serum albumin), its structural conformation in changing
the chemical environment from pH 2 to 12 was studied. In order to analyze this change, optical
absorption, circular dichroism, photoluminescense, Raman scattering measurements were
performed and tia total agreement of these resulta with the literature was verified. Through the
ERS technique, as it is a technique capable of observing localized changes, it was observed that
the aromatic amino acids rotate in relation to the main chain in a way that at more acidic pH
they are unmasked from within the BSA structure and for more basic means they get more
embedded in the protein. This is just one of the additional information removed by the ERS, in
the text other surprising information will be addressed. The chiral conjugated polymer (1R, 2R)
diaminocyclohexane, which is a new material in the literature and was studied in its polymeric
form (named in this work by SW254) and in the form of oligomer (named in this job by
SW203). For the optical characterization the most varied spectroscopic technique were used,
among them, the circular excitation dichroism and the ERS. Among several relevant results, we
highlight the ability to control the polarization of light through the excitation length and the
asymmetry caused by exciton coupling between the benzene and stylbenzene groups. Dias e
tdo characteristics make (1R, 2R) diaminocyclohexane a promising material and can be used
for the manufacture of metamaterials.

Key words: Photophysics; Polymers; Proteins; PMMA; BSA; ERS.
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Capitulo 1 - Introducao

1. INTRODUCAO

Atividade optica Raman

No comego da década de 70 surgiram as primeiras observacdes de atividade optica
Raman (ROA - abreviagao do inglés Raman optical activity), feitas pelo quimico inglés
Laurence Barron e colaboradores, que constataram a atividade oOptica vibracional em
moléculas quirais na fase liquida. A primeira publicacdo logo surgiu em 1973 no artigo
“Raman scattering of circularly polarized light by optically active molecules” ' e a ROA
foi definido como sendo a pequena diferenga na intensidade do espalhamento Raman para
moléculas quirais na incidéncia de luz laser polarizada circularmente a direita e a

esquerda.’

A ROA apresenta uma vasta superioridade a espectroscopia Raman convencional
na investigacdo de moléculas quirais, no caso de moléculas biologicas, fica mais evidente
as suas vantagens devido a sua homoquiralidade. Por ser uma manifestagdo da atividade
optica vibracional®, a ROA ¢é mais sensivel as estruturas tridimensionais das moléculas
quirais por depender de sua conformagao absoluta, o que levou ao seu desenvolvimento
como uma sonda incisiva da estrutura ¢ comportamento das biomoléculas em solugao
aquosa. Por exemplo, os espectros de ROA obtidos a partir de proteinas podem fornecer
informacdes detalhadas sobre as estruturas secundéaria e tercidria adotadas pelos
esqueletos polipeptidicos. Em comum com outras espectroscopias vibracionais, ndo ha
restrigdes quanto ao tamanho das moléculas, ou em seu tipo, que possam ser investigadas

pelo ROA, ampliando sua aplicagdo a proteinas, virus e carboidratos desdobrados.?

As moléculas quirais sdo relevantes para diversas aplicagdes tecnoldgicas, e sua
descoberta foi central no estudo de moléculas bioldgicas relacionadas a manutengdo da
vida, o que despertou interesse em cientistas de varias dreas no ultimo século.* Os detalhes
estruturais dos sistemas quirais podem ser obtidos por Dispersdo Rotatoria Optica (ORD
— abreviagdo do inglés optical rotatory dispersion) e Dicroismo Circular (CD —
abreviacdo do inglés circular dichroism) para transi¢des eletronicas e para modos
vibracionais tem-se o espalhamento Raman, ROA e o dicroismo circular vibracional
(VCD - abreviagdo para vibrational circular dichroism). Os primeiros resultados
experimentais sobre a diferenca nas intensidades de Raman para as luzes polarizadas
circularmente esquerda e direita foram relatados em 1973, confirmados no mesmo ano

com as moléculas quirais 1-feniletilamina- (CsHs) CH (CH3) (NHz) e 1-feniletanol -
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Capitulo 1 - Introducao

(CsHs) CH (CH3) (OH).! Até o momento, nenhum efeito da atividade optica foi observado
no espalhamento Rayleigh. A teoria bésica da atividade optica Raman (ROA) foi
desenvolvida em 1971,2 com o efeito sendo atribuido a interferéncia entre ondas dispersas
pelos centros quirais de uma molécula. Tanto a atividade Optica quanto os tensores de
polarizabilidade dos centros quirais dependem da polarizagao da luz de excitacao e dos

componentes circulares da luz dispersa. A teoria completa serd explanada na se¢do 6.3.

Espectroscopia Raman por Elipsometria

Em 2016, foi publicada e mostrada pela primeira vez a comunidade académica
uma nova técnica a qual através do estudo da polarizagdao da luz espalhada é capaz de
caracterizar a estrutura quimica de diversos materiais. A técnica recebeu o nome de
espectroscopia Raman por elipsometria, abreviada por ERS.®> A sigla vem do nome em
inglés “ellipsometric Raman spectroscopy”, o qual € o titulo do artigo. Neste artigo em
especial foi mostrado que através de um dos parametros medidos através da técnica ERS,

o parametro de assimetria (g), consegue-se informagdes similares as medidas de ROA.

A técnica ERS leva uma vantagem sobre a técnica ROA do professor Barron. Na
ROA a intensidade de luz circularmente espalhada a direita ¢ subtraida da esquerda
restando somente o sinal ROA, perdendo todas as outras informagdes da amostra contidas
na luz polarizada espalhada. No ERS isso ndo ocorre, o parametro g ¢ calculado através
dos parametros de Stokes, o qual carrega todas as informagdes sobre os estados de
polarizagdo da luz espalhada, dessa maneira além do sinal similar ao ROA ¢ possivel
calcular outros fatores como, por exemplo, como anisotropia (r) e grau de polarizagdo

(p). Todos os detalhes da técnica ERS esta explanado no capitulo 6.

Neste trabalho vamos expandir as fronteiras da técnica aplicando-a em diversos
tipos de materiais organicos como o poli (Metil metacrilato) (PMMA), os aminoacidos
aromaticos fenilalanina, tirosina e o triptofano, a albumina do soro bovino (BSA —
abreviagdo do inglés bovine serum albumin) e o polimero conjugado quiral (1R, 2R)

diaminociclohexano.

Materiais estudados

BSA
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Capitulo 1 - Introducao

As tultimas trés décadas de estudos sobre interagdes proteina-proteina t€ém sido
essenciais para o surgimento de novas ideias para varios mecanismos moleculares, como
danos no DNA e reparo, compreensdao da compartimentacdo intracelular e evolugao
celular eucariota. Particularmente, o entendimento das células vivas foi apontado para um
citoplasma celular cheio de solutos, lipidios, membranas, 4cidos nucléicos e proteinas;

conhecido como apinhamento molecular.

Foi proposto que, no caso das proteinas, a sua concentragao excepcionalmente alta
pode ser responsavel pela viscosidade celular, difusdo e ndo homogeneidade, e favorecer
também interacdes proteina-proteina especificas. Nesse sentido, os experimentos in vitro
de Ross e Minton, em 1977,% j4 mostraram uma relacdo direta entre o aumento da
concentracdo de hemoglobina e sua atividade, sugerindo a relevancia da alta concentragdo
protéica no ambiente fisioldgico. Em relagdo a concentragdo plasmatica de hemoglobina,
pode ultrapassar 300 g/L, evidenciando esses resultados.® Além disso, os estudos de
interagdes proteina-proteina em ambientes de aglomeracdo podem fornecer insights na
compreensdo de disturbios conformacionais de proteinas como Alzheimer, Parkinson,
Huntington e doengas pridnicas.” Além disso, esses estudos podem aprimorar técnicas de
biologia molecular no caso de proteinas recombinantes expressas como corpos de
inclusdo. Em referéncia as proteinas recombinantes como agentes terapéuticos, pode-se
encontrar uma relacdo otima entre a eficiéncia do tratamento com a concentragdo de

proteina recombinante.

Outras proteinas também podem ser encontradas em alta concentracdo no meio
extracelular, como as albuminas séricas. As proteinas mais abundantes no plasma
sanguineo, de 35 a 55 mg / ml, acredita-se que as albuminas estejam associadas a ligagdo
e ao transporte de varias moléculas pequenas, como 4cidos graxos, corantes, metais,

aminodcidos e véarios compostos farmacéuticos.®

A albumina do soro bovino (BSA — abreviacao do inglés bovine serum albumin),
uma das albuminas mais estudadas, ¢ uma proteina globular, em pH neutro, com 585
residuos de aminoacidos que formam principalmente a estrutura secundaria da hélice alfa,
conectada por 17 pontes dissulfidicas, conferindo uma relativa estabilidade a proteina.
Embora sua estrutura cristalografica nao tenha sido resolvida, pode-se observar uma alta
homologia estrutural a albumina sérica humana (HSA), cuja estrutura cristalografica ¢

conhecida, pelo alinhamento das duas sequéncias.
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Tanto a BSA como a HSA sofrem diferentes arranjos espaciais em solugao acida
de pH, a transi¢do N-F entre pH 5,0 e 3,5, e as formas expandidas (transi¢ao E) abaixo
deste valor (estas transigdes citadas sdo descritas no modelo de Foster e serdo explanadas
na sec¢do 4.3.1.1).° Além disso, em condi¢des de pH alcalino, essas proteinas podem
adquirir outra conformacao diferente, conhecida como transi¢do N-B. Foi proposto que,
semelhante a induzida por acido, a transformag¢do induzida por alcalina tem um papel
biolégico, provavelmente relacionado a liberagdo de farmacos, ions e ligantes.” Todas

essas informacgdes e conceitos estao explanados no capitulo 4.

Devido a essa grande importancia das albuminas para a manutencao da vida,
existem varios trabalhos reportados na literatura, fazendo dela uma excelente molécula
para demonstrar que a técnica ERS ¢ capaz de capturar informacdes conformacionais
nunca vistas por nenhuma outra técnica. E isto se comprovou, com o auxilio da técnica
ERS propomos neste trabalho um novo modelo de transi¢do de formas isoméricas com a
mudang¢a de ambiente quimico, além disso, provamos de forma inédita de que maneira os
aminoacidos aromaticos se mascaram e desmascaram da estrutura da BSA com a
mudanga de pH. Mais informacgdes sobre a conformagdo estrutural da BSA com a

mudanga de pH sdo adquiridas através da técnica e isso pode ser conferido no capitulo 8.

PMMA

O poli (metil metacrilato) ou como ¢ conhecido mundialmente PMMA ¢ um
polimero sintético do mondmero metil metacrilato (MMA). Foi descoberto no século
passado, nos anos 30 pelos quimicos britanicos Rowland Hill e John Crawford e sendo
aplicado pela primeira vez em 1934 pelo quimico alemdo Otto Rohm.!” O PMMA ¢ um
polimero opticamente transparente na regido do visivel e ¢ amplamente utilizado como
substituto do vidro, pois apresente alta resisténcia ao impacto, € leve, resistente a quebra
e possui condi¢des de processamentos favoraveis.!! Tudo isso resulta em um material
muito resistente as intempéries e arranhdes. A presenca do grupo metil (CH3) no ramo
lateral da estrutura do polimero evita que este se rearranje na forma cristalina e que gire
livremente em torno das ligagdes C — C.'> O PMMA ¢é um polimero amorfo. A sua
primeira grande aplicacdo foi durante a Segunda Guerra Mundial, quando o PMMA era
utilizado como janelas das aeronaves.'> O PMMA ¢ um polimero ja consolidado para
aplicagdes em diversas areas como, Optica, pneumadtica, sensores, separagao analitica,

dispositivos condutores, entre outras inimeras funcionalidades. !>’
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Dificilmente o PMMA sera aplicado na sua forma pura, na maioria das vezes
estard ou em algum momento esteve diluido em um solvente. O solvente ao entrar em
contato com o polimetacrilato altera suas propriedades quimicas e fisicas. Saber de que
forma a interacao polimero-solvente modifica essas propriedades ¢ de suma importancia
para a sua posterior aplicacdo. Mais detalhes sobre suas propriedades fisicas e quimicas

pode ser consultado no capitulo 5.

A popularidade e varios trabalhos acerca do PMMA o qualificaram como um
excelente material para a aplica¢do da técnica ERS. A interacdo polimero-solvente foi
investigada através de varios parametros calculados pela andlise da polarizagdo da luz
espalhada e foi identificado uma diferen¢a na interagdo do PMMA com diferentes
solventes, por exemplo, para o cloroférmio interage de forma anisotrdpica com a matriz
polimérica e de forma unica verificou-se que essa interagcdo ocorre mais fortemente no
ramo metil, mostrando a grande capacidade da técnica em observar mudangas
conformacionais de maneira mais localizada. Muitas outras observa¢des também foram

feitas para os solventes tetrahidrofurano e tolueno e podem ser conferidas no capitulo 8.

(IR, 2R) diaminociclohexano

Nas ultimas décadas outra classe de polimero comegou a se destacar nas linhas de
pesquisas por todo o mundo, a dos polimeros quirais, a principal razdo para isso ¢ a
natureza quiral dos sistemas vivos. A maioria das moléculas sintetizadas por organismos
vivos sdo quirais. Portanto, a sintese e estudo de polimeros quirais que possam reproduzir
as funcdes destes tipos de moléculas e até substitui-las € relevante no cenario cientifico

atualmente.'®1°

Uma outra area que se abre para a aplicacdo de polimeros quirais ¢ a aplicacao de
polimeros para se produzir os chamados metamateriais. Surgiram em meados do século
XX, mas rapidamente foi perdendo o interesse por ndo conseguirem reproduzir
experimentalmente esses materiais que teoricamente apresentariam efeitos nunca
imaginados em materiais convencionais. Finalmente, no comeco deste século
conseguiram produzir os primeiros metamateriais que apresentavam efeitos nada comuns
aos materiais estudados até aquele momento, como por exemplo, indice de refracio
negativo, a qual uma das suas aplicagdes tecnologicas é a invisibilidade.?’?! Os
metamateriais eletromagnéticos sdao estruturas artificiais ou ndo, arranjadas

periodicamente em nano estruturas em comprimentos menores que o comprimento de
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onda da luz.?? Estes apresentam propriedades peculiares que ndio sdo vistas em materiais

naturais. A teoria sobre polimeros estd explanada no capitulo 2.

Devido a grande relevancia deste tipo de material nas pesquisas atuais o polimero
conjugado quiral (IR, 2R) diaminociclohexano foi selecionado para ser caracterizado
neste trabalho. Ele foi sintetizado no laboratorio “Hétérochimie moléculaire et
macromoléculaire” do professor Jean-Pierre Lere-Porte, situado na cidade de Montpellier
na Franga. Tal polimero apresentou caracteristicas impares e que podem ser de grande

aplicagdo a novas tecnologias.

O polimero conjugado quiral completa a gama de materiais que iremos analisar
neste trabalho, como a técnica ERS ja& provou ser uma ferramenta poderosa na
caracterizacdo do PMMA e da BSA a utilizaremos para estudar o (1R, 2R)

diaminociclohexano.Veja os resultados no capitulo 8.

Outras técnicas utilizadas

Além do ERS foram utilizadas diversas técnicas espectroscoOpicas com a

finalidade de dar suporte aos resultados expostos pelo ERS, sdo elas:

e Absor¢ao Optica

e Dicroismo circular

e Elipsometria de Emissao

e Espalhamento Raman

e Fotoluminescéncia

e Fotoluminescéncia de excitagao

e Raio-X

As técnicas, os equipamentos € em quais materiais cada uma foi utilizada pode ser

verificado no capitulo 7.

A seguir no capitulo 2 estd descrita a teoria sobre os polimeros conjugados. A
secdo 2.1 descreve a estrutura eletronica desses polimeros e a fotofisica relacionada a
eles. A secdo 2.2 ¢ dedicada aos polimeros conjugados quirais, demonstrando suas

principais caracteristicas.

O capitulo 3 faz uma breve sintese do conceito de quiralidade e explana sobre a
propriedade fisica atividade Optica, presente em todos os materiais quirais e em moléculas

que de alguma forma quebram a simetria local do sistema.
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O capitulo 4 ¢ dedicado aos aminoacidos e as proteinas. A secao 4.1 explana sobre
todos os 20 aminoacidos comuns ¢ suas caracteristicas estruturais ¢ eletronicas. A se¢ao
4.2 elucida todos os conceitos que envolvem estruturas de proteinas. A secdo 4.3 ¢

dedicada a relevancia da proteina albumina de soro bovina e dos aminoacidos.

No capitulo 5 ¢ possivel compreender todas as propriedades do polimero de
engenharia PMMA, na secdo 5.1.1 suas propriedades fisicas e na se¢dao 5.1.2 suas

propriedades quimicas.

Um dos principais capitulos deste trabalho ¢ o capitulo 6, pois ele ¢ dedicado a
técnica ERS. A se¢do 6.1 explica o espalhamento Raman e a se¢ao 6.2 a elipsometria. A
secdo 6.3 descreve a atividade optica Raman. Finalmente a se¢do 6.4 reuni todos os

conceitos vistos anteriormente e explica a técnica ERS.

No capitulo 7 s3o expostos todos os materiais ¢ explicadas as técnicas

espectroscopicas utilizadas.

O capitulo 8 contempla os resultados e discussdes sobre as moléculas organicas

estudadas.

O capitulo 9 conclui todos as discussdes realizadas e sintetiza os principais

resultados obtidos, além de informar quais sao as perspectivas deste trabalho.

Nos capitulos 10, 11 e 12 estdo as referéncias bibliograficas, anexo I e anexo I,

respectivamente.
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2. POLIMEROS

Polimero ¢ uma classe de material caracterizado pela presenga de uma variedade

de estruturas quimicas formadoras.”> Sua nomenclatura, proveniente do grego, poli
. , . . . . 24 A .

(muitos, varios) e meros (unidade), exprime precisamente este fato.”* O monomero € a
matéria prima para a producao de um polimero. Dependendo do tipo de ligagdo covalente,
da estrutura quimica e do nimero médio de meros por cadeia polimérica, lhe surgem
caracteristicas diferenciadas do ponto de vista quimico e fisico, como a habilidade de
transferir energia de um sitio a outro, induzindo varios processos como, por exemplo, a

luminescéncia, o transporte de portadores, as reagdes fotoquimicas, entre outros.

2.1. Polimeros conjugados

Dentre as diversas classes de polimeros, temos a dos polimeros conjugados, que
¢ objeto de interesse neste trabalho devido as suas propriedades Opticas e elétricas
similares aos semicondutores inorganicos.?> Geralmente estes compostos organicos sio
formados por uma cadeia principal de atomos de carbono com atomos de hidrogénio
ligados a ela. Diz-se que um polimero ¢ conjugado quando sua cadeia principal possui

alternancia entre ligacdes simples e duplas. A Tabela 1 apresenta alguns desses polimeros.
Tabela 1 - Estruturas quimicas de alguns polimeros conjugados.

PA Trans-poliacetileno

(/\/)

\ / N
PT Politiofeno
( O )

PPV Poli(para-fenileno vinileno)

PTV Poli(2,5-tiofenovinileno)

4 n
PPP Poli(para-fenileno) )

n
Pani Polianilina
()
n
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Polimeros conjugados com elétrons © ndo localizados, conhecidos também como
polimeros semicondutores, formam uma classe de materiais com um grande potencial de
aplicacio em dispositivos eletroluminescentes.?® Estes sdo conhecidos desde meados do
século XIX. O grande avango nessa area comecou a partir de maio de 1977 quando
Shirakawa e colaboradores publicaram um artigo intitulado “Synthesis of Electrically
Conducting Organic Polymers: Halogen Derivatives of Polyacetylene, (CH)x”, no qual
mostraram que filmes do poliacetileno quando oxidados com vapor de cloro, bromo ou
iodo eram 109 vezes mais condutores que o poliacetileno em sua forma original.** O
tratamento com halogénios foi chamado de dopagem em analogia aos semicondutores
inorganicos. Estes estudos renderam aos pesquisadores o Prémio Nobel de Quimica no

ano 2000.2°

Estudos aprofundados dos processos radiativos € nao radiativos nos polimeros
emissores de luz, bem como a habilidade de se fazer predi¢cdes e estimativas, sdo
importantissimos para esclarecer a natureza e os mecanismos das transicdes Opticas

nesses materiais.

2.1.1. Estrutura Eletronica dos Polimeros Conjugados

Os polimeros conjugados apresentam alternancia de ligagcdes quimicas simples ()
e duplas (o e m) ao longo de sua cadeia, sendo a ligacdo m a grande responsavel pelas
propriedades que tornam esses materiais potenciais candidatos para aplicacdes como
camada ativa de dispositivos opto-eletronicos.”> Quando um polimero conjugado
apresenta uma cadeia bastante longa, os orbitais 7 (ligante) e ©* (antiligante) ddo origem
as bandas de energia, sendo que a primeira delas possui todos os estados eletronicos
ocupados e a segunda todos os estados eletronicos desocupados.?® Na linguagem fisica,
bandas sao chamadas respectivamente de banda de valéncia e de banda de condugao, onde
HOMO (highest occupied molecular orbital) e LUMO (lowest unoccupied molecular
orbital) sdo os limites das bandas de valéncia e de conducao (figura 2) respectivamente,
de forma muito semelhante ao observado em um semicondutor inorganico. A diferenca
entre a energia de nivel LUMO e a energia do nivel HOMO ¢ chamada de lacuna de
energia, ou “gap”, do semicondutor (E¢). A Figura 1 mostra esquematicamente esta

denominagao.
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LUMO

HOMO

Figura 1 - Diagrama de energias de um material semicondutor. De forma analoga aos semicondutores
inorgéanicos, os polimeros conjugados apresentam um “gap” de energia E; que separa a banda de valéncia
(originadas de orbitais ) da banda de condugdo (originadas de orbitais 7*). Os limites dessas bandas
correspondem respectivamente aos orbitais HOMO e LUMO.

Quando foétons de energia maior ou igual a E; incidem sobre um material
semicondutor, elétrons podem migrar da banda de valéncia para banda de condugio,
deixando um buraco na banda de valéncia, gerando um estado excitado no sistema. O
elétron e o buraco podem se mover livremente ou podem interagir de forma coulombiana,
formando os éxcitons. Na recombinacdo desses portadores de carga, eles emitem um
foéton com energia menor ou igual a Eg. No caso da maioria dos polimeros conjugados,
essa energia Eg € tal que corresponde a fotons na regido de luz visivel, ou seja, esses
polimeros tém a capacidade de absorver ou emitir luz visivel, despertando assim grande
interesse para aplicagdes em optoeletronica, principalmente no ramo de células
fotovoltaicas.?¢

O comportamento de polimeros conjugados €, entretanto, em alguns pontos
bastante diferente daquele observado em semicondutores inorganicos. Em polimeros
conjugados a absorc¢ao de um foton transfere um elétron da banda de valéncia para a banda
de condugdo e na sequéncia, como isso implica numa redistribuicdo da densidade
eletronica, ocorre uma relaxagdo eldstica da cadeia (ou segmento de cadeia) polimérica,
que corresponde a um forte acoplamento elétron-fonon. Como consequéncia, se o elétron
retornar a banda de valéncia, o fard de um nivel energeticamente mais baixo e emitird um
foton de energia menor que a daquele absorvido. Por essa razdo, picos do espectro de
fotoluminescéncia de polimeros conjugados normalmente sdo deslocados para maiores
comprimentos de onda (menores energias), quando comparados aos do espectro de
absorbancia. Essa peculiaridade tem feito com que se investigue a aplicacdo desses

materiais na construgdo de lasers, pois implica que um foton emitido na cavidade do laser
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ndo seja reabsorvido, viabilizando assim a chamada inversao de populacdo, que ¢

responsavel pelo fendomeno de emissio estimulada.?’

2.1.2. Fotofisica em Polimeros Conjugados

Nessa subdivisdo do capitulo serd discutido os processos fotofisicos conseguintes

da excitag¢ao dos polimeros conjugados.

2.1.2.1. Transferéncia de energia

Subsequente ao fenomeno da absorc¢ao Optica, o processo de relaxagdo energética,
onde o elétron perde energia e volta a banda de valéncia pode ser radioativo com a
emissdo de um foton. Como as densidades eletronicas mudam nos estados excitados,
durante a relaxagdo de energia ocorrem também processos nos quais a energia ¢ perdida
de forma nao radioativa, competindo com os processos radioativos, isso faz com que a
eficiéncia quantica de emissdo do polimero seja minimizada. A transferéncia de energia
desempenha um papel importantissimo na fisica dos polimeros conjugados, corresponde

a um processo nao radioativo extremamente rapido e pode ser intra ou intermolecular.

2.1.2.1.1. Fotoluminescéncia

Fotoluminescéncia (PL — abreviagdo vem do inglés photoluminescence) é a
emissdo de radiagdo eletromagnética resultante de excitacdo ndo térmica, ou seja,
absorcao de luz, dos niveis de energia de atomos, moléculas, polimeros e cristais. A PL
inclui a fluorescéncia, se a transigdo radioativa ¢ permitida por regra de selegdo de spin
entre dois estados de igual multiplicidade e fosforescéncia se a transi¢do ¢ proibida por
regra de selecdo de spin entre dois estados com diferentes multiplicidades. Em geral, o
tempo de vida da fluorescéncia (0.1 — 10 ns) € muito menor do que os tempos de vida da
fosforescéncia (1 ms a 10 s).?® Desta maneira, a fluorescéncia pode ser definida como a
fotoluminescéncia que ocorre imediatamente apds a excitagdo, enquanto a fosforescéncia
ocorre com um atraso. Na Figura 2 podemos ver a posi¢dao da fluorescéncia e da

fosforescéncia na intera¢ao luz-matéria.
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El4tico (Rayleigh)

Espalhamento

Ineldstico (Raman,
Brillouin)

Fluorescéncia

Interagdo Luz-Matéria

Fluorescéncia

Fotoluminescéncia Atrasada

Eletroluminescéncia Fosforescéncia

Absorgdo

Termoluminescéncia

Figura 2 - Diagrama de interagdo da radiagdo com a matéria. Posi¢@o de fluorescéncia e fosforescéncia no
quadro de intera¢des de luz-matéria.

O termo fluorescéncia foi inventado por Stokes em 1852, derivado da palavra
fluoride. Stokes foi o primeiro a estabelecer claramente que a fluorescéncia era um
processo de emissdo e propds o principio que hoje conhecemos como “Lei de Stokes”
que estabelece que o comprimento de onda de uma emissao fluorescente ¢ sempre maior
que o da excitagdo.?’ Outros termos como fotoluminescéncia, catodo luminescéncia,
anodo luminescéncia, radio luminescéncia ¢ luminescéncia de raio X estdo relacionados
com o tipo de excitacdo e sao todos fenomenos de fluorescéncia. O uso da fluorescéncia
para fins analiticos foi sugerido pela primeira vez em 1867 por Goppelsrdder que propos
a anélise do Aluminio (Al) por meio da fluorescéncia de uma de suas ligas.?

Antes de analisar o diagrama de Jablonski, representado na Figura 3, ¢
importante relembrar alguns conceitos, como o de estados singletos (S») e tripletos (Tx).
Imagina-se dois elétrons de spins opostos pertencentes a um orbital molecular de uma
molécula no estado fundamental, um destes elétrons ¢ promovido a um estado excitado

(mais alta energia que o fundamental) sem alteracdo do seu spin, mantendo o niimero
A e 1 1, . e .
quantico S (S = ) s;,com s; = + Sous; =— 5) igual a zero. Como a multiplicidade dos

estados fundamentais e excitados (M = 2S5 + 1) ¢ igual a 1, ambos sdo chamados de
estados singletos (normalmente se denota Sy para o estado fundamental, e Si, Sa, ... para
estados excitados). Usando o mesmo exemplo anterior, mas agora o spin ¢ alterado na

mudanga do estado fundamental para excitado, resultando em spins iguais, com isso o
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numero quantico S = 1 e a multiplicidade ¢ M = 3. Este estado ¢ chamado de tripleto

(T1, T2, ...).%°

33 niveis vibracionais
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Figura 3 - Diagrama de Jablonski o qual ilustra os estados energéticos de uma molécula e as transi¢des
entre eles. Figura adaptada da referéncia [27]

Através da Figura 3 pode-se notar que a emissao de foéton do estado Si para o
estado So ¢ chamada de fluorescéncia. O espectro de fluorescéncia apresenta
comprimentos de onda maiores do que o espectro de absorc¢do. Isto ¢ devido a perda de

energia no estado excitado por relaxagio vibracional.?’

De acordo com a Regra de Stokes
(um método empirico que pré-data o diagrama de Jablonski), o comprimento de onda de
emissao sempre deveria ser maior ou igual que da absorcao. Contudo, na maioria dos
casos o espectro de absorcdo sobrepde, em parte, o espectro de fluorescéncia. Tal
observacdo parece estar, a primeira vista, em contradi¢do com o principio de conservagao
de energia. Porém, esta observagao ¢ explicada pelo fato de que a temperatura ambiente
uma pequena fracao de moléculas estd em um nivel vibracional mais alto que o nivel So,
tanto no estado fundamental como no estado excitado. Em geral, as diferencas entre os
niveis vibronicos sdo semelhantes nos estados So e Si, de forma que o espectro de
fluorescéncia se assemelha a primeira banda do espectro de absorcdo (Figura 4). A

diferenga entre o0 maximo da primeira banda de absor¢do e o maximo de fluorescéncia €

chamado deslocamento de Stokes.>°
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Para que ocorra a fosforescéncia (transicdo do estado T para o estado So) ¢
essencial que haja a relaxacao vibracional dos portadores para o estado tripleto T1. Porém,
essa recombinagdo a temperatura ambiente tem pouca probabilidade de ocorrer. J4 a baixa
temperatura a fosforescéncia ¢ mais facilmente observada. O tempo de vida do estado
tripleto, nessas condicdes, pode ser maior e se observa a fosforescéncia em uma escala de
tempo de segundos, minutos ou por mais tempo. O espectro de fosforescéncia apresenta
0 seu maximo com comprimento de onda maior do que o espectro de luminescéncia
(Figura 4), porque o nivel vibracional mais baixo do estado tripleto T: ¢ inferior ao do

estado singleto S;.

.

¥

Absorcio Fluorescéncia Fosforescéncia

Figura 4 - Espectros de absorgdo, fluorescéncia e fosforescéncia. Figura adaptada da referéncia [28].

Os processos intramoleculares de conversdo interna (CI) e cruzamento
intersistema (CIS), esquematizados no diagrama de Jablonski (Figura 3) envolvem o
acoplamento entre os estados eletronicos e os estados vibracionais da cadeia. Um elétron
no estado fundamental, ao absorver um f6ton, € promovido a um dos estados vibracionais
no estado eletronico singleto excitado, de onde relaxa nao radioativamente até o nivel
vibracional mais baixo por meio da ativacdo de fonons (relaxacdo vibracional). O
processo CI produz um estado de mais baixa energia de mesma multiplicidade de spin.

A comecar do nivel mais baixo do estado singleto excitado, podem ocorrer trés
processos: 1) radiativo, no qual o elétron emite um foton (fluorescéncia) i1) nao radioativo,
o CIS, no qual o elétron ¢ transferido (geralmente via interagcdo spin-orbita) para um
estado excitado tripleto, de onde decai ndo radiativamente até o nivel vibracional mais
baixo deste estado e iii) um decaimento ndo radioativo para o estado fundamental. A partir
do nivel mais baixo do estado excitado tripleto, o elétron pode também decair por um

processo ndo radiativo (CI) ou por um processo radiativo (fosforescéncia).
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2.1.2.1.2. Transicoes eletronicas

No espectro de PL observam-se as estruturas vibronicas, bandas devidas ao
acoplamento entre os estados eletronicos e os niveis vibracionais. As estruturas devem-
se aos niveis de energia vibracionais individuais do estado fundamental e dos estados

excitados conforme é visto na Figura 5.3!

]

Absorb
Intensidade
de ermssac

q
IS: 7
[0 it
\

Figura 5 - Processo de absor¢do e emissdo entre estados com acoplamento elétron-fonon. Adaptada da
referéncia [35].

Como, em geral, no espectro de absor¢dao de polimeros conjugados as bandas
vibronicas se apresentam como uma banda larga, elas ndo sdo resolvidas. Isto se deve a
distribuicdo ndo homogénea de segmentos poliméricos conjugados fazendo com que o
estado fundamental e o estado excitado tenham uma distribuicdo de energia. Na
fotoluminescéncia as transi¢des ocorrem sempre do nivel eletronico mais baixo do estado
excitado para niveis eletronicos e vibracionais do estado fundamental, devido a
transferéncia de energia no estado excitado entre diferentes segmentos conjugados. Com
isso, as bandas vibronicas sdo bem mais definidas no espectro de emissdo do que no

espectro de absorc¢ao.

2.1.2.1.3. Processos intermoleculares

Nos processos intramoleculares, adota-se que os processos decorrentes

acontecem somente em uma molécula isolada. Esta aproximagdo foi realizada para
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facilitar a compreenssao, pois em um sistema polimérico as interagdes intermoleculares
sdo muito intensas. Neste caso, as vezes, acontecem processos intermoleculares que
competem eficientemente com processos radioativos.*°

Sugere-se o mecanismo Forster para explicar o fendmeno de migracao de energia
ndo radiativa,* ele trata a transferéncia de energia de segmentos de menor conjugagio
(maior gap) para segmentos de maior conjugacdo (menor gap) nao radiativamente. Mas
¢ importante salientar que que existem outros mecanismos como, por exemplo, a migragao
por difusao ou tunelamento.

O mecanismo Forster, denominado como migragao ou transferéncia Forster de
energia em polimeros conjugados ¢ um processo que ocorre nas interagdes
intermoleculares. A migragdo de energia ¢ definida como a doagdo da energia de uma
molécula (cromoforo) doadora excitada para outra molécula aceitadora no estado
fundamental. Uma forma geral da energia do mecanismo Forster ¢ representar pela
equagao (1).

D*+A — D+A* (D)

onde “D*” representa uma molécula doadora inicialmente excitada e “A” representa uma
molécula aceitadora no estado fundamental. Apos a excitagcdo Optica de uma molécula
“D”, uma opg¢ao desta, que agora estd excitada € transferir sua energia para um grupo
equivalente “A” no estado fundamental vizinho, conforme ilustra a Figura 6. Esta segunda
espécie pode entdo transferir sua energia para outro grupo. Isto provoca uma reagdo em
cadeia, o estado excitado de um cromoforo transfere energia para o proximo, resultando
em uma migracdo de energia sobre uma grande quantidade de grupos equivalentes.
Haverd uma determinada molécula na qual a probabilidade de ocorrer transferéncia de
energia para outra serd menor que a probabilidade de recombinacdo radioativa ou nao-

radioativa, podendo entdo ocorrer emissio de luz.?8
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Migragao de energia entre segmentos conjugados

Figura 6 - Dinamica da migragdo de segmentos conjugados ao longo de uma cadeia polimérica conjugada.
Adaptada da referéncia [28].

O fendmeno de migragdo de energia se origina da interagdo dipolo-dipolo (raio de
interagdo < 10 nm) entre doador e aceitador, ndo exigindo a superposi¢do das funcdes de
onda dos estados inicial e final, nem a emissdo de um foton, este fendmeno tem sido
comparado ao efeito antena.’® No entanto, ¢ necessaria a ocorréncia da superposi¢io
(condicao de ressonancia) dos espectros de absor¢ao do aceitador e de emissao do doador.
O mecanismo Forster vem sendo usado para estudar a difusdo de éxciton em sistemas
organicos, por exemplo, como trata o artigo, Luminescence enhancement by the
introduction of disorder into PPV .>* Nos materiais poliméricos a dire¢do de propagagio
da energia de excitacdo tende para moléculas com comprimento de conjugagdo maiores,
menor energia de “gap”. A chance de uma transferéncia ocorrer depende da sua
proximidade com um vizinho equivalente no estado fundamental.

A migragao de energia por “hopping” consiste no tunelamento entre sitios e neste
caso exige-se superposi¢cao das fun¢des de onda dos estados inicial e final e a ressonancia
dos estados energéticos dos mesmos. Também a transferéncia radiativa ou “trivial” pode
ocorrer € envolve a reabsorcao de energia por outra molécula, um processo que pode ser

representado por:

D +hv' — D* (2)
D* —- D +hv (3)
hv+A — A* (4)
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2.2. Polimeros conjugados quirais

Nas ultimas décadas polimeros quirais comecaram a se destacar nas linhas de
pesquisas por todo o mundo, a principal razdo para isso € a natureza quiral dos sistemas
vivos. Como ja descrito anteriormente no texto, na introdugao, a maioria das moléculas
sintetizadas por organismos vivos sdo quirais. Portanto, a sintese e estudo de polimeros
quirais que possam reproduzir as fungdes destes tipos de moléculas e até substitui-las é

relevante no cenario cientifico atualmente.'!°

Polimeros conjugados opticamente ativos sdo potencialmente uteis em areas como
eletrossintese, dispositivos eletro-Opticos sensiveis a polarizacdao, Optica ndo linear,

fotoeletroluminescéncia polarizada, sensoriamento e enantiosseletivo.®

Uma outra area que se abre para a aplica¢do de polimeros quirais € a aplica¢ao de
polimeros para se produzir os chamados metamateriais. Surgiram em meados do século
XX, mas rapidamente foi perdendo o interesse por ndao conseguirem reproduzir
experimentalmente esses materiais que teoricamente apresentariam efeitos nunca
imaginados em materiais convencionais. Finalmente, no comeco deste século
conseguiram produzir os primeiros metamateriais que apresentavam efeitos nada comuns
aos materiais estudados até aquele momento, como por exemplo, indice de refragdo
negativo, a qual uma das suas aplicagdes tecnoldgicas é a invisibilidade.?’?! Os
metamateriais eletromagnéticos sdao estruturas artificiais ou ndo, arranjadas
periodicamente em nano estruturas em comprimentos menores que o comprimento de
onda da luz.?? Estes apresentam propriedades peculiares que ndo sio vistas em materiais

naturais.

Um metamaterial ¢ composto por “meta-atomos” organizados periodicamente,
que interagem com as ondas eletromagnéticas de tal forma, que de acordo com a sua
estrutura pode alterar as caracteristicas magnéticas e elétricas desta onda. Surgindo um
novo ramo para a pesquisa em Optica, onde antes era limitada a lentes e espelhos
convencionais, agora trabalha em uma tecnologia capaz de fazer coisas imprevistas com

a luz.3°
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Para se ter uma nog¢ao do quanto os metamateriais sdo especiais, no
eletromagnetismo tem-se dois parametros fundamentais para a caracteriza¢do das suas
propriedades em um meio, a permissividade elétrica (€) e a permeabilidade magnética
(w). A maioria dos materiais dielétricos apresentam esses dois parametros com sinais
positivos. Os metais e semicondutores ja apresentam a permissividade elétrica negativa,
os materiais ferromagnéticos possuem permissividade elétrica positiva e permeabilidade
magnética negativa, como pode ser visto na Figura 7. Somente materiais ndo naturais,

como os metamateriais, podem apresentar tanto € quanto p negativos.

K
A
€<0, >0 e>0, ©>0
metais, semicondutores a maioria dos materiais
dopados dielétricos
» €
£<0, <0 e>0, u<0
materiais ndo naturais algumas ferritas

Figura 7 — Espago paramétrico que relaciona os sinais de permissividade elétrica (€) e a permeabilidade
magnética (1) nos materiais.

Um metamaterial convencional é a combinagao de fios finos e longos com anéis
metalicos, essa associagdo gera dois conjuntos de estruturas ressonantes um para a parte
elétrica outra para a resposta magnética. Essas estruturas devem ser cuidadosamente
projetadas e executadas, mas na melhor das hipoteses a razdo comprimento de onda e

comprimento da estrutura nio é menor do que 10 para 1, ¥’

ou seja, se conseguir uma
unidade com 100 nm de comprimento, o menor comprimento de onda que ela sera capaz
de interagir ¢ 1000 nm. Por causa desses problemas, os metamateriais convencionais s

conseguiram uma refragio negativa nas frequéncias de micro-ondas.*

Dentre os possiveis metamateriais surgiu uma nova classe, os metamateriais
quirais, com o objetivo de ser uma alternativa simplificada para se chegar ao indice de
refragio negativo.’” Um desafio enorme para a classe cientifica nesta 4rea é projetar novas
estruturas capazes de satisfazer as aplicagdes e ainda assim manter as propriedades
eletromagnéticas dos metamateriais e os materiais quirais sio uma alternativa.*® Quando
se fala de metamateriais quirais, ndo é importante mais apresentar € € |L negativos, o que
vai ser importante agora ¢ o parametro de quiralidade (), quanto maior for a quiralidade
apresentada pelo metamaterial, maior sera sua capacidade de modificar os pardmetros

eletromagnéticos da luz.’’
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k = Npofwc (5)

sendo B o pardmetro Optico rotacional (diferenca média entre a polarizabilidade da luz
circular a esquerda e direita), N ¢ a concentragdo das moléculas quirais, yy € a
permeabilidade magnética no vacuo, w ¢ a frequéncia da luz e ¢ ¢ a velocidade da luz no

vacuo.>’

Assim, os polimeros conjugados quirais surgem como uma alternativa viavel para
os metamateriais. Estudar e conhecer novos tipos de polimeros ¢ de suma importancia

para a aplicagdo em metamateriais quirais.

Um exemplo desta nova gama de materiais que estdo surgindo ¢ o polimero
conjugado quiral (1R,2R) - diaminociclohexano, que sera estudado neste trabalho. Por ser
um material novo, a sua aplica¢do ainda estd em aberto, a priori, pode ser aplicado a
sensores, catalisadores enantiosseletivos, metamateriais quirais, entre outros.>>*** Espera-

se que este trabalho ajude a nortear futuras aplicacdes.
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3. QUIRALIDADE E ATIVIDADE OPTICA

Um objeto ¢ denominado quiral quando ele e sua imagem especular ndo se
superpdem, por exemplo, ao colocar a mao esquerda a frente do espelho, sua imagem ¢ a

mao direita, a qual ndo se superpde a mao esquerda (observe a Figura 8 abaixo). Desta

1

forma, um objeto aquiral sua imagem especular ¢ idéntica e se superpde.*

a) b)

Figura 8 - a) Imagem de uma méo esquerda e sua imagem especular. b) A mao esquerda e sua imagem
especular ndo sdo superponiveis, portanto a mio ¢ quiral.

A quiralidade ¢ de fundamental importancia para os humanos, pois seus corpos
sdo estruturalmente quirais, o DNA (4cido desoxirribonucleico) ¢ uma molécula quiral.
Uma grande quantidade de medicamentos sdo quirais e podem ter seu principio ativo
alterado se forem levogiras (substancias que desviam a luz polarizada para a esquerda)
ou dextrogiras (substancias que desviam a luz polarizada para a direita), em alguns casos
a imagem especular da molécula € responsavel pelo efeito colateral da droga e a molécula

em si € o principio ativo.

Um conceito muito importante € a isomeria, que sa30 compostos que apresentam a
mesma formula molecular.*! A Figura 9 abaixo ¢ um resumo explicativo das subdivisdes

e significados dos isdmeros.
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Enantiomeros

(Estereoisomeros que
sdao imagens
especulares nao-
Estereoisomeros superponiveis um do

(Isbmeros que tem a outro)
mesma conectividade
. mas que diferem no
Isomeros arranjos de seus Diasterémeros

(Compostos com a atomos no espago
mesma formula
molecular mas com
diferentes formas Isdmeros
estruturais) constitucionais

(Estereoisomeros que
nao sao imagens
especulares um do
outro)

(Isbmeros cujos os
atomos tem uma
conectividade
diferente)

Figura 9 - Esquema explicativo das subdivisdes e significado dos isomeros.

Ha uma relagdo bastante relevante entre quiralidade e atividade optica. Todas as
moléculas quirais sdo moléculas de compostos opticamente ativos e todos compostos

opticamente ativos sdo quirais.*?

Define-se atividade Optica como sendo a propriedade que certos materiais
possuem de rodar o plano de polariza¢do da luz polarizada incidente.*! A Figura 10 ilustra
a defini¢do anterior, um feixe incidente atravessa um polarizador e adquire uma
polarizagdo, ao passar pela amostra esse feixe sofre uma mudanga no plano de
polarizagdo, sendo assim essa amostra ¢ composta por uma substancia que apresenta

atividade optica.

No ultimo século, cientistas de varias areas do conhecimento, principalmente,
fisicos, quimicos e bidlogos, se fascinaram com a descoberta da atividade Optica de
sistemas quirais devido aos novos fendomenos fisicos que poderiam ser explorados em
diversas aplicagdes. Atribui-se a evolugdo desta area do conhecimento aos trabalhos
iniciados por Fresnel sobre Optica classica, por Pasteur por descobrir pares de moléculas
enantioméricas e, finalmente, a Faraday por demonstrar a conexdo entre luz e o

3 As moléculas

eletromagnetismo, descobrindo a atividade Optica magnética.*
denominadas opticamente ativas possuem a propriedade de rodar o plano de polarizagao
de uma luz linearmente polarizada.** Um exemplo bastante simples é uma solugiio aquosa

de glicose usada em experimentos de ensino de fisica no laboratdrio de dptica. De forma
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geral, a chamada atividade 6ptica abrange um maior nimero de fendmenos que estdao
relacionados com a diferenga de respostas de dois campos eletromagnéticos circularmente
polarizados a direita e a esquerda. Quando uma substancia apresenta atividade dptica sem

influéncia externa é denominada de atividade optica natural, por exemplo, proteinas.**

Feixe Incidente Polarizador Feixe Polarizado

Espelho

Vis&o do observador

ST

Espelho

", Amostra
I Observador
Levogiro Dextrogiro

Figura 10 - Ilustragdo do processo de rotacdo do eixo de polarizagdo da luz. Um feixe despolarizado
atravessa um polarizador, polarizando-se em uma certa dire¢do. Ao incidir na amostra ela interage com este
feixe girando o plano de polarizagdo & esquerda (levogiro ou & direita (dextrogiro)).

A grande maioria das moléculas sintetizadas nos organismos vivos possui
atividade Optica. Desta maneira, ¢ um elemento importante da vida que traz um critério
usado, por exemplo, para descobrir se hd evidéncia de vida em outros mundos analisando
os elementos constituintes de meteoros. Em pequenas moléculas ela surge devido a
auséncia de simetria. Na pratica, podemos observar atividade dptica em amostras através

).* Os avangos recentes

da dispersdo optica rotatoria (ORD) ou dicroismo circular (CD
tecnologicos e desenvolvimento de novos componentes Opticos mais eficientes
aumentaram muito a sensibilidade dos experimentos tradicionais de atividade oOptica
(razdo sinal-ruido) permitindo sua observagdo. Em geral, a observac¢do da atividade optica
se d4 na regido do UV-Vis por transi¢do eletronica, experimentos de ORD ou CD.
Entretanto, na ultima década, significantes avancos experimentais foram obtidos na
investigacao da atividade optica vibracional, espectroscopia no infravermelho ou Raman

que possibilitou novos estudos fundamentais de moléculas quirais em comparagdo a

atividade 6ptica puramente eletronica.*

A importancia no aumento da capacidade de caracterizagdo de sistemas para
determinag¢do de sua atividade Optica estd em sua importdncia na area da quimica e
bioquimica. Isto se deve ao fato de que a técnica convencional ndo ¢ capaz de determinar

estrutura molecular tridimensional em meio bioldgico. Usando cristalografia por difragao
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de Raios-X temos a dependéncia da obtencdo de cristais orgadnicos que, em geral,
apresentam estrutura molecular especifica as condi¢des de crescimento dos cristais e ndo

condizem com a conformag¢ao molecular observada in vivo.
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4. PROTEINAS

As proteinas sao as macromoléculas mais numerosas existentes nos seres vivos,
pois estdo em todas as células e em todas as partes dela.*é As proteinas governam de fato
quase todos os processos que ocorrem em uma célula, possuindo uma infinidade de
fungdes, uma delas ¢ ser o dispositivo molecular pelo qual a informacao genética ¢
expressa.*® Todas as proteinas sdo polimeros e suas unidades monoméricas sdo os
aminoacidos. Estas unidades monoméricas teoricamente simples sdo a chave da estrutura
de milhares de proteinas diferentes. Todas sdo compostas por um conjunto de 20
aminoacidos (ver Tabela 2), cada um com uma cadeia lateral diferente e propriedades
quimicas caracteristicas ¢ denominadas por letras do alfabeto no qual pode-se escrever a

estrutura proteica.*’

Para produzir uma proteina, esses 20 aminoacidos vao se combinando através de
ligagdes covalentes formando uma sequéncia linear de aminoacidos. Cada tipo de
sequéncia gera uma proteina, se a ordem desses aminoacidos ¢ alterada, gera outra

proteina com propriedades e atividades bioldgicas totalmente diferentes.*®

Este capitulo abordara como ¢ estruturada uma proteina. Primeiro sera definido o
que ¢ um aminodcido e depois serd estudado as estruturas primadrias, secundarias,

terciarias e quaternarias das proteinas.

4.1. Aminoacidos

Todos os 20 tipos de aminoacidos comuns (ha muitos outros menos comuns, mas
ndo serdo abordados neste trabalho) listados na Tabela 2 sdo a-aminodcidos, ou seja,
possuem um grupo carboxila (COO") e um grupo amino (H3N") ligados a0 mesmo atomo

de carbono (carbono o) como pode ser observado na Figura 11.%

Figura 11 - Estrutura dos a-aminoacidos, exceto a glicina que no lugar do grupo R possui um hidrogénio e
a prolina que ¢ um aminoécido ciclico. O grupo R ou cadeia lateral (roxo), ligado ao carbono o (amarelo)
¢ diferente em cada aminoéacido.
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Com o intuito de universalizar as nomenclaturas dos aminoacidos comuns, foram
atribuidas a eles dois tipos de abreviagdes, uma de trés letras e outra de uma letra. A
segunda tinha como objetivo diminuir o tamanho dos dados (no inicio da computagdo, na
década de 60, os dados eram gravados em cartdes perfurados) quando se analisava cadeias
de aminoacidos. A Tabela 2 lista todos os 20 aminoacidos comuns das proteinas, com
suas respectivas abreviacdes, além de mostrar a porcentagem de ocorréncia de cada

aminoacido nas proteinas.*¢

Tabela 2 — Lista dos 20 aminoacidos comuns encontrado em proteinas com suas respectivas abreviagdes e
simbolos.

Aminoacido Abreviacao Simbolo Ocorréncia em

proteinas

Grupos R alifaticos, apolares

Glicina Gly G 7,2
Alanina Ala A 7,8
Prolina Pro P 5.2
Valina Val A% 6,6
Leucina Leu L 9,1
Isoleucina Ile I 5,3
Metionina Met M 2,3
Grupos R aromaticos

Fenilalanina Phe F 39
Tirosina Tyr Y 3,2
Triptofano Trp \\4 1,4
Grupos R polares, nao carregados

Serina Ser S 6,8
Treonina Thr T 5,9
Cisteina Cys C 1,9
Asparagina Asn N 4,3
Glutamina Gln Q 4,2
Grupos R carregados positivamente

Lisina Lys K 5,9
Histidina His H 2.3
Arginina Arg R 5,1
Grupos R carregados negativamente

Aspartato Asp D 5,3
Glutamato Glu E 6,3

Os aminoacidos sdo diferenciados por suas cadeias laterais ou grupos R, que

variam sua estrutura, tamanho e carga elétrica. O atomo de carbono a € o centro quiral
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para todos os aminoacidos comuns, pois esta ligado a quatro grupos diferentes: um grupo
carboxila, um grupo amino, um grupo R e um atomo de hidrogénio.*’ O tinico amino4cido
que ndo segue esse padrao ¢€ a glicina, na qual o grupo R ¢ substituido por um hidrogénio.
Quando o carbono a se liga aos quatro grupos, gera-se um arranjo tetraédrico dos orbitais,
gerando dois arranjos espaciais possiveis e, portanto, os aminodcidos possuem dois
estereoisdmeros possiveis.’ Todas essas moléculas com um centro quiral sdo
opticamente ativas, ou seja, giram o plano de polarizacdo da luz. Uma das possiveis
formas de classificar os aminodcidos ¢ quanto a configuragdo absoluta pelo sistema D e
L, mas ndo confunda com L de levogiro (rotacdo do plano de luz polarizara para a
esquerda) e D de dextrogiro (rotacdo do plano de polarizagdo da luz para a direita), pois
nem todos os L-aminoacidos sao levogiros e se faz necessario uma nova convengao para
evitar confusdes sobre a configuracdo absoluta.*® Essa nova convencdo se refere apenas
a conformacao absoluta dos quatro substituintes em torno do carbono quiral e foi proposta

por Emil Fischer em 1891,%

que considerou o gliceraldeido, um agucar de trés carbonos,
como sua molécula referéncia para todos os compostos quirais. Para fazer a classificacio
escreveu-se a formula do gliceraldeido em perspectiva, alinhando os carbonos na vertical
com o carbono quiral ao centro, com o carbono do aldeido ou carboxila acima. Desta
maneira sempre o grupo R do aminodacido ficara abaixo do carbono a. Ao escrever em
perspectiva os aminoacidos nessas condigdes pode-se classifica-los em L-aminoacidos

aqueles com o grupo a-amino a sua esquerda e os D-aminodcidos com esse grupo a sua

direita, como demonstra a Figura 12 abaixo.*

Figura 12 - Representagdo do aminoacido Alanina, na primeira ilustragdo a L-alanina, denominada assim
pois seu grupo a-amino esta a esquerda e na segunda ilustragdo o grupo a-amino se encontra a direita do
carbono quiral, portanto ¢ denominado D-alanina.

Além da classificagdo quanto a configuracdo absoluta, podemos classificar os
aminoacidos pelas propriedades do grupo R (Figura 13), especificamente pela sua
polaridade e carga ou tendéncia de interagir com a d4gua em seu pH biologico (pH 7.4).
Esta propriedade ¢ importantissima para a compreensdo da bioquimica. Basicamente

pode-se agrupar os 20 aminoacidos de acordo com sua polaridade em 5 grupos distintos:
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4.1.1. Alifaticos

Classe de aminoacidos apolares e hidrofobicos. Fazem parte desse grupo a

glicina, a alanina, a prolina, a valina, a leucina, a isoleucina e a metionina.

4.1.2. Aromaticos

Classe de aminoacidos relativamente apolares e hidrofobicos. Sdo representantes
desse grupo a fenilalanina, a tirosina e o triptofano. Uma caracteristica importante ¢ a
absor¢ao de luz ultravioleta, quando necessita caracterizar qualquer proteina se utiliza

muito desta propriedade.

4.1.3. Nao carregados

Classe de aminoacidos mais hidrofilicos que as duas classes anteriores. Integram

esse grupo a serina, a treonina, a cisteina, a asparagina e a glutamina.

Grupo R apolares, alifiticos Grupo R aromiticos
(oo coo™ 9% GO0 Co0~ Coo~ Co0™
i !
H.;Til—(IT—H Hﬁ—fll—H /C< H N—(IJ—H Hﬁ—(IT—H HN—C—H HRN—C—H
+ 3 1 . 5
HN"  CH |
C—— CH, CH
. v v C=CH
Glicina Alanina Prolina Valina \NH
(lj()()* %0() (l‘()() OH
H N—(li—H Hﬁ—(l‘—H Hﬁ—cl‘—H
(le2 H—(IZ—CH1 ?HI Fenilalanina Tirosina Triptofano
CH
S8 - .
CH, CH, CH, S Grupo R carregados positivamente
|
CH, (FOO_ (ITOO_ CO0™
Leucina Isoleucina Metionina Hﬁ—C—H H;T{T—C—H H.;TtI—C—H
| | |
CE, CH, CH,
- | | |
Grupo R polares, ndo carregados CHL. CH, C—NH
- | \
CO0~ [elelon CO0~ CH, CH, }
. | .o I | _of
HN—C—H HN—C—H HN—C—H = N 4
4
CH, H—C—0H CH, *NH, C=NH,
| | | l
OH CH, SH NH,
. . . . Lisina Arginina Histidina
Serina Ireonina Cisteina
(EOO_ CO0~ Grupo R carregados negativamente
”J{‘—?—H ”ﬁ]—fl —H 00~ 00~
I
CH, CH, Hﬁ—clz—ﬂ Hﬁ—cl;—n
C CH
o b oo n
2 - CH,
Pal COo0O -~
HN O CO0™
Asparagina Glutamina Aspartato Glutamato

Figura 13 - Férmulas estruturais dos 20 aminoacidos comuns de proteinas. Sombreado de roxo estdo as
cadeias laterais (Grupos R) que diferencia cada um dos 20 aminoacidos. Estdo separados em 5 grupos

quanto a sua polaridade.
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4.1.4. Carregados positivamente

Classe de aminoacidos basicos € mais hidrofilicos que os outros grupos anteriores.

Participam deste grupo a lisina, a arginina ¢ a histidina.

4.1.5. Carregados negativamente

Classe de aminoacidos acidos e muito hidrofilicos. Pertencem a esse grupo o

aspartato e o glutamato.

4.2. Estrutura das Proteinas

A ligacdo de dois aminoacidos através de uma ligacdo peptidica forma um
dipeptideo. Essa ligagao ¢ feita por meio da desidratacdo dos dois aminoacidos ligantes,
em um o grupo a-amino perde um elemento de 4gua e no outro quem perde ¢ o grupo o-
carboxila, como pode ser visto na Figura 14.*® Os amino4cidos podem continuar se
ligando, sempre por uma ligagdo peptidica, formando tripeptideos (trés aminoacidos
ligados), tetrapeptideos (quatro aminoécidos ligados) e assim sucessivamente. Um termo
muito utilizado no meio fisico-quimico ¢ o “residuo de aminoacido”, o aminoacido perde
elementos de dgua ao fazer a ligagdo covalente, ap0s a perca este aminodcido passa a ser
chamado de residuo. Quando se tem um nimero muito elevado de residuos ligados, a
molécula recebe o nome de polipeptideo. Quando ¢ superior a 100, ele passa a ser

chamado de proteina.*®

(=)

=

Figura 14 - O grupo a-amino do aminoacido com grupo R;, atua como um nucleéfito, "roubando" o
hidrogénio do grupo a-carboxila do aminoacido com grupo R, formando assim uma ligacdo peptidica e
gerando um dipeptideo.
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Para compreender a estrutura das proteinas, tem-se que conhecer seu arranjo
estrutural, ou seja, sua conformagao (qualquer estado natural que ela assume sem quebra
de ligagdo covalente). Uma proteina possui varias conformagdes possiveis, dependendo
de qual estado estrutural esteja, ela desempenha papéis bem distintos. Este estado natural
¢ estabilizado na maioria das vezes por interagdes fracas, elas também sao responsaveis
pelo enovelamento (ou dobramento) das cadeias polipeptidicas em suas estruturas de
maiores graus de liberdade.*® Uma observagiio importante a se fazer é que as proteinas
passam a realizar suas fungdes biologicas somente apds dobrarem e/ou se enrolarem em

uma forma tridimensional especifica.

Portanto, para diferenciar se ¢ uma enzima ou uma proteina estrutural, se ¢ um
anticorpo ou um hormonio, se faz necessario estudar a sua estrutura. Essa estrutura pode

ser separada em quatro grupos, estrutura primaria, secunddria, tercidria e quaternaria.

4.2.1. Estrutura Primaria

A estrutura mais simples de uma proteina ¢ uma sequéncia de residuos de
aminodcidos. O que diferencia uma estrutura primaria da outra ¢ o numero de
. ;. . ~ . 48
aminodacidos que ela possui e a ordem que estes estdo ligados.”® Pode-se pensar que o
nimero de proteinas seja limitado, pois a unica coisa que as diferenciam na sua estrutura
primaria ¢ o nimero de aminodcidos e a sua sequéncia nas ligagdes covalente, mas nao
se deixe enganar, ao considerar uma proteina pequena, que tenha cerca de 100 residuos,

0130

¢ possivel ter cerca de 1 sequéncias de aminoacidos diferentes. Isto ¢ maior que o

nimero total de particulas que se acredita ter no universo.”!

A sequéncia dos aminoacidos em uma proteina ¢ de suma importancia, a alteragao
desta gera proteinas com func¢des completamente diferentes dentro do organismo,
proteinas com sequéncias diferentes tem estruturas tridimensionais distintas.*’ Por outro
lado, observa-se que proteinas com que possuem funcionalidades similares possuem

sequéncias bem semelhantes.

Pode-se definir a estrutura de uma cadeia de peptideos, como sendo uma sucessao
de planos rigidos, o C,, € o ponto de ligagdo e rotacao destes planos, como visto na Figura
15. As ligacdes covalentes limitam essa tor¢ao em dois angulos possiveis, o ¢ (phi) e Y
(psi). O angulo ¢ ¢ a rotacao que ocorre na ligagdo N — C, e o angulo 1 € a tor¢ao que
sucede na ligagdo C, — C, esses valores variam de 180° quando os peptideos estdo todos

no mesmo plano, a -180° quando esses planos estdo invertidos.*
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N .
N Extremidade

\\ carboxiterminal

Extremidade
aminoterminal
A

Figura 15 - Representacdo de uma estrutura primaria, definindo para cada peptideo um plano "rigido", o
qual a cadeia polipeptidica so6 pode torcer nas suas extremidades. Adaptada da referéncia [53].

4.2.2. Estrutura Secundaria

Uma estrutura regular e repetitiva de um polipeptideo ¢ chamada de estrutura
secundaria, ela retrata o arranjo espacial dos seus &tomos da cadeia principal, ndo levando
em consideragdo a posi¢do das cadeias laterais ¢ a sua dependéncia com os outros
elementos. Existem varios tipos de estruturas secundarias, as mais conhecidas sdo as
estruturas secundarias comuns, ou seja, estruturas cujos os angulos dos diedros ¢ e P
permanecam constante ou variem muito pouco durante toda a proteina. Exemplos dessas

estruturas sdo a hélice o (em inglés “a-helix”) e a folha B (em inglés “B-sheet”).*

4.2.2.1. Hélicea
Como o proprio nome ja revela a hélice o ¢ uma estrutura helicoidal, ¢ o arranjo
mais simples que uma sequéncia de aminoacidos pode assumir que maximize o uso de
ligagdes de hidrogénio internas®?. Nesse tipo de estrutura a cadeia polipeptidica vai se
enrolando em torno de um cilindro ficticio, por exemplo, um cano de PVC, os grupos R
dos aminoécidos ficam para o lado de fora da espiral, como visto na Figura 16.a. Os

Extremidade aminoterminal

a) — b)
@ carbono
(O Hidrogénio
@ Oxigénio
QNi!rogénic -
. Grupc R ‘5 o
&

Extremidade carboxiterminal

Figura 16 - a) Estrutura da cadeia polipeptidica em formato de hélice. Adaptada da referéncia [53]. b)
Estrutura refinada da troponina do frango (PDB ID: 4TNC).
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valores dos angulos dos diedros ¢ e 1 para este tipo de estrutura sdo —57°e —47°,
respectivamente. As hélices podem ser formadas torcendo para a direita ou para a
esquerda, estudos mostraram que a forma mais comum entre as proteinas ¢ a voltada para
a direita, para a esquerda sdo teoricamente menos estaveis e ndo foram observadas em
proteinas.” Cada volta desta tor¢do tem cerca de 3,6 residuos de aminoacidos e um
comprimento de 5,4 X 1071%n ao longo do eixo. Podemos observar a estrutura da

troponina de frango, na Figura 16.b, que possuiu uma estrutura helicoidal.>*

4.2.2.2. Folhap

A estrutura em folha B é bem comum nas proteinas® e diferentemente da hélice
a, na conformacao B os esqueletos dos atomos estio estendidos em forma de ziguezague,
ou seja, em um residuo de aminodcido a sua cadeia lateral estd pra cima e no subsequente
a cadeia lateral esté pra baixo, como se observa na Figura 17.a. As folhas betas podem se
separar em dois grupos, as que possuem a conformagao antiparalela (Figura 17.b) na qual
os angulos dos diedros ¢ e Y sdo —139° e + 135°, respectivamente e as que possuem a
conformagao paralela (Figura 17.c), para qual o valor do angulo ¢ ¢ —119°¢ ¢ é +113°.
Essas duas estruturas sdo bem semelhantes, apesar de verificarmos que os angulos dos
diedros e o seu comprimento de repeti¢do sejam levemente diferentes (no caso da

antiparalela é 7 X 1071%m e da paralela 6,5 x 1071%n).

Na Figura 17.d esta representada uma proteina predominantemente folha B, ¢ a
microglobina bovina beta 2,%* para exemplificar a importancia de se estudar este tipo de

estrutura tdo comumente encontrada nas proteinas.
a) b)

Cadeias laterais,

O/ (acima)

Y ““s*““z%"“@

Cadeias laterais
(abaixo)
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Figura 17 — a) Esqueleto de uma conformagdo folha 8; b) Conformagao folha B antiparalela; c) Conformagao
folha P paralela. Adaptada da referéncia [53] e d) estrutura da microglobina bovina beta 2 (PDB ID: IBMG).
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Se 0 ambiente em que a proteina se encontra ¢ alterado, por exemplo variando o
pH que a rodeia, estas estruturas sofrem variagdes e tem-se na literatura algumas técnicas
capazes de estudar essas estruturas secundarias entre as quais o dicroismo circular (CD)

e a atividade optica Raman (ROA).

4.2.2.3. Dicroismo circular no estudo de estruturas secundarias de

proteinas

Diferencas entre as absor¢des de luz circularmente a esquerda e a direita vem da
falta de simetria estrutural das moléculas, essa diferenca pode ser medida e é chamada de
dicroismo circular (CD).>® Nas proteinas o croméforo é a ligagio peptidica e a sua regido
de absor¢ao € no ultravioleta (190 a 250 nm). Um espectro de absor¢ao de uma proteina
pode apresentar picos negativos e positivos, devido a sua estrutura ordenada, observe a
Figura 18 a qual ¢ plotada um espectro de absor¢do das principais conformagdes das
proteinas. As hélices a e as folhas P tem espectros de CD caracteristicos.>’ Com o espectro
de CD, pode-se determinar se as proteinas estdo dobradas corretamente, estimar a fragao
da proteina que assume qualquer uma das duas estruturas secundarias comuns € monitorar

as transi¢oes entre estados dobrados e ndo dobrados.

8e+4 | 1 — a-hélice

2 — folha-p antiparalela
be+d 3 — desordenada

4 — colageno (hélice tripla)

5 colageno (desnaturado
de+d sl )

2e+4

Oe+0

[0], graus.cm’/dmol

-2e+4

de+4 |y

'68+4 1 1 1 1 |
190 200 210 20 230 240 250

Comprimento de onda (nm)

Figura 18 - Espectro de dicroismo circular (CD) de proteinas e polipeptidios com suas estruturas
secundarias representadas. Espectros CD da poli-L-lisinaem pH 11.1 em 1 (preto) na conformagao a-hélice
e 2 (vermelho) na conformacdo folhas-f antiparalelas, em pH 5.7 na 3 (verde) se encontra com
conformacdes estendidas (desordenadas), colageno placentario em 4 (azul) na conformagao hélice tripla e
em 5 (ciano) formas desnaturadas. Adaptada da referéncia [61].
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Através da andlise dos espectros de dicroismo circular € possivel fazer a predigao
quantitativa da estrutura secundaria das proteinas. E sabido que um espectro CD pode ser
expresso como a combinacdo de espectros individuais das estruturas secundarias.’®
Através de softwares computacionais, o espectro CD ¢ fragmentado em varios espectros
individuais de estruturas secundarias, estes sdo comparados com um conjunto (set) de
modelos, ja caracterizados. Em 1994 Sreerama ¢ Woody, comparam trés métodos
computacionais para determinar as fracdes de estruturas secundarias, o SELCON,
CONTIN e 0 VARSLC, que se tornaram os principais métodos para este tipo de analise.>’
Em 2014 Campana e colaboradores reestruturaram e atualizaram o pacote de softwares
de deconvolugdo®® proposto por Sreerana e Woody, sendo agora possivel utiliza-los em
computadores com plataforma Windows. Este pacote recebe o nome de CD-ProWin7 e
estd disponivel para baixar de forma gratuita no Portal Aprender Ciéncia, do grupo

BMEspec no enderego: http://www.each.usp.br/aprender-ciencia/formulario.php.

Acessado 13 de janeiro de 2020.

O CD-ProWin7 ¢ composto por trés softwares, SELCONWin7, CDSSTRWin7 e
CONTINLLWin7. O SELCON (em traducao livre, Método Auto Consistente) baseia-se
no método do valor singular da decomposi¢do do CD, o espectro experimental ¢
transformado em uma matriz que ¢ adicionada como novas linhas a matriz que contém as
estruturas secundarias de referéncia (base). O CDSSTR ¢ uma modificagdo do método
VARSLC (Variable Selection), sendo assim, ele utiliza todas as possiveis combinagdes
de um numero fixo de proteinas definido. Por este motivo ele ¢ o mais preciso dos
métodos, mas € o que utiliza mais tempo de maquina para ser executado. O CONTIN/LL

tem a proposta de resolver equagdes integrais e sistemas lineares algébricos.

4.2.2.4. Atividade Optica Raman

Outra técnica que tem um potencial enorme para a determinagdo de estruturas
proteicas ¢ a atividade optica raman*. Est4 ¢ a unica técnica capaz de distinguir entre
hélice a hidratadas e desidratadas®!. Derivada da espectroscopia Raman, que estuda o
fendmeno fisico de espalhamento da luz, a ROA analisa a diferenca da luz espalhada pela
amostra ao excita-la com luz circularmente polarizada a esquerda depois circularmente

. \ . . 2 . ;. .
polarizada a a direita.” Como todos os aminodcidos possuem um centro quiral essa
diferenca apresenta um sinal. Um espectro ROA ¢ plotado por variagdo da intensidade

Raman pela energia, que estd em centimetros a menos um (cm’'), como pode ser
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observado na Figura 19. Analogamente a um espectro Raman, cada pico do espectro ROA

¢ relacionado a um modo de vibragdo de uma regido da amostra.
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Figura 19 - Espectro ROA da BSA. Amostra em pH 7 e na temperatura ambiente. Medida realizada no
laboratério do GEM.

As maiores caracteristicas associadas a estruturas secundarias das proteinas

1

aparecem na regido amida I ~1630 — 1700 cm™" atribuida principalmente ao

estiramento C = O e na extensa regido amida III ~1230 — 1350 cm™?!

onde 0s picos
sdo relacionados as combinagdes em fase da deformagdo no plano N — H com o
estiramento C — H junto com das deformagdes C, — H. E todas essas caracteristicas da
estrutura tridimensional das proteinas, incluindo as fracas banda relacionadas as cadeias
laterais, podem ser vistas pelo espectro ROA.®? A Tabela 3 abaixo mostras a posi¢io das

bandas Raman, sinal da variacdo ROA e as assinaturas da BSA em pH7.

Tabela 3 - Posi¢do das bandas Raman, sinal da variagdo ROA e as assinaturas da BSA em solugdo tampao
pH7.*

Comprimento de onda (cm™) Assinatura (probabilidade)

870-950 + Hélice a
1000-1050 + Folha B-(Em formato hélice)
1080-1130 -/+ Hélice a
1215-1225 - Folha
1238-1250 - Folha
1265-1295 + Loops e voltas
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1295-1312
1338-1346
1340-1380
1400-1480

1530-1580
1600-1630
1630-1665
1645-1680
1670-1685

+
Padrdes
complexos
+/-

Varios padrdes

4.2.3. Estrutura Terciaria

Hélice a hidrofébica

Hélice a hidratada

Folha 3

Cadeias laterais (aromaticos em baixa,
alifaticos em alta cm™)

Cadeias laterais de triptofano

Cadeias laterais aromaticas

Hélice a

- folha

Desordenado (PPII)

Quando a estrutura proteica ¢ muito grande, estruturas secundarias comeg¢am a se

dobrarem e interagirem uma com as outras, gerando assim uma estrutura tridimensiona

1-46

A estrutura terciaria ¢ a estrutura tridimensional da cadeia polipeptidica. As estruturas

terciarias se desdobram em dois grupos, a fibrosa e a globular.*®

As proteinas fibrosas, utilizadas principalmente para fun¢des estruturais, sao

formadas por elementos de estrutura secundaria que se repetem. As proteinas globulares

tém estruturas terciarias mais complicadas, geralmente contendo diversos tipos de

estruturas secunddrias na mesma cadeia polipeptidica.*’ A primeira estrutura de proteina

globular a ser determinada foi a estrutura da mioglobina*” exemplificada na Figura 20.%*

Figura 20 - Estrutura da mioglobina de cachalote (PDB ID: 1MBO).
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4.2.4. Estrutura Quaternaria

Algumas proteinas passam a apresentar repeti¢ao das suas unidades, essa unidade
¢ chamada de protdmero. Estruturas quaternarias sao formadas por multicamadas de
protomeros, algumas dessas proteinas apresentam segmentos desordenados, necessitando
de estruturas definidas.*® Essas proteinas tém composi¢des distintas de aminoacidos que
permitem uma estrutura mais flexivel. Proteinas com este tipo de estrutura tem aplicagdes
distintas no organismo, as desordenadas tem a finalidade estrutural, outras com alguma
organizagdo podem interagir com algumas proteinas e servir como inibidores de alguma
reagio ou como componentes centrais de redes de interacio de proteinas.* Um exemplo
deste tipo de estrutura é a desoxi-hemoglobina, como pode ser observado na Figura 21,>*

abaixo.

Figura 21 - Estrutura da desoxi-hemoglobina (PDB ID: 2HHB).

4.2.5. Biblioteca de Proteinas

Em um intervalo de dois anos, as quantidades de estruturas tridimensionais
proteicas dobraram, hoje em dia sdo dezenas de milhares. Para organizar esse volume
gigantesco de informagdes, um banco de dados de proteinas foi criado, o “Protein Data

Bank” (PDB; www.pdb.org).

O PDB ¢ uma biblioteca virtual que reuni todas as estruturas tridimensionais de
proteinas (na verdade qualquer macromolécula descoberta esta presente neste banco de
dados, por exemplo, RNA e DNA). Para organizacdo deste banco de dados todas as
proteinas recebem um codigo de quatros letras (PBD ID), esta sequéncia de letras ¢ a
carteira de identidade da estrutura, sendo unico para cada uma. Por ele os pesquisadores

podem investigar e analisar uma estrutura descoberta por um outro cientista.
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O banco de dados ¢ aberto ao publico, necessitando apenas de um computador e
de um acesso a internet, qualquer pessoa ¢ capaz de explorar uma proteina, tanto na parte
de coordenadas atomicas quanto na visualizagdo da estrutura em uma imagem em trés

dimensdes (3D).

4.3. Relevancia da BSA e dos aminoacidos

Como ja discutido anteriormente os aminodcidos e as proteinas desempenham
papéis essenciais para a manutencao da vida, sera explanado agora mais detalhadamente

algumas das caracteristicas das quais levaram ao estudo destas moléculas.

4.3.1. Albumina do Soro Bovino (BSA)

A albumina soro bovina (BSA) faz parte de uma numerosa familia de proteinas,
as albuminas, que sdo responsaveis pelo transporte de moléculas insoliveis nos
mamiferos, com isso, desempenha o papel de reguladora da pressdo osmdtica do
sangue.® Por ser muito abundante no organismo, constitui 60% do plasma sanguineo,*
e ter uma inquestionavel importancia as albuminas sdo exaustivamente estudadas. A BSA
apresenta caracteristicas muito parecidas a albumina do soro humano (HSA), sendo
considerada uma proteina modelo da HSA por serem da mesma familia ambas apresentam
uma estrutura predominantemente hélice e tem uma um formato bem caracteristico que

lembra um coracéo (heart shape) como pode ser visto na Figura 22,346

Figura 22 - Proteina Albumina do Soro Bovino (BSA - PDB: 3v03). Proteina organizada majoritariamente
em hélices (em azul), em formado de coragdo representada em dimero.
Por ser alvo de muitas pesquisas, suas caracteristicas estdo bem fundamentadas,

se tornando uma excelente amostra modelo para a técnica ERS. O proprio Prof. Dr.
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Laurence Barron, descobridor do fendmeno ROA, ja publicou varios artigos sobre ela.®?
Outro fator predominante ¢ o seu valor comparado com outras proteinas, por exemplo, a
BSA ¢ cerca de cinquenta vezes mais barata do que a HSA (precos pesquisados no site

da Sigma-Algrich® em 21/05/2019).

4.3.1.1. Forma isoméricas da Albumina

Um estudo feito por Foster em 1977 revelou uma relacdo entre as formas
isoméricas da proteina BSA com a varia¢do do pH.®® Em resumo, ele definiu cinco formas
que a proteina albumina de soro bovino poderia se encontrar de acordo com o pH do meio
em que ela estaria inserido. Quando ela se encontra em pH fisioldgico ¢ chamada de
normal (N), quando o pH fica &cido abaixo de pH 4,3, a BSA passa para uma forma rapida
(F, do inglés fasf), pois neste ambiente as moléculas de BSA se move mais rapidamente
na eletroforese em gel.®® Abaixo de pH 2,7 ela passa a sua forma expandida (E), pois a
molécula de albumina fica totalmente desenrolada dentro dos limites de suas ligagdes
dissulfeto.’® No lado bésico ocorrem mais duas isomerizagdes sutis, a primeira é
denominada de transi¢do neutra para gerar a forma basica (B), essa transformagdo ocorre
em pH 8. A ultima forma ¢ a idosa (A vem do inglés aged), recebe este nome pois depois
da mudanca de forma que ocorre em pH 10, a molécula de BSA tem uma taxa lenta de
migracdo na eletroforese em gel. O resumo das relagdes das formas isoméricas da

albumina esta resumido na Figura 23 abaixo.

Nome expandido  rapido normal basico idoso
E«>F<«>N<«>B<+~A
pH de transicio 2,7 4,3 8 10

Figura 23 - Relag@o das formas isoméricas da BSA baseada no trabalho de Foster (1977).

4.3.2. Aminoacidos

Como descrito no texto anteriormente, os aminoacidos sdo a base para todas as
proteinas, sdo essenciais para a existéncia da vida na Terra. Por tal importancia sdo
amplamente estudados na literatura.’” Em todos os aminoacidos comuns, salvo a glicina,
o carbono a esta ligado a quatro grupos distintos, com isso, ¢ um centro quiral. Toda
molécula quiral apresenta atividade oOptica e atividade Optica Raman, portanto, os
aminoacidos sdo 6timas moléculas modelos para a técnica ERS. A seguir tem-se um
resumo de cada aminoacido quanto as suas principais fun¢des no corpo humano (limita-

se a falar de algumas fungdes somente, pois cada aminoacido ¢ capaz de desempenhar e
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contribuir para inimeras funcionalidades do corpo humano) e na Figura 24 pode se
observar suas disposi¢des estruturais em 3 dimensdes com destaque para o carbono quiral
(na figura ¢ o elemento da cor amarela). Uma separagdo muito usual utilizada para os
aminoacidos ¢ sobre a capacidade do corpo humano sintetiza-lo ou nao, quando o corpo
humano ¢ capaz de produzir o aminodacido ele ¢ classificado como nao essencial e caso o

ser humano nio seja capaz de sintetiza-lo ¢ classificado como essencial.%®

Alanina Acido Aspartico Acido Glutadmico Arginia Asparagina
~

Cisteina Fenilalanina Glicina Glutamina Histidina
D
> . R I
3 f o e ol ’
) -~ >
Isoleucina Leucina Lisina Metionina Prolina
I~ ] "\ y o ]
"y
Serina Tirosina Treonina Triptofano Valina

<

RS e
oy '

Figura 24 - Estruturas em trés dimensdes dos 20 aminoacidos comuns. Cada elemento na cadeia estrutural
¢ representado por uma cor, os carbonos quirais estdo em amarelo, os oxigénios em vermelho, os
hidrogénios na cor branca, o enxofre na cor verde, os carbonos ndo quirais na cor cinza e os nitrogénios na
cor azul.
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4.3.2.1. Alanina
A alanina foi sintetizada em 1850 por Adolph Strecker, antes mesmo de ser
descoberta sua existéncia nas proteinas, isso ocorreu mais de 25 anos depois. Em resumo,
seu principal papel no corpo humano ¢ converter agiicar simples (glicose) em energia e

eliminar toxinas do figado.®

4.3.2.2. Acido Aspartico

O acido aspartico foi descoberto em 1868 e ¢ considerado um aminoacido nao
essencial, mas desempenha um papel importante na sintese de outros aminoacidos e nos
ciclos do acido citrico e da ureia. Asparagina, arginina ¢ metionina isoleucina sao

sintetizados a partir dele.”

4.3.2.3. Acido Glutimico

O 4acido glutdmico ¢ um dos aminoacidos essenciais mais comuns. Foi isolado
primeiramente pelo quimico alemao Karl Ritthausen. Ele ¢ um neurotransmissor

excitatorio que aumenta o disparo de neurdnios no sistema nervoso central.”

4.3.2.4. Arginina
A arginina foi descoberta pelo quimico sui¢o Ernst Schulze em 1886 e ¢
classificado como um aminodcido semi-essencial, ou seja, o corpo humano pode
sintetizd-lo em algumas condi¢cdes de satide, mas em outras ndo. Ela desempenha um
papel essencial no sistema imunologico, ajudando a curar feridas e na liberacdo de

hormdnios.”!

4.3.2.5. Asparagina

A asparagina foi o primeiro aminoacido isolado de sua fonte natural. Os
responsaveis foram os dois quimicos franceses, o Louis-Nicolas Vauquelin e o Pierre Jean
Rabiquet. A asparagina ¢ responsavel pela sintese de vdarias proteinas, mais

especificamente as do sistema nervoso.”

4.3.2.6. Cisteina
A cisteina também ¢ considerada como um aminoacido ndo essencial para os
humanos e junto com a metionina sdo os Unicos aminoacidos a apresentarem enxofre na
sua composi¢do. Ela desempenha um papel importantissimo na sintese proteica,

desintoxicacdo e diversas funcdes metabolicas.”®
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4.3.2.7. Fenilalanina
A fenilalanina foi encontrada em 1879 por Schulze e Barbieri. E um aminoacido
essencial e € o precursor da tirosina, a qual € precursora da adrenalina. A adrenalina pode
ser convertida em noradrenalina, responsavel por promover o alerta mental ¢ a

memoria.”%"?

4.3.2.8. Glicina
Foi descoberta em 1820 pelo boténico francés Henri Braconnot. E um aminoacido
ndo essencial e ¢ indispensavel para um sistema digestivo saudavel, pois ajuda a regular

a sintese 4cido biliar utilizado para digerir as gorduras.”®

4.3.2.9. Glutamina
Os quimicos alemaes Ernest Schulze e E. Bosshard foram os primeiros a isolarem
a glutamina, em 1883. E o aminoicido mais comum no sangue humano e uma
componente chave das proteinas. E classificada como aminoacido semi-essencial, ou seja,

o corpo humano pode sintetiza-lo em algumas condi¢des de satide, mas em outras ndo.”®

4.3.2.10. Histidina
Um fato curioso ocorreu na descoberta da histidina em 1896, dois alemaes, o
Albrecht Kossel e o Sven Hedin, a descobriram ao mesmo tempo e de forma
independente. Ela ¢ um aminodcido semi-essencial, pois gestantes e individuos com
uremia (distirbio renal) produzem este aminoacido. A histidina ¢ fundamental para a
regulacdo de elementos essenciais para o corpo humano, como o ferro, cobre, molibdénio,

zinco e manganés.’®

4.3.2.11. Isoleucina
A isoleucina foi descoberta em 1904 pelo quimico alemao Felix Ehrlich. Ela ¢ um
aminodcido essencial que ¢ encontrado em varias proteinas. Sua principal fun¢do no corpo
humano ¢ aumentar os niveis de energia e ajudar o corpo a se recuperar de atividades

fisicas extenuantes.’®

4.3.2.12. Leucina
A leucina foi descoberta me 1819 em sua forma impura no queijo e somente dois
anos depois na sua forma cristalina. E um aminoacido essencial e ¢ considerado vital para

as sinteses proteicas e desempenha diversas fungdes metabolicas.”®
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4.3.2.13. Lisina
O quimico alemdo Heinrich Drechsel descobriu a lisina em 1889. Ela é um
aminoacido essencial e desempenha um papel importante na absor¢do de calcio e na

construcgdo das proteinas musculares.’®

4.3.2.14. Metionina
Foi descoberta por J. H. Muller, um pesquisador da Universidade de Columbia em
Nova York, em 1922. E um aminoacido essencial com a funcio de intermediario na

biossintese de diferentes fotolipideos.”®

4.3.2.15. Prolina
Foi descoberta por Richard Willstatter, um quimico organico alemao, em 1900. A
prolina ¢ considerada um aminodcido ndo essencial, ela ¢ essencial para o funcionamento

das articulagdes e tenddes, pois é um componente essencial do colageno.”

4.3.2.16. Serina
A serina foi um dos primeiros aminodcidos a serem descobertos por Cramer e
1865 em contradicdo a isso ela ¢ um dos mais dificeis de se obter a partir de proteinas.
Ela ¢ obtida a partir de outro aminodcido, a glicina, com isso ela ¢ um aminodcido ndo
essencial. A serina desempenha um papel importante em varias vias biosintética, portanto,

é essencial para o funcionamento do cérebro e do sistema nervoso central.’”®

4.3.2.17. Tirosina
Foi encontrada pela primeira vez pelo quimico alemao Justus von Liebig em 1846.

E um aminoécido nio essencial que auxilia os neurotransmissores no cérebro.””

4.3.2.18. Treonina
Foi o ultimo amino4cido a ser descoberto, foi encontrado em 1935 por William
Cumming Rose. Este aminoacido ajuda o sistema imunoldgico humano na produgdo de

anticorpos. E um aminoécido essencial.”

4.3.2.19. Triptofano
E um aminoé4cido aromético e foi descoberto em 1901 por Frederick Hopkins.
Esté classificado como essencial e € crucial para a composi¢ao dos “blocos de construgdo”
de inimeras biomoléculas, como enzimas, proteinas estruturais, serotonina, melatonina e

neurotransmissores.’®

72



Capitulo 4 — Proteinas

4.3.2.20. Valina
Emil Fisher foi o primeiro a isolar a valina em 1901. E um aminoacido essencial
importante para o sistema nervos e o funcionamento cognitivo, além de prevenir a ruptura
do musculo em uma atividade fisica, pois fornece glicose extra para a produgdo de

energia.”
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5. PoLI (METIL METACRILATO) — PMMA

O poli (metil metacrilato) ou como ¢ conhecido mundialmente PMMA ¢ um
polimero sintético do mondmero metil metacrilato (MMA), conforme ilustrado na Figura
25. Foi descoberto no século passado, nos anos 30 pelos quimicos britdnicos Rowland
Hill e John Crawford e sendo aplicado pela primeira vez em 1934 pelo quimico alemao
Otto Rohm.!® O PMMA ¢é um polimero opticamente transparente na regido do visivel e é
amplamente utilizado como substituto do vidro, pois apresenta alta resisténcia ao
impacto, ¢ leve, mais resistente a quebra e possui condi¢cdes de processamentos
favoraveis.!! Tudo isso resulta em um material muito resistente as intempéries e
arranhoes. A presenga do grupo metil (CH3) no ramo lateral da estrutura do polimero evita
que este se rearranje na forma cristalina e que gire livremente em torno das ligagdes C-

C.!2 O PMMA ¢ um polimero amorfo. A sua primeira grande aplica¢io foi durante a

Segunda Guerra Mundial, quando o PMMA era utilizado como janelas das aeronaves.

O PMMA ¢ um polimero consolidado para aplicagdes em diversas areas como,
Optica, pneumatica, sensores, separagdo analitica, dispositivos condutores, entre outras
inimeras funcionalidades.!>!” A Figura 25 mostra a estrutura quimica do mondmero

(esquerda) e do polimero (direita).

Mondémero MMA Polimero PMMA

Figura 25 - Estruturas quimicas do monémero MMA e do polimero PMMA.

5.1. Propriedades

Do ponto de vista da quimica, elementos, compostos, moléculas e
macromoléculas possuem algumas qualidades que comprovam sua existéncia como
entidades para cientistas. Exemplos de tais qualidades sdo cor, odor, textura, ponto de
ebulicdo, ponto de fusdo, densidade, cristalinidade, elasticidade entre outras, dependendo

da substancia em questdo. Isto ¢ o que os cientistas chamam de propriedades fisicas de
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uma substancia ou material. No entanto, algumas caracteristicas fisicas e quimicas dessas
substancias podem ser alteradas, modificadas ou permanentemente alteradas para outra
forma, com a intensdo de produzir uma nova substancia com novas qualidades. Com o
PMMA nao ¢ diferente, abaixo sera explanada sucintamente suas propriedades fisicas e

quimicas.

5.1.1. Propriedades fisicas

O PMMA é um polimero amorfo que pertence & familia dos acrilatos. E um
polimero limpido e incolor com uma faixa de temperatura de transicao vitrea (Tg) que
varia de 100°C a 130°C e uma densidade de 1,2 g/cm?3 a temperatura ambiente. Este

polimero funde a 130°C e possui um padrio de retracio linear de 0,003 a 0,0065 cm?2.7+
76

O PMMA esta entre os polimeros que possuem alta resisténcia a exposi¢ao solar,
pois possui uma pequena variacdo sob o efeito da radiacio UV. Tem uma o6tima
estabilidade térmica suportando temperaturas tao altas quanto 100°C e baixissimas como
—70°C. Ele também possui excelente propriedades opticas como indice de refragdao de

1,490 e um bom grau de compatibilidade com o tecido humano.”"

No campo da resisténcia mecanica, 0o PMMA possui um alto modulo de Young —
um parametro mecanico que proporciona uma medida da rigidez de um material sélido —
e um baixo alongamento a ruptura — esté relacionado com a capacidade que uma amostra
de plastico tem de resistir a mudangas de forma sem rachar, por isso ¢ um dos polimeros
de engenharia mais duros e com alta resisténcia a arranhdes. Ele possui uma resisténcia
aceitavel a produtos quimicos, entretanto, tem baixa resisténcia a hidrocarbonetos

clorados e aromaticos, ésteres ou cetonas.’*”>

A taticidade € a estereoquimica relativa dos centros quirais adjacentes dentro de
um polimero, especialmente polimeros vinilicos. As propriedades fisicas de um polimero,
como temperatura de transicdo vitrea (Tg), solubilidade, cristalinidade e hidrolise,
dependem ndo apenas do tipo de mondmero que o contém, mas também das estruturas
secundarias e tercidrias, ou seja, da estereoquimica da liga¢io.”’ ! Baseado nesses fatos
o PMMA pode ser isotatico, sindiotatico ou atatico, como pode ser observado na Figura

26, abaixo.
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Isotatico

Grupo Ester

Figura 26 - Taticidade do PMMA: isotatico, sindiotatico e atatico. O grupo éster do PMMA foi simplificado
para o melhor entendimento da configuragao.

5.1.1.1.  Isotatico
Isotatico ¢ quando os grupos laterais dos mondmeros se distribuem igualmente de

um lado s6 da cadeia principal, veja a Figura 26.%°

5.1.1.2.  Sindiotatico
Sindiotatico ¢ quando os grupos laterais dos monomeros estdo dispostos de forma

alternada, um para um lado o outro para o outro, observe a Figura 26.%°

5.1.1.3. Atatico
Atético ¢ quando os grupos laterais dos monomeros estdo dispostos de forma

randomica, como pode ser visto na Figura 26.%!

A natureza amorfa do PMMA ¢ governada por sua taticidade na seguinte ordem:
sindiotatica > atdtica > isotatica. A Tg vai em ordem decrescente: 130°C > 120°C >

55°C, respectivamente.’
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Portanto, as propriedades fisicas de qualquer substancia sdo um guia simples que
revela os potenciais das substincias para suas aplicacdes, devido as propriedades do
PMMA ele pode ser utilizado na area da ciéncia e tecnologia, tais como sintese, medicina,

optica, nanotecnologia e muitas outras.

5.1.2. Propriedades quimicas

Em geral, a solubilidade ¢ a capacidade de um soluto (sélido, liquido ou gas) se
dissolver em um solvente (liquido ou gas) para formar uma solugdo homogénea (mistura)
do soluto com o solvente. Basicamente, a solubilidade de uma substancia depende das

propriedades fisicas e quimicas do soluto e do solvente, bem como da temperatura.

Considerando moléculas inorganicas simples, por exemplo,0 os sais, sua
solubilidade ¢ mais rapida devido a reacdo de solvolise pelo solvente nos ions do soluto,
porque eles sdo principalmente de natureza idnica. Por outro lado, em compostos
organicos o soluto se dissolvera melhor em solventes que tenham uma estrutura quimica
semelhante a ele. Nesta situagdo, a capacidade de solvatacdo do solvente depende

principalmente da sua polaridade. %

O PMMA ¢ um polimero sintético organico, portanto, espera-se que a polaridade
exerca um papel fundamental na sua solubilidade. Realmente a polarizagdo do solvente ¢
essencial para a solubilizagio do PMMA por completo, mas ela ocorre um pouco
diferente do que ¢ comumente visto, primeiramente o0 PMMA incha com o solvente,
depois ha a formag¢do de uma camada fina sobre a superficie de contato entre ele e o
solvente, entdo em seguida ocorre a difusdo do solvente no polimero, formando assim
uma solug¢do homogénea. Isto ¢ a explicagdo do porqué o PMMA leva alguns minutos
para solubilizar por completo mesmo no seu melhor solvente. Observe a Tabela 4 abaixo

a qual estd listada alguns solventes e a sua capacidade de solubilizar o PMMA.

Os dados da Tabela 4 foram retirados de um estudo realizado por Evchuk e
colaboradores sobre a solubilidade do PMMA em solventes orgéanicos, no qual ele
correlaciona as caracteristicas fisico quimicas dos solventes organicos com a taxa de
dissolugdo do PMMA. Com isso, diferentemente de estudos anteriores, pode-se agora
afirmar que ndo ha correlagdo direta entre a capacidade de dissolugdo do PMMA de
acordo com a estrutura ou polaridade do solvente. O melhor solvente para o PMMA a

temperatura ambiente é o tetrahidrofurano (THF).%3
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Tabela 4 - Poder de dilui¢do dos solventes no PMMA.

PMMA

Acetona Alta diluigao
Cloroférmio Alta dilui¢ao
Glicerina Nao dilui
Tetrahidrofurano (THF) Alta dilui¢ao
Terebintina Baixa dilui¢ao
Tolueno Alta dilui¢ao
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6. ESPECTROSCOPIA RAMAN POR

ELIPSOMETRIA

Foi desenvolvida no laboratério do Grupo de Espectroscopia de Materiais, uma
nova técnica experimental denominada espectroscopia Raman por elipsometria (ERS)?,
que ¢ a unido de duas técnicas ja consolidadas, a espectroscopia Raman®* e a elipsometria
de emissdo (EE)**°. O objetivo ¢ o de estudar a atividade optica Raman (ROA) de
materiais quirais, como visto no artigo “Ellipsometric Raman Spectroscopy”’, de minha
co-autoria sobre a técnica e sua aplicacdo ao alcool quiral (S)-(—)-1-feniletanol (1-
PhEtOH) ja bem conhecido na literatura e de um polimero quiral n-conjugado baseado
na unidade quiral (1R,2R)-diaminociclohexano, nomeado no artigo e neste texto por

SW254.

Neste trabalho, a abrangéncia da técnica serd expandida, ela serd aplicada no
estudo de diversas moléculas organicas. E muito importante frisar a unicidade da nossa
técnica em conseguir medir atividade dptica Raman (ROA) na regido abaixo dos 600 cm"
!, dificuldade citada exaustivamente na literatura®> e em uma publicacio recente o maior
nome da area prof. Dr. Laurence Baron que cita a técnica ERS como uma inovagado para

se medir o efeito ROA, demonstrando assim a grande aplicabilidade da técnica.’’

Para a melhor compreensdo da técnica ERS este capitulo se dividiu em duas
grandes partes, a primeira ¢ um embasamento tedrico sobre as técnicas bases para o ERS,
a espectroscopia Raman e a elipsometria de emissao (EE), e a segunda uma explanagao

matematica e fisica da técnica ERS.

6.1. Espectroscopia Raman

6.1.1. Introducio

A espectroscopia ¢ o ramo da ciéncia que estuda a interagdo da radiagdo
eletromagnética com a matéria, sendo um dos seus principais objetivos a determinagdo
dos niveis de energia eletronica, vibracional e/ou rotacional de moléculas organica,
inorganicas e solidos. Diretamente obtém-se as diferencas (transicdes permitidas) entre
os estados de energia. No caso de moléculas, a regido espectral onde estas transigdes sao
observadas depende do tipo de niveis envolvidos: eletronicos, vibracionais ou rotacionais.

Normalmente as transi¢des eletronicas estao situadas na regido do ultravioleta ou visivel,
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onde as vibracionais estao na regido do infravermelho e as rotacionais na regido de micro-
ondas. As diferentes regides espectrais exigem espectrometros com elementos dispersivos
e detectores apropriados. Assim, cada tipo de espectroscopia tem uma tecnologia

propria.®®

Desconsiderando a energia devido aos movimentos translacionais, a soma das
energias eletronica (E,;.), vibracional (E,;;,) e rotacional (E,,;) ¢ a energia total de uma
molécula, por exemplo, sendo a rotacional s existente geralmente na fase gasosa: E;,; =
Egie + Eyip + Eror. Como Egpp > Eyp > Epoe pode-se utilizar a aproximagdo na qual
estes niveis podem ser tratados separadamente, assim cada espectro pode ser analisado

independentemente das interagdes entre eles.®

As principais espectroscopias empregadas para detectar vibragdes em moléculas
sdo baseadas nos processos de absor¢do no infravermelho e espalhamento Raman. Elas
sao amplamente usadas para fornecer informagdes sobre a estrutura quimica e a forma
fisica, identificar substancias a partir dos padrdes de espectros caracteristicos, tal como
uma impressdo digital, e para determinar, quantitativamente ou semi quantitativamente,
a quantidade de uma substancia numa amostra. Amostras podem ser analisadas em
diversos estados fisicos da matéria: solido, liquido ou gasoso, na forma de um corpo

maci¢o, como particulas microscopicas, ou como camadas superficiais.®

O espalhamento Raman ¢ um modo indireto de obter os espectros vibracionais,
transportando para a regido do visivel, informagdes que seriam costumeiramente obtidas
no infravermelho. O espalhamento Raman nada mais ¢ que, um espalhamento ineléstico
de uma radiagdo eletromagnética monocromatica que interage com o alvo. As diferencas
entre as frequéncias das radiacdes espalhadas e da radiacdo incidente definem as
frequéncias vibracionais®®. Como estudaremos ao longo deste capitulo, para um modo
vibracional ser ativo € necessario que haja uma variagdo do momento de dipolo durante
essa vibracdo, no Raman consideramos o momento de dipolo induzido pela radiagdo
eletromagnética, ou seja, deve haver variacao da polarizabilidade da molécula durante a

vibracao.

6.1.2. Vibracao de Moléculas

Costuma-se tratar as vibragcdes moleculares com base na mecanica quantica, mas
Edgar Bright Wilson Jr. (1908 — 1992) desenvolveu um método cléssico para resolver o
problema vibracional para moléculas poliatdmicas. Neste capitulo serd feita uma revisdo

dos espectros vibracionais de moléculas diatdmicas e poliatomicas. Para uma molécula

82



Capitulo 6- Espectroscopia Raman por Elipsometria

nao linear com N atomos ha 3N-6 graus de liberdade vibracionais e as equacdes de
movimento teriam 3N-6 modos vibracionais, tornando a solu¢do do problema
extremamente laboriosa para moléculas com niimero razoavelmente grande de atomos. A
situagdo pode ser contornada utilizando-se propriedades de simetria e teoria de grupo, de
modo a simplificar o problema com equac¢des de menor grau, mais faceis de serem

resolvidas em principio.

6.1.2.1. Moléculas Diatomicas

6.1.2.1.1. Modelo Classico

Considere que os atomos sdo massas pontuais ligados por molas com massa
desprezivel (onde as molas correspondem as ligacdes quimicas) conforme ¢ mostrado na
Figura 27.

my

Figura 27 - Modelo de uma molécula diatomica, constituida por duas massas pontuais m; e m,, ligadas
por uma mola de constante de forga elastica k.

De acordo com a Figura 27 o modelo ¢ composto por duas massas pontuais m; €
m,, ligadas por uma mola de constante de forca eldstica k. Observe o pequeno
deslocamento dos nucleos (Ax), por isso serd utilizado as coordenadas cartesianas de
deslocamento, que correspondem as variagdes das coordenadas cartesianas com o
movimento, ou seja, Ax,Aye Az. Desconsiderando o movimento translacional e

rotacional, a energia cinética para a molécula diatdmica (Figura 27) é:

T = lrnA)'(2 (6)
2
e a energia potencial:
(7)
V= 1ksz.
2

A fungdo lagrangeana (L) pode, entdo, ser calculada como:
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djoLy_oL  dyoTy ov (8)

L=L&x%8~> 152 =5 ~ @long) T 9ax —

e atribuindo Ax; e Ax, as coordenadas cartesianas de deslocamento para m; e m,,

respectivamente, tem-se:

(9)

1
T=> (m; A%, + m,A%,%)

1 (10)
V = Ek(AXZ - AXl)Z.

Escrevendo a equagdo de Lagrange ( 8 ) para cada particula:

d 4 (11)
dt 6AX1 6AX1

d “o (12)
dt anz anz

Derivando as equagdes ( 9 ) e ( 10 ) e substituindo nas equagdes ( 11 ) e ( 12),

respectivamente, obtém-se:

13
mlAj(:'l - k(AxZ - Axl) = O ( )

14
mzAj(:'Z + k(AxZ - Axl) = O ( )

Agora, suponha que as solucdes deste sistema de equacdes diferenciais sdo:

(15)
Axy = Ajcos(2nvt + ¢)

(16)
Ax, = A,cos(2mvt + ).

Derivando as equacdes ( 15) e ( 16), tal que:

84



Capitulo 6- Espectroscopia Raman por Elipsometria

17
Ax; = —2mvA;sen(2nvt + ¢), (17)
18
A%, = —4m?v2A cos(2mvt + ¢), (18)
19
Ax, = —2nvA,sen(2mvt + ¢), (19)
20
Ak, = —4m?v2Aycos(2mvt + ¢) (20)
e as substituindo nas equagoes ( 13 ) e ( 14 ), temos:
21
_4‘7T2V2m1A1 - k(AZ - Al) == 0 ( )
e
22
_47T2V2m2A2 - k(AZ - Al) == O ( )
ou ainda,
23
(_47T2V2m1 + k)Al - kAZ == 0 ( )
e
(24)

(—4m?vim, + k)A, —kA; =0

As equagdes acima sdo um sistema de equagdes lineares € homogéneas, pois 0s
termos independentes de todas as equagdes sdo nulos. Todo sistema linear e homogéneo
admite pelo menos a solucdo trivial, que € a solucao identicamente nula, A; = 4, = 0.
Usando a regra de Cramer para resolver sistemas de equacdes lineares, deve-se resolver

o seguinte determinante:

—4m*vim, + k —k _ 0 (25)
—k —4m2vim, + k
tal que:
(4r2v?)[4n?vimym, — (my + my)k] = 0. (26)

Cujas raizes sdo:
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1 [k (27)

mm , .
onde u = # ¢ a massa reduzida.
1 2

Substituindo os valores de v [eq. ( 27 )] nas equagdes ( 23 ) e ( 24 ), tem-se:

(1) Parav =0

28
(_47T202m1 + k)Al - kAZ == 0 ( )

29
kAl - kAZ == O ( )

e, portanto, A; = A,. As amplitudes sdo iguais, considerando as equagdes ( 15 ) e ( 16)

observa-se que Ax; = Ax,, o que significa um movimento de translagdo.
. 1 [k
(i1) Parav = — J:
2wl U

k 31
- (,1_1) (m1A; + mpA;) =0 (31)

e, portanto, m;A; = —m,A,. Lembrando que as coordenadas cartesianas de
deslocamento representam o deslocamento em relagdo a posi¢do de equilibrio de cada
atomo, isto significa que as particulas se deslocam em dire¢des opostas e com amplitudes

inversamente proporcionais as suas massas, ou seja, executam movimento vibracional.

6.1.2.1.2. Espectro Raman para Moléculas Diatomicas

O espectro Raman se deve ao espalhamento ineldstico de uma radiacdo
eletromagnética monocromadtica que interage com uma molécula. No efeito Raman a
atividade esta ligada ao momento de dipolo induzido na molécula pelo campo elétrico da
radiacdo. Considerando o modelo cléssico, pode-se escrever o vetor do momento de
dipolo induzido como P = «aE, pois ele oscila com sobreposicao de frequéncias, onde o

¢ a polarizabilidade da molécula e E o vetor campo elétrico da radiacdo incidente.
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Escrevendo o como uma série da coordenada interna q (inica coordenada normal do

sistema em estudo):

(32)
o+ () g
o= aO dq o q
Pressupondo que a coordenada q e o campo E sejam dados por:
(33)

q = qocos(2mvyt) e E = Eycos(2myyt)

na qual a frequéncia vibracional e a da radiacao incidente sdo, respectivamente, vy € V.

Assim, o momento de dipolo induzido resulta em:

da (34)
P = ayEjcos(2mvyt) + % qoEocos(2mvyt)cos(2mvyt)

0
Observe que os termos de ordem mais alta foram desprezados, pois sera

considerado pequenas variagdes da coordenada q. Utilizando a identidade trigonométrica

cos(a).cos(b) = %[cos(a + b) + cos(a — b)] e a equagdo ( 34 ) temos:

P = ayE cos(2mv,t)
1
2

(35)

+ (d_a> qoEo{cos[2m(vy + vy)t] + cos[2m(vy — vy )t]}

dq/,

Agora pode-se analisar a equagdo ( 35 ). O primeiro termo corresponde ao
espalhamento Rayleigh, como ¢ um espalhamento eléstico ndo ha varia¢do da frequéncia
incidente. No segundo termo tém-se duas radia¢des espalhadas, uma sendo vy — vy,
(espalhamento Raman Stokes) e a outra vy + vy, (espalhamento Raman anti-Stokes).
Outro fator importante a ser observado ¢ que para que haja o espalhamento Raman ¢
necessario que (da/dq), # 0, ou seja, tem que haver uma varia¢ao da polarizabilidade

com o pequeno deslocamento da coordenada q em torno da posi¢do de equilibrio.

Portanto, pode-se imaginar o espectro com os trés espalhamentos simetricamente
relacionados, em escala de energia em cm™!, a banda do espalhamento Rayleigh no centro,
a sua esquerda (frequéncias mais baixas) a banda do espalhamento Stokes e a direita
(frequéncias mais altas) a banda de espalhamento anti-Stokes. Numa analise classica, as
bandas de espalhamento Stokes e anti-Stokes teriam a mesma intensidade, mas
experimentalmente verificou-se que isso ndo ocorre, onde deve-se considerar o modelo

quantico para explicar este comportamento.

Definido a polarizabilidade como:
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(36)
Omn = J. Y,oaW,dt

onde ¥,,, e¥, sdo a funcao de onda final e inicial, respectivamente.

Relacionando as componentes do momento de dipolo induzido e as componentes

do campo elétrico:

P = ay Ex + ayyEy + ay,E, (37)
P, = ay Ex + ay Ey + a,E, (38)
P, = ayEx + a,Ey + ayE, (39)

Oy = Oyy, Ox; = Oy € 0y, = Oy, POIS as componentes o, que relaciona os dois vetores,

formam um vetor simétrico (pois a € um observavel) no efeito Raman.

Devem-se considerar componentes (al- j)mn para cada transi¢do entre os estados

m e n, onde i e j sdo as coordenadas x, y ou z. Reescrevendo a equacdo ( 36 ), tem-se:

(40)
(aij)mn = f ‘I’maijllf’ndr

Se uma das seis integrais acima for diferente de zero, havera atividade Raman.

Substituindo a equagdo ( 32 ) em ay,, pode-se escrever

(41)

d
An = aojll’mll’ndr + (d—3> J‘I’mq‘z”ndr

0

A primeira integral do segundo membro € sempre igual a zero, pois os estados W,
e W, sdo ortogonais. No espalhamento Raman os estados vibracionais m e n sao
diferentes, pois se m = n nao ocorrera transi¢dao, configurando um dipolo permanente,
como visto anteriormente para espalhamento Raman tem que ter um dipolo induzido. Para
o segundo termo ser diferente de zero € necessario que sejam satisfeitas duas condigdes,
a primeira € que haja variacao da polarizabilidade com a pequena vibragdo em torno da
posigdo de equilibrio, ou seja, (da/dq), # 0 e a segunda é [ ¥,,q¥,dt # 0. A integral
do produto de duas funcdes de mesma paridade € ndo nula e a integral de duas fungdes
de paridades diferentes ¢ nula, como q tem paridade impar o produto ¥,,. ¥,, deve resultar

numa fung¢do impar, logo ¥, ¢ ¥, devem ter paridades diferentes.

A intensidade Raman depende do quadrado do momento de transigdo

(probabilidade de transi¢iio) e da quarta poténcia da frequéncia da radiagio espalhada®®:
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= (522 03 Y ), @
i

sendo v ¢ a frequéncia da radiacao espalhada e I, ¢ a intensidade da radiacdo incidente.

1672
9c?

O esquema a seguir representa os mecanismos de espalhamentos.

Estado
e’ Sl i e’ Sl Rl = =a~ ~|~ =  Virtual

hv,-e, hv, hv,+e,

M/'{‘ﬁ“ > %
Stokes Rayleigh Anti-Stokes

Figura 28 - Diagrama dos mecanismos de espalhamento Raman e Rayleigh, onde v, ¢ a frequéncia do
foton incidente e e, € o valor da diferenca de energia entre o estado fundamental e o excitado.

Como pode-se visualizar na Figura 28, no espalhamento Raman Stokes um foton
de energia hv, excita uma molécula no estado fundamental e essa passa para um estado
intermediario (ou virtual) e em seguida decai para um estado vibracionalmente excitado
de energia ey, emitindo um foton com energia hvy — e,. No espalhamento Rayleigh, a
molécula, depois de excitada, decai emitindo um fo6ton idéntico ao incidente, portanto nao
ha alteracdo na frequéncia, espalhamento eldstico. No espalhamento Raman anti-Stokes,
a molécula ja se encontra em um estado excitado, apos a sua interacdo com o foton ela
passa para um estado virtual e decai até seu estado fundamental emitindo um féton com
energia hvy + e,. As bandas Stokes devem ter maior intensidade que as bandas anti-
Stokes, pois a populacdo dos estados excitados segue a distribui¢do de Boltzmann. Isso ¢
verificado experimentalmente e a relacdo entre as intensidades anti-Stokes (I4) e Stokes
(Is) pode ser obtida como:

Ly (vo+v,\* ey
E: (m> exp (——) (43)
Observe que para frequéncias vibracionais muito altas torna-se dificil
observar as bandas anti-Stokes, as intensidades s6 sdo comparaveis as frequéncias mais

baixas.
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6.1.2.1.3. Modos normais de vibracao

Os atomos podem se movimentar de diferentes formas dentro de uma molécula,
entretanto formulagdes matematicas das vibragdes mostram que hd um padriao para
determinar as mudancas nas coordenadas, de modo que, pode se classificar os
movimentos possiveis dos dtomos em 3N — 5 (para moléculas lineares) e 3N — 6 (para
moléculas ndo lineares). Tais mudancas de coordenadas sdo chamadas de modos normais

de vibraco.”

Na espectroscopia Raman vibracional, o foton incidente transfere parte da sua
energia nos modos vibracionais da molécula que o atinge, ou absorve energia de uma
vibragcdo que j& havia sido excitada, ou simplesmente, a interacdo da radiacdo com a

matéria induz um dipolo eletromagnético na molécula.”!

O caso mais simples sdo as moléculas diatomicas (Figura 27), como N = 2, onde
tais moléculas possuem somente um grau de liberdade vibracional. Considere agora as
moléculas poliatomicas, ao analisar o caso de moléculas contendo trés atomos, como N =
3, estas possuem trés graus de liberdade. Além disso, pode-se dividir as moléculas
triatdbmicas em dois grupos, as lineares e as ndo lineares, que sdo representadas nesta

se¢do por CO; e H>0, respectivamente, estdo ilustradas na Figura 29.°!

b)

0
\ o=c=o0
H H

a)

Nao linear Linear

Figura 29 - Ilustragdo de uma molécula de hidroxido de carbono e de uma molécula de didxido de carbono,
representando moléculas a) ndo lineares ¢ b) lineares, respectivamente.
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A molécula triatomica linear possui somente um modo de vibragdo o que
corresponde a um movimento de estiramento, j4 a molécula triatdmica ndo linear possui
trés modos de vibragdo, dos quais dois condizem a movimentos de estiramento (um
simétrico e outro assimétrico) e o outro corresponde ao movimento de flexao. A Figura

30 ilustra os modos de vibragao, estiramento simétrico e assimétrico e flexao.
a) b) 5 |
O
0 0 / \
72 /A
H H H H \ /

Estiramento simétrico Estiramento assimétrico Flexao

Figura 30 - Modos de vibragéo, a) estiramento simétrico, b) assimétrico e ¢) flexdo.

Em moléculas poliatdmicas com mais de trés atomos ndo se observa mais a
molécula como um todo, mas sim os seus grupos funcionais. Além dos modos
vibracionais vistos anteriormente, os grupos funcionais podem ter deformacdes no plano

e para fora do plano, como mostrado na Figura 31.%!

2) Deformagoes no plano b) Deformacgdes fora do plano
N S N A
Scissoring Rocking Twisting Wagging
(vibragao tipo tesoura) (vibragdo tipo balancgo) (vibracao tipo tor¢do) (vibragdo tipo abano)

Figura 31 - Modos de vibragao, a) deformagao no plano e b) fora dele.

Um espectro Raman ¢ uma "impressao digital" da molécula pois cada modo
vibracional espalha a luz em um comprimento de onda diferente, formando-se grupos de
frequéncias para cada um deles, sendo assim, cada molécula possui um espectro tinico
caracteristico. Deste modo, a coincidéncia dos picos do espectro analisado com o de uma

substancia ja conhecida na literatura, permite confirmar a presenga de tal substancia, por
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exemplo. A Tabela 5 mostra os nimeros de onda (ou energia) tipicos de alguns tipos de

vibragdes.”?

Tabela 5 - Regido de alguns modos vibracionais Raman.

Grupo Funcional Regido (cm™) Modo Vibracional
OH livre 3660 - 3580 Estiramento
Deformagao fora do plano -
-(CH2)n- 1350 - 1275
Torgao
=CHOH 500-440 Deformagao CO
-CH:20H 555-395 Deformagao CO no plano

6.1.2.2. Rotacio de moléculas diatomicas

6.1.2.2.1. Modelo do rotor rigido

Suponha um modelo de duas massas pontuais m; e m;,, unidas rigidamente a
uma distancia do centro de massa (CM) r; e 1,4, respectivamente. Considere que o

sistema gira ao redor do CM com velocidade angular w = 2mv,. ;.

T B
@ ...é‘N;

Ti+1

Figura 32 Modelo de duas massas pontuais ligadas rigidamente, em linhas tracejadas tém-se as duas massas
girando em torno do seu centro de massa.

Como nao hé variagdo da energia potencial, a energia total do sistema ¢ dada

somente pela energia cinética, ou seja,
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1
E=T= > (mv? + My vy = sz(miriz +mypq1is) (44)

naqual v; =$; =10 = 1w e V4 = T4 .

Se 0 momento de inércia € definido como:

I:Zmiriz (45)
i

pode-se reescrever a equacao ( 44 ) como:

1
E=-lw? (46)
2
A origem estd no centro de massa, entdo m;r; = M;17j41 € COMO T = 13 + Tj4q,

0 que resulta em:

omytmyyy T m 4 myyy
Substituindo na expressdao do momento de inércia, equagao ( 45 ):
Mit1q 2 m; 2
I =mr® + myrig > =my (l—r) + my4q (—r)
o e “\(my +miyq) TRy +myyg) (48)

__ MiMit r=pr
(m; +myyq)

na qual u = m;ym;,,/(m; + m;,,) é amassa reduzida do sistema. Portanto, o sistema de

duas massas ligadas por um eixo rigido girando em torno do seu centro de massa se

resume agora a um sistema de uma massa reduzida (¢) girando a uma distancia r do eixo

de rotacao.

Como classicamente qualquer energia rotacional e qualquer velocidade angular
sdo possiveis e experimentalmente isso ndo ¢ observado, utilizamos a mecanica quantica

para determinar os autovalores da equagdo de Schrondinger:

2
v2w+h—5-Ew=o (49)

Entretanto, utiliza-se o modelo classico da condicdo de quantizagdo do momento
angular, a mesma utilizada por Bohr, com uma pequena correcdo. Tem-se que a

quantizagdo do momento angular é:
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l=Jh, (50)

na qual [ ¢ o momento angular quantizado, / ¢ um numero quantico rotacional (J =
0,1,2..) e h é a constante de Planck (h ~ 6,62x1073*Joule.s) dividido por 2m. A
correcdo que serd feita difere da quantizacdo do momento angular igual da equagdo ( 50

), tal que:

L=yJUJ+ D, (51)

Sendo o momento angular:

l=lw (52)

Igualando as equagdes ( 51 ) e ( 52 ) conclui-se que:

h
lo=Jh=\]U+1)5 (53)
Voltando a equagao ( 46 )
1 1 h 2 h?
= — 2 = — 2 = —: = . 54
B =l ZI(Iw) T JJJ+1) T JJ+1) (54)
que pode ser escrita em unidades de cm™?! como:

Fy(em™) = JUJ +1) =BJ( + 1), (55)

8m2cl

onde B = h/8m?cl é chamada de constante rotacional.

Com o valor dos niveis de energia, analisam-se agora as regras de sele¢do para os

espectros no infravermelho e Raman.

6.1.2.3. Espectro no Infravermelho

As fungdes de onda normalizadas, solugdo da equacao estio escritas abaixo, pode-
se perceber que as fungdes de ondas rotacionais contém o numero quantico M
(componentes do momento angular na dire¢do do eixo z), além do niimero quantico

rotacional J;onde M = J,(J —1),(J — 2), ..., —].

Fungdes de ondas normalizadas, para/ = 0,1 e 2:

1

] =0, M = 0; quozg\/E

1 [3
] =1, M =0; ‘Plozz\/;-cose (56)
J =1, M = +1; ‘Plilzi\/g-sine-exp(iiq))
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] =2, M =0; ‘P20=%\/§-(300529—1)
] =2, M = +1; Wyiq =% % - sin 6 cos 6 - exp(tip)
] =2, M = +2; Wyyp = %\/% -sin? 0 - exp(+2i¢p)

e estdo representadas no diagrama da Figura 33 abaixo.

M=0
j:() »
M=0 M=+1
A
j=1 ' @‘
M=0 M=+1 M=+2

J=2 % . %. Q@.

Figura 33 - Representagdo das fun¢des de ondas rotacionais.

Considere agora os elementos de matriz do momento de transi¢do para determinar

as regras de selecao do infravermelho, cujas componentes podem ser escritas como:
(Rx)]/MIJHM// = ij]’M’.uole]"M”dT
(Ry)]IMIJIIMII = j ‘P]'M'l'lquj]”M”dT ( 57 )

(RZ)]/M/JHMH = flp]IMIMOZlP]IIMIIdT
Define-se oy, Moy € Uoy cOmo as componentes do momento de dipolo

permanente. A molécula deve possuir momento de dipolo permanente para que haja

atividade no infravermelho, ou seja, u, tem que ser diferente de zero.
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Analisando as equagdes ( 56 ) e ( 57 ) chega-se a regra de selegdo para o
infravermelho, AJ] = +1, se for diferente a equagdo ( 57 ) zera em qualquer transicao
permitida. Essa regra de selecdo ¢ aplicavel a todos os modos normais de vibragao.
Quando houver campo magnético ou elétrico considere-se também uma regra de sele¢ao
parao AM (= 0,%1). Iremos agora apresentar os niveis de energia rotacional e prever os
espectros no infravermelho, obviamente para molécula heteronuclear, pois uma molécula
diatobmica homonuclear ndo absorve ou emite radiagdo por causa das transigdes dos

estados vibracionais, por defini¢cdo elas ndo apresentam momento de dipolo permanente.

Agora com a regra de selegdo para o infravermelho pode-se calcular os niveis

de energia utilizando a equagao ( 55)

Fipi—F=BUJ+D[J+D+1]-BJJ+1) =2B(J +1), (58)
Observe que as transi¢des permitidas envolvem diferengas de energia (cm™1) de
2B em 2B, conforme pode ser observado na Figura 34a. Observa-se que de acordo com
a Figura 34b o espectro consiste de linhas igualmente espacadas de 2B, estando a primeira

linha situada em 2B cm™1.

J F
4 ——20B

.2B 2B 2B 2B
3 12B
2 : 6B ;

0 2B 4B 6B 8B
1 . 2B B
0 0 cm

(a) (b)

Figura 34 - Representacao (a) dos niveis de energia e (b) do espectro no infravermelho.

6.1.2.4. Espectro Raman

O momento dipolo induzido em uma molécula diatdmica ¢ dependente da diregao
do campo elétrico. Durante a vibragdo da molécula é observada uma variacdo da
polarizabilidade de acordo com a orientacdo da molécula no campo. Ao se completar uma

rotacao o dipolo induzido sofre variagao duas vezes, pois a polarizabilidade € idéntica nas
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direcdes opostas do campo, ou seja, a frequéncia de varia¢ao da polarizabilidade ¢ o dobro

da frequéncia rotacional, todo este processo pode ser observado na Figura 35, abaixo.

—A —A —A —A
E

— o——o e—0 o——o
a: al 0 al’ O al’

Figura 35 - Rotacdo completa da molécula, identificando onde ha variacdo da polarizabilidade.

Escrevendo:

a=ay+ a,cos[2m(2v,)t] e E = Ejcos(2mv,t) (59)

substituindo a equagdo ( 59 ) no momento vetor dipolo induzido, teremos:

P = ayEycos(2mv,t)

1 (60)
+ EalEo{cos[Zn(VO + 2v,)t] + cos[2m(vy — 2v,)t]}

na qual o primeiro termo corresponde a linha Rayleigh e os outros dois as linhas Stokes
e anti-Stokes. Outro fator a ser observado ¢ que o deslocamento da linha Raman, em

relagdo a linha excitante, ¢ o dobro da frequéncia rotacional.

No Raman as moléculas apresentam momento de dipolo induzido, com isso,
podemos observar o espectro rotacional de moléculas diatdmicas. A regra de selegdo ¢
AJ] = 0, %2 onde A] = 0 condiz a radiagdo Rayleigh, o sinal “+” as linhas Stokes e o sinal

¢ 9

as linhas anti-Stokes.

Agora com a regra de selecdo para o Raman pode-se calcular os niveis de energia

utilizando a equagao ( 55 ):

F]+2—F]=B(]+2)[(]+2)+1]—B](]+1)=4B(]+;), (61)
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Aplicando os valores de | a equacdo ( 61 ) se obtém, em relacao a linha Rayleigh

que a primeira transicio Raman se encontrard a uma distancia 6B cm ™1 e as outras linhas

1

estardo igualmente espagadas, uma da outra, de 4B cm™"; observe a Figura 36 abaixo.

J F
4 20B Stokes anti-Stokes
) 4B 4B ) 6B . 6B . 4B . 4B
3 T 12B
2 - ~— 6B :
1 ZB 14B 10B 6B 0 6B 10B 14B
0 Y 0 cm™?t

(a) (b)

Figura 36 - Representagdo (a) dos niveis de energia e (b) do espectro no Raman.

Para interpretar corretamente os espectros determinam-se os niveis de energia e
transi¢cdes permitidas, considerando as propriedades de simetria das fun¢des de onda

envolvidas. Dada as func¢des de onda total, na aproximac¢ao de Born-Oppenheimer

Y, =¥, ¥, - ¥ Y (62)
na qual os indices e, v, r e s caracterizam, respectivamente, as fungdes de onda eletronica,
vibracional, rotacional e de spin nuclear. Para moléculas diatomicas heteronucleares,
podemos desprezar a Wy por ser irrelevante considerar o principio de Pauli, como

consequéncia todos os niveis rotacionais serdo permitidos.

Invertendo-se as coordenadas cartesianas de todas as particulas o hamiltoniano da
molécula deve permanecer inalterado e, como a func¢ao de onda vibracional (¥,,) depende
somente do quadrado da distancia entre os nucleos, ela pode ser desconsiderada. Para a
Y, a rotacdo so inverte a coordenada na direcdo do eixo de rotagdo, podendo ser fungdo
par (se W, permanecer inalterada) ou funcao impar (se W, trocar de sinal). Portanto, o
produto das funcdes de onda rotacional (W¥,) e eletronica (W) determinara o sinal da
funcdo de onda total (Wr). Para estados eletronicos pares, Wy sera positiva para J par e
negativa para J impar. Para estados eletronicos impares, Wr sera positiva para J impar e

negativa para J par, como esta resumido na Tabela 6.
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Tabela 6 - Quadro explicativo sobre os sinais de Wr.

Com isso pode-se observar que para o infravermelho s6 serdo permitidas as
transi¢des entre os niveis positivo e negativo, o que esta de acordo com a regra A] = +1.
No Raman s6 serdo permitidas as transi¢des entre os niveis positivo com positivo e

negativo com negativo, que esta de acordo com a regra A] = 0, 2.

6.2. Elipsometria

Elipsometria ¢ um método capaz de mensurar os parametros de Stokes para uma
onda eletromagnética. Os pardmetros de Stokes descrevem o estado de polarizacdo da
radiagdo eletromagnética. Eles foram definidos por Sir George Gabriel Stokes em 1852,
que apresentou calculos que foram capazes de caracterizar qualquer estado de polarizagao
de uma onda eletromagnética através de quatro observaveis descritos na Tabela 7. Abaixo
sera mostrado de forma simplificada como obter os pardmetros de Stokes

experimentalmente.”

Tabela 7 - Pardmetros de Stokes.

Parametros de Stokes O que representam ‘
So Intensidade total da luz
Quantidade de luz polarizada linearmente
> na dire¢do horizontal ou vertical
Quantidade de luz polarizada linearmente
> rotacionada de +45° ou -45°
S, Quantidade de luz polarizada

circularmente a direita ou a esquerda
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Considere um par de ondas planas e, sem perder generalidade, propagando no eixo

z tal que em z = 0 sao dadas por:

Ex(t) = Eqx(t) cos(wt + 8,(1)) (63)

Ey(t) = Eqy(t) cos(wt + 8,(t)) (64)

nas quais Eg, (t) e E, (t) sdo as amplitudes, 6, (t) e 6, (t) sdo as diferencas de fase, w
¢ a freqiiéncia angular, t o tempo e os indices x e y representam as dire¢des nos eixos x €

y, respectivamente. Considerando as equacdes ( 63 ) e (64 ) calcula-se:

(B3, + E3,)" — (B2, — E2,)" — (2E3,E%, cos8)” = (2BZ,E2, sens)’  (65)

sendo que § = &, — 6y . A partir da equagdo ( 65 ), Stokes definiu os parametros:”>

So = (E3x + E3y) (66)
S, = (Eéx — E&y) (67)
S, = (2E3:E3, cos 8) (68)
S; = (2E3:E3, sen§) (69)

Portanto, substituindo estes valores na equagdo ( 65 ), tem-se:

Sz >S%+ 52+ 52 (70)

O sinal de igualdade aplica-se para o caso em que a luz ¢ completamente
polarizada e o sinal de desigualdade quando a luz ¢ parcialmente polarizada ou ndo

polarizada.

Considerando a Figura 37, onde ¢ mostrada uma elipse rotacionada representando
o caso mais geral de polarizagdo, ou seja, uma luz elipticamente polarizada, pode-se
relacionar os parametros de Stokes com os parametros geométricos da elipse pelas

seguintes equacgdes:
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tan(2y) = z—j (71)
sen(2x) = z—z (72)
tany = ig (73)

na qual y ¢ o angulo de orientacdo e y ¢ a elipcidade da elipse representados na Figura
37, os parametros a € b sao os eixos da elipse. Adicionalmente, a obtencao dos parametros
de Stokes permite descrever o grau de polarizacao P, da luz analisada, que por definicao,

¢ dado por

ot (S2+S2+52)"2 (74)

B Itot S0

onde /,,; ¢relacionada as componentes da luz polarizada e /;,, ¢ a intensidade total do

feixe. O valor P =1 corresponde a luz completamente polarizada, P =0 corresponde a
luz ndo polarizada, e se 0 < P <1 corresponde a luz parcialmente polarizada. O grau de
polariza¢ao P nao indica se polariza¢ao da luz € linear ou circular, apenas nos mostra o

quanto a luz ¢ polarizada.

Figura 37 - Representacdo de uma luz elipticamente polarizada.

Definindo as condigdes de contorno adequadas para as variaveis &, Eg, € E,,

pode-se encontrar os significados fisicos para cada parametro de Stokes que estdo
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descritos na Tabela 7. Eles estdo representados na forma matricial, chamada de vetor de

Stokes, na Tabela 8.4

Tabela 8 - Pardmetros de Stokes na forma vetorial.

Luz circularmente
Luz polarizada

Luz polarizada polarizada a

Vetor de Stokes horizontal ou
+45° e -45° direita ou a
vertical
esquerda

Para a luz linearmente polarizada na horizontal ou vertical, Iy vale: Ej, para luz
polarizada horizontalmente e Ey,, para luz polarizada verticalmente. Nas condigdes em
que a intensidade das componentes ¢ igual e a diferenca de fase entre elas vale: § = 0 ou
6 = 180°; gera-se luz polarizada +45° e -45°, respectivamente. No ultimo caso, se as
intensidades das componentes sdo iguais, mas a diferenca de fase ¢ de +90° ou -90°, a luz

¢ polarizada circularmente a direita ou a esquerda, respectivamente.

6.2.1. Como determinar experimentalmente os parametros de

Stokes
A Elipsometria fundamenta-se no fato de que um defasador quarto de onda pode
ser utilizado para controlar a elipsidade e a orientagdo de um feixe de luz. Abaixo segue
a configuracdo experimental para determinar os parametros de Stokes por série de

Fourier. A Figura 38 ilustra a montagem experimental da técnica de elipsometria.

Com isso ¢ possivel, entdo, modular a intensidade da luz em méaximos e minimos
utilizando um quarto de onda e um analisador (polarizador de anélise com eixo optico

fixo em uma direcao).
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Quarto de onda rodado

Polarizador linear

Detector

Figura 38 - Configurag@o experimental da técnica de elipsometria.

Segue abaixo a matriz de Mueller de um quarto de onda:

1 0 0 0
o [0 cos?26 sen26cos28—sen26
M(90%,26) = Osen26 cos20 sen®20  cos26 (75)
0 senZ26 — cos 260 0
Sendo o vetor de Stokes S do feixe incidente dado por:
So
_[5
S = S, (76)
S3
Fazendo o produto das equacdes ( 75 ) e ( 76 ), tem-se:
So
g = S, cos?20 + S, sen 20 cos 20 — S; sen 20 (77)

S, sen 20 cos 20 + S, sen? 20 + S5 cos 20
S;sen20 — S, cos 20

Considerando a equacao ( 77 ) e multiplicando pela matriz de Mueller de um

polarizador horizontal (nfo revisada neste trabalho) resulta na seguinte equagio:**

1
S’ =§(SO +S;c0s?20 + S, sen 28 cos 20 — S; sen 20) (78)

1
1
0
0

da equacgdo acima pode-se obter o valor da intensidade em fung¢ao do angulo 6:
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1
1(0) = > (So +S; cos?20 + S, sen 20 cos 20 — S3 sen 20) (79)

com algumas manipulacdes trigonométricas pode-se reescrever a equagao ( 79 ) da

seguinte forma:

1(0) = %((SO + %) + %cos(éle) + SZ—Zsen(46) — S sen(29)> (80)

definindo os parametros A, B, C ¢ D como:

A=(50+2) (81)
B-3 (82)
C=— (83)
D=5, (84)

Obtém-se a equagao fundamental da elipsometria:

1(0) = %(A — Bsen(26) + Ccos(40) + Dsen(40)) (85)

¢ importante ressaltar que os parametros A, B, C e D serdo calculados de forma tnica,
por se tratar a equacgio ( 85 ) de uma série de Fourier truncada.’*Apos o calculo desses
parametros, € possivel determinar os pardmetros de Stokes para o feixe de luz a ser

analisado, com o auxilio do conjunto de equagdes ( 81 ), (82 ), (83 )e (84).

6.2.1.1. Propriedades adicionais dos Parametros de Stokes

A partir dos pardmetros de Stokes, do angulo de orientagdo y —equagdo ( 71), a
elipcidade y — equagdo ( 72 ), razdo entre os eixos da elipse a e b — equagdo ( 73 ) e o
grau de polarizacdo P — equacdo ( 74 )da luz analisada, ¢ possivel obter o fator de

anisotropia linear » e o fator de assimetria g.

6.2.1.1.1. Anisotropia - r

O fator de anisotropia r, convencionalmente, ¢ calculado por:
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_ Dy = Gl (86)
Ly + 2GL .

onde I, ¢ a luz analisada devido a excita¢do paralela e detectada com o polarizador
paralelo a diregdo paralela e I; | € a luz analisada devido a excitagdo paralela e detectada
com o polarizador perpendicular. Foi adotado o sistema de referéncia do laboratorio onde

a diregdo vertical ¢ a paralela e a dire¢cdo horizontal ¢ a perpendicular. O fator

I
G=-t (87)
IJ_,J_

da equagdo ( 86 ), onde I € a luz analisada devido a excitagdo paralela e detectada com
o polarizador perpendicular e I, ;, ¢ a luz analisada devido a excitagdo perpendicular e
detectada com o polarizador perpendicular, ¢ o termo de correcdo devido aos elementos
opticos constituintes na andlise das intensidades de luz. Como no caso do ERS o
analisador ¢ fixo, ndo havera esta necessidade, o que ¢ uma vantagem diminuindo o
numero de medidas, além de ser obtido diretamente dos parametros de Stokes, como
segue. Considere entdo uma luz incidente na amostra linearmente polarizada, a
intensidade total sera Sy e a diferenga entre as intensidades de luz na vertical e horizontal

sera dada por S;.”> Apds alguma manipulagio algébrica, é facilmente mostrado que:

3+5,/S,

Observe que, diferentemente da expressdo convencional — equagdo ( 86 ) - que

varia de -1 a 1, a nova formulagdo na equacao ( 88 ) tem valores de 155 entre -1/2 a 1.

6.2.1.1.2. Assimetria - g

O fator de assimetria g ¢ definido por:
) P —IE (89)
P+ I

onde I? e I sdo as intensidades de luz analisada com excitagdo de luz circularmente

g:

polarizadas a direita (D) e a esquerda (E), que se relaciona com o parametro A, diferenca
de luz circular, comoA = —(g/2). Entretanto, na nova formulagdo, este parametro sera
obtido a partir da determinacao dos parametros de Stokes, equagdo ( 79 ), da luz analisada
com excitacdo polarizada linearmente. Uma vez que podemos decompor uma luz
linearmente polarizada como a soma de duas luzes com polarizagdo circular a direita e a

esquerda. Assim, o parAmetro de Stokes S; representa exatamente a diferenca I? — If ¢
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o parametro Sy a soma das intensidades I” + I£. E, portanto, o pardmetro g serd dado

por:%®

S3 (90)

6.2.1.2. Medida de 9 pontos

Observando a equagao fundamental da elipsometria (equagao ( 85 )) notamos que
ela ¢ constituida de fungdes senos e cossenos € uma parte constante, como queremos
descobrir qual o nimero minimo de pontos a serem medidos no experimento de
elipsometria, construimos os graficos das fung¢des sen(260), cos(40) e sen(40) que sdo
os termos presentes na equagdo fundamental>®” A Figura 39 apresenta o grafico dessas

fungdes.

1.0

0.8 1

0.6 1

0.4 4

0.2

0.0

f(6)

-0.2 4

204

-0.6 4

-0.8 4

1
1
,
A0 N — —
0.0000 0.6981 1.3962 2.0943 2.7924 3.4905 4.1886 4.8867 5.5848 6.2829

0 (rad)

Figura 39 - Graficos das fung¢des sen(20), cos(40) e sen(40), as linhas pontilhadas do eixo dos
radianos indicam os angulos multiplos de 40°.

As fungdes podem se combinar de 8 maneiras diferentes, devido a periodicidade
das funcgdes senos e cossenos. Com isso, a funcdo I(0) devera ser calculada com os
resultados das medidas em pontos que representam essas combinacdes possiveis.
Analisando a Figura 39 observamos que se fizermos medidas com passos de 40°, ou seja,
medir a 0° 40° 80°, ..., 320° conseguiremos reproduzir todas as combinagdes possiveis
entre as fungoes sen(20), cos(40) e sen(40). Portanto as medidas de elipsometria podem

ser realizadas utilizando 9 pontos.
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6.3. Atividade ()ptica Raman (ROA)

O quimico inglés Laurence Barron (1944- ) em 1973 foi o primeiro a observar
atividade optica vibracional em moléculas quirais na fase liquida usando a técnica ROA.
A técnica ROA quantifica a atividade oOptica vibracional através da medida de uma
pequena diferenca na intensidade do espalhamento Raman para moléculas quirais na
incidéncia de luz laser polarizada circularmente a direita e a esquerda, como pode ser
visto na Figura 40.”® O espectro ROA de uma vasta gama de biomoléculas em solugio
aquosa agora pode ser medido rotineiramente. Por causa da sua sensibilidade aos
elementos quirais da estrutura biomolecular, ROA fornece novas informagdes sobre a
solugdo da estrutura e da dindmica, complementares as fornecidas pelas técnicas
espectroscopicas convencionais.”’® Este capitulo fornece uma breve introducio a teoria da

espectroscopia ROA e suas aplicagdes.

D E

I’-T"#0
feixe incidente com
frequéncia angular v

Feixe espalhado com
frequéncia angular v — v,

Figura 40 - Esquema basico do experimento ROA, onde se incide luz circularmente polarizada a direita e
a esquerda em uma molécula quiral, e o feixe sai espalhado com frequéncia angular v — v,,.

6.3.1. Os tensores de Atividade Optica

Os efeitos de polarizacdo surgem nas interferéncias das ondas eletromagnéticas
cujas amplitudes sdo proporcionais ao tensor polarizabilidade dipolo elétrico & e aos
tensores polarizabilidade G e 4, onde o sinal grafico “til” em cima das letras significa que
sdo quantidades complexas. O tensor & contem dois momentos de transi¢ao dipolo
elétrico (fi), G contem um momento de transicdo dipolo elétrico e um dipolo magnético
(M) e A contém um momento de transi¢do dipolo elétrico e um de quadrupolo elétrico
(@’)99_
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6.3.1.1. A polarizabilidade de transicao Raman

Um campo eletromagnético induz a oscilagdo dos momentos de multipolos
elétricos e magnéticos de uma molécula, esses momentos se relacionam com as
componentes deste campo eletromagnético através das propriedades dos tensores
moleculares que sao fungdes da frequéncia. Como € um campo dindmico nao podemos
utilizar os autovalores de energia para obter o momento estatico induzido e,
consequentemente, a polarizabilidade estatica. Como alternativa usa-se os valores
esperados, estes sim ainda sdo definidos num campo dindmico. Para encontrar estes
valores esperados dos operadores momento de multipolo, utiliza-se as fungdes de onda
perturbadas pelo campo eletromagnético, essas fungdes sdo obtidas resolvendo a equagao
de Schrodinger dependente do tempo

(ih%—H)l/)ZVl/) (91)

onde H ¢ a Hamiltoniana molecular ndo perturbada e V ¢ um potencial de interagao
dindmica.
Assumindo que a solu¢do, quando a autofunc¢do ndo degenerada estacionaria pode

ser escrita como:

W, = T(LO) —iwnt (92)
de um sistema ndo perturbado ¢ exposto a uma pequena perturbacdo harmonica de
frequéncia angular w para um campo eletromagnético, a correspondente autofungdo

perturbada pode ser escrita, na forma, utilizando a notagdo de Einstein,?

W = (0)+ZI (/l.uﬁl w)( ﬁ) (]l#ﬁln> ( B)

o Zh(w]n - Zh(w]n + w)
Zh(a)jn ) Zh(a)jn + a))

(10gy[n) (10py[n)

* (= @) 0 ¥ Ghlap +w) P

+

(B3,

(93)

l/)](O) e —iwnt

na qual o til (~) representa uma quantidade complexa, um circunflexo (") indica um
operador da mecéanica quantica, |j) representa um estado molecular excitado

intermedidrio, w ¢ a frequéncia angular da onda eletromagnética incidente, w;, sdo
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frequéncias de transigdo natural entre os estados moleculares j e n, ug, mp € 0p, sio
respectivamente o0 momento dipolo elétrico, 0 momento dipolo magnético € 0 momento
quadrupolo elétrico (e serao definidos mais a frente no capitulo) e os subindices gregos
sao usados para referenciar a dire¢cao da molécula no plano cartesiano. Na equacao ( 93 )
o primeiro termo satisfaz a equagdo ( 91 ) na auséncia de V e os outros termos sdo

relacionados a perturbacdo harmoénica de primeira ordem.

O momento de transi¢do do dipolo elétrico é:'9%-101

(Ha)mn = (M'|fg|n) + (M| Ag )" (94)
Utiliza-se as fung¢des de onda perturbadas na forma da equacdo ( 93 ) para escrever

o momento de transi¢do do dipolo elétrico como:

(Ue)mn = (mlfg|n)ei@mnt

z (mlualj)(l|ﬂﬁ|"> 50 g —i(w-wmn)t
T s

j#n

(mlualj)(l|ﬂﬁ|"> 0} i(w+wmn)fl
Ep

Win + @ (95)
Z mlluﬁb Ol#al”') (0) el@tomn)t
T on im s
j;tm
(mlﬁ/slj)UIﬁaW 5(0) —i(w-w )tl
+ E;"e mn

+ complexo conjugado
na qual w,, ¢ a frequéncia do estado inicial da molécula, w,, ¢ a frequéncia do estado final

da molécula. |n) e [m) sdo os estados iniciais e finais da molécula, respectivamente.

O primeiro termo ¢ o momento de transicdo que descreve a geracdo espontanea
de frequéncia w,,, quando a molécula se encontra inicialmente em um estado excitado

com w, > w,, € pode ser reescrito como:

(mlfiyIn)et®mnt + complexo conjugado
jug (96)

= (mlgInye~tnmt + (m|f,|n)*etnmt
a (24

POiS Wipp = Wy — Wy

Os termos restantes dividem-se em dois tipos, um que descreve a emissao induzida
(wy — W) < wy, que ndo serd discutido neste trabalho. O outro termo ¢ o (w + wy,) >
W, que descreve o espalhamento Raman convencional. Como o espalhamento Stokes

trata de uma transi¢ao de um nivel menor para um maior nivel de energia molecular, tem-
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se que (W — wyy) < W, ou seja, w,, > w,. Para o espalhamento anti-Stokes que trata
uma transicdo de um nivel mais alto para um nivel mais baixo de energia molecular, de
modo que (w — Wpyy) > w, entdo w, > w,,. Consequentemente os termos na equagio (

95 ) que correspondem ao espalhamento Raman Stokes e anti-Stokes sdo:

(o) mn :% Z [<m|ﬁao)t|f)(i|ﬁﬁ|n)+(m|ﬁﬂ|f>(ilﬁaln> 5O - i(w-omn)t

o . B

+ complexo conjugado

Para simplificar a matematica, utiliza-se j # m e n e usando a relagao:
Wjm(mlia|Nilign) + @jnlmlig|i)lialn)
= 2 (@ + )l 1)+l i)G1AaIm)  (og)
+ 5 ) (A gl) = s 1)1 ),
Reescreve-se a equacio ( 97 ):

(M) mn
_ 1 S [(wjm + w)(mlaql)(jligIn) + (wm — @)(mlagli)ilaaIn)
- 2R (wjn = 0)(@jm + @)

(99)

jEmn
x EPe-il0-omt 4 complexo conjugad
B p jugaao
Aplicando a distributiva no numerador, substitui-se a equagao ( 98 ), o que resulta

€m:

1 1/2 AT
(Ua)mn = ﬁ z + w) [(wjm + wjn)(<m|‘utl |J)(l|'u.3|n)

jemn (wn — w)(@jm

+(m|ig|i)1AaIn)) (100)
+ 2w + ) ((Maal ]2 |n) — (mlig|i)jlialn))]

X E[E,O)e‘i(“"“’mn)t + complexo conjugado .

Introduzindo a versdo complexa do momento do dipolo elétrico de transi¢io:

~ ~ =00) —i(w—
(Be)mn = (aaﬁ)mnE[g )e i@ wmn)t’ (101)
e relembrando as propriedades de nimeros complexos:

A+ A" = 2Re(4)

102
A— A" =2Im(4) (162)

onde A ¢ um numero complexo qualquer e A" é seu conjugado complexo.
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Aplica-se a propriedade ( 102 ) na equacao ( 100 ) e substitui o resultando na

equacdo ( 101 ). Pode-se agora escrever a polarizabilidade de transi¢io complexa:?

(ug), = ! Z [(mllia.lf)(]l/iﬁh) (m|agli)lagIn) (103)

i (l)jm + w

Tem-se também que considerar fendmenos de ressonancia, para isso incorpora-se

a equagdo ( 103 ) o termo il}, na qual I € a largura de banda do j-ésimo estado excitado,
este termo ¢ complexo para permitir que os estados excitados possuam largura de energia

finitas, portanto a polarizabilidade de transi¢io complexa pode ser reescrita como: '%?

1 1)l o1
(@ap), =7 Z (ml IJ)(1|ﬂ5|n)+(m|HB|])(]|H in) o)

Winp — w + il Wim + o + i
Jermyh in J jm J

Fisicamente o termo [} pode ser relacionado aos processos de relaxacdo
homogénea do sistema devido as variacdes do ambiente quimico em termo do modo

vibracional j. Em analogia a um oscilador harmdnico se trata do termo de atrito, ou seja,

do amortecimento do sistema real.

6.3.1.2. Definindo os Tensores

Pode-se substituir o operador dipolo elétrico pelos operadores dipolo magnético e
quadrupolo elétrico de forma que se pode definir o tensor de transigdo ROA
correspondente. 1941 A Tabela 9 abaixo resume estas substituicdes e explica as

conversoes.

Tabela 9 - Relac¢des de conversao

Se substituir (&“/’)mn Torna-se

fig > g (Gap),
o = Mg (Gap)
fig > Op, (Aapy),,,
o = Ogp (Ay.ap)
Bg ~ Ry (‘fzy,aﬁ)mn

Portanto, tem-se as seguintes defini¢oes:

~ 1 (mlaq|)y|mgin)  (m|mg|j)(laqIn)
(Gaﬁ)mn:ﬁz (/l 3|)+< | ﬁ'l)

Wjp — w + il Wjm + w + il (105)

jEmmn
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< 1 (mlmg|)lagIn)  (m|agli)(lmgn)
(Qaﬁ)mn=gz (]l ﬁl >+< |ﬁ|)

; : 106
jEmn Wjn — @ + ll—}- Wjm Tt lrf ( )
(Aap)y =7 Y. (mlAali)i|OgyIn) _ {m|Bgy|i)ilAaln) 1
aﬁmn_fl, | Can—a)+lTj wjm+w+il“j (107)
jEmn
gl =L 3" [l o1
®Hmn " Win — w + il Wim + @ + iI} (108)
jEmMmN -

na qual (&aﬁ)mn ¢ o componente cartesiano correspondente a transi¢ao dipolo-elétrico-
dipolo-elétrico do tensor polarizabilidade Raman, (G“B)mn e (ga,;)mn sdo 0s
correspondentes cartesianos da transi¢ao dipolo-elétrico-dipolo-magnético dos tensores
atividade optica e (Aalg)mn e (a‘laﬁ)mn sd0 os correspondentes cartesianos da transi¢ao
dipolo-elétrico-quadrupolo-elétrico dos tensores atividade Optica. Os tensores (Gaﬁ)mn e
(Aaﬁ)mn simbolizam as oscilagdes do momento de dipolo elétrico induzido proveniente

das transi¢cdes dipolo-magnético e quadrupolo-elétrico das moléculas. Os tensores

(gaﬁ)mn e (dqaﬁ)mn se referem as oscilagdes do momento de dipolo-magnético induzido

e quadrupolo-elétrico respectivamente, decorrentes das transigdes iniciais do dipolo-

elétrico da molécula.

Define-se agora os operadores fl,, M, € Ogp, que sdo uma somatoria em todas as

particulas k com massa m,, e unidade de carga e : >°%1%
Dipolo elétrico flg = z €xTka » ( 109)
K
. 1 €k
Dipolo magnético Mg = Ezk: m_k €aByTkpPky » (110)
Quadrupolo elétrico Oup = Z ek (3Tkaliep — 1 Sap) (111)

k

na qual 73 e pg sdo respectivamente, os vetores posi¢do e momento linear da k-ésima
particula. €45, € um simbolo de permutagdo, também conhecido como Levi-Civita e
representa um tensor de terceira ordem de unidade antissimétrica € §,p € um delta de

Kronecker e caracteriza um tensor de segunda ordem de unidade simétrica.

As intensidades Raman e ROA dependem de certas combinagdes de produtos de
tensores. Estes tensores ja foram definidos nas equacdes ( 104 ) a ( 108 ) e seus produtos

estdo definidos abaixo: >103-104
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o = (@a)mn(@pp) (112)

ar = (Gap), (@p) (113)

ar = (Aap),, (F3a) . (114)

G~O = (&aa)mn(égﬁ)mn ) (115)

Gy = (@ap),, (Gap), . (116)

Go = (@ap),,, (Gpa) (117)

g~0 = (&aa)mn(ggﬁ)mn ’ ( 118)

61 = (@up),,, (Gap) (119)

G2 = (@up),,, (Gpa) (120)

1 _
Ay = 5 06ays(@up),, (rsg),,. (121)
o1 i

A, = §iweay5(dﬁa)mn(,4;_6ﬁ)mn, (122)
_1

A = S iweus, (@ap),, (Bis),, (123)
.1

Ay = ziweaps(@ap), (Ayop),, (124)
o1

A, = 3 (@€ays (aﬁa)mn(”ql’ 53) (125)

(126)
.1

Az = § iweaﬁy (daﬁ)mn (ﬂg'V‘S)mn

Define-se também os tensores isotropicos e anisotropicos invariantes': 2102105

= —Re | @ac)iun(aisg) |, (127)

Ba(@)? = lRe [3(@ep)’. (g’ = @ediun(@ss)" |, (128)
Bo(@)? = —Re [3(ep)’ (@ap)’ |, (129)

(aG)' = %Re 13(@ec)iun(Gpp). | (130)

Bu(G) = ‘Re [3(aaﬁ)mn(6aﬂ)mn (aaa)mn(Gﬁﬁ)mn] (131)

! Foram definidos somente os tensores necessarios para o calculo das intensidades, para consultar o restante dos tensores

pode-se verificar a referéncia [5].
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BL(G)° ——Re 13(@ap)’ (Gap)' |, (132)
BL(A) =—a)Re{(aaﬁ) Nears(irse): 1} (133)

.Ba(A) _wRe ( (“aﬁ) {[an6(Ay,6ﬂ);n]a + [anS(AS,yS):nn]a}) ’ ( 134)

6.3.1.3. Espalhamento molecular da radiacao polarizada

Considere um campo elétrico de espalhamento (EZ), ou seja, o campo elétrico
detectado. A distancia entre o ponto de detec¢ao e a sua origem € R e este ¢ muito maior

do que o comprimento de onda da radiagdo incidente, ¢ ele é escrito como: 2

wZ

E4 = o % exp [La) (— - t>] AopEp (135)

na qual E’é ¢ o campo elétrico incidente complexo, p, € a permeabilidade magnética e ¢

¢ a velocidade da luz.

Sabe-se que a intensidade € o quadrado do modulo do campo magnético, portanto

a intensidade de radiacdo espalhada dependente da radiagdo incidente e da espalhada é:
105

9(e%, 6" = |62 E4|", (136)

substituindo a equacdo ( 135) em ( 136) e usando a relacdo E';; =E (O)éé, tem-se:

1(8%,6%) = 90K |64 dqpel|”, (137)
na qual k é uma equagio vetorial da propagagio de polarizagio® para todas as medidas de

ROA e seu valor ¢é:

2 (0)\ 2

e d ¢ o tensor espalhamento: '

1 . 1 .
~ ~ ~ d R~ . 5 -
Aap = Oap + 7 [Eyaﬁ"stay + €ysansGyp + §lw("§/'4a,yﬁ - "%‘Zﬁ.ya)] ;o (139)
onde n' e n? sio vetores unitarios da radiacdo incidente e espalhada, respectivamente.

Substituindo ( 139 ) em ( 137) temos:

2 Foi definida e calculada previamente no SI da referéncia [12]
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1(e%,é") = 90K {é}{l*é}éégéé*lAalBﬁlchM&aﬁ&%

2 ~d* 31 xd 5i* ~ A ~ 1 A*
+ Elm {eA épéceér Aop [n}'J (lep,gEG;p + §a)Ay’56>
(140)

. Ak 1 7 *
+ ng (lepé‘ygpe + § wﬂe,é‘y)]} lAalBﬁlelDSZEe} ,

onde os subindices A, B, C, D e E sao usados para representar os eixos fixos no espago ¢
os subindices «,f,y,6 e € sdo usados para representar os eixos fixos da molécula.
lac: Uep, ley, Ips € Lge s@0 0s cossenos diretores dos eixos fixos do espago para os eixos
fixos da molécula. Esta equagdo descreve a intensidade dispersa por um conjunto de
moléculas, todas com uma orientacdo particular em relagdo ao eixo fixo do espago

definido nas coordenadas cartesianas.

6.3.1.4. Intensidade ROA

A variagdo da intensidade entre dois estados de polarizacao rotulados 1 ¢ 2 de uma

molécula quiral pode ser escrito como: %

14
6k L - »
Al =10 —[® = TZ m [(B® - BP)(-i8y)] . (141)
k=1

Py, sdo os produtos de vetores de propagacio da polarizagio definidos como: >!%?

Py =n'-(e'xe™), Pg =n®-(e%xe&?), (142)

P, =n'-(e%x &%), Py =nt- (' x &™), (143)

Py =¢%- (&' xe™)(nt-é®), Pip=¢"-(e4xe™(nt-e™), (144)
P, =¢%-(n'x&"(e™-em), Py =e"-(ntxe®)(et-eh, (145)
Ps =% (n' x&™)(e'- &%), P, =e&" - (n? xed)(e? e, (146)
Pg = &% - (n' x&H(e"-e?), Pz =¢"-(n?xe®)(et-e™), (147)
P, = &% - (n' x &™) (&' - &%), Piy=e¢"-(n?xeh(et-e™), (148)
Ps = |e?- &, P = |e® - &i|" (149)
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d d

na qual n' e n%sao os vetores de propagagdo incidente e espalhado, ¢ é' ¢ % sdo os

vetores de polarizacdo complexos correspondentes.

Os S, sdo as combinagdes primitivas dos produtos entre os tensores complexos da

atividade optica e polarizabilidade, e sdo definidos como: >1%?
- _ - - (150)
51 = ZGl ) SS = _Zgl )
- - - . - - - - (151)
S;=Gy— G, — Ay, Sg=—Go+ Gy — A,
- ~ ~ ~ - - ~ - - - - - (152)
S3=—Gy+ G, — G, — A, +4;, S10 =G0 —2G1 + G, — Ay — A3,
- - - . - - - - (153)
S4=—Go+ Gy +A4;, S11==Go +G1 — Ay,
- ~ - - (154)
55 = _ZGO , 512 = _2g0 )
- - - - - - - - (155)
Se = G — G, — Az, S13=G1 — G, — Az,
- ~ - - (156)
S, =-2G,, S14 = —2G;,

Pode-se dividir a equagao ( 141 ) em duas, uma quando a luz incidente ¢

circularmente polarizada (Al-p) e a outra quando a luz ¢ linearmente polarizada (Al p):
102

12k <
Mlep === " Im (P (55) , (157)
k=1
6k 14
AL = ?Z Im (PP — PP)Re (=) . (158)
k=1

Um aspecto interessante para se observar ¢ que o Al;p tem uma completa
dependéncia da parte real do produto entre os tensores polarizabilidade de transi¢do e

atividade optica, em oposicao ao Al p que € dependente da parte imaginaria.
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Uma abordagem diferente do que a vista acima ¢ a teoria das matrizes de Mueller
utilizando os pardmetros de Stokes (ela estd descrita nos capitulos anteriores). A Figura

41 abaixo mostra uma amostra quiral sendo irradiada com luz polarizada:

X

Figura 41 - Representagdo esquematica de uma amostra quiral sendo irradiada com luz polarizada. 1 —
Elemento dptico, 2 - vetor de Stokes associado a intensidade de radiagdo incidente, 3 - amostra quiral e 4 -
vetor de Stokes associado ao estado de polarizag@o da radiagdo espalhada.

onde o feixe incidente possui um vetor estado de polarizacao s]i e o feixe espalhado um
vetor estado de polarizacdo s%. O elemento dptico pode ser representado por uma matriz
de Mueller 4 X 4 que ¢ representada pelo simbolo M, ].2 Assim a intensidade ROA para

um conjunto de moléculas quirais e isotropicas ¢ dada por:

45 o,
1=K Y si(My)s) . (159)

2
I,]J=0
na qual os brackets indicam uma média espacial isotropica. A Tabela 7 pode ser

consultada para a defini¢cdo dos parametros de Stokes.

6.4. Espectroscopia Raman por Elipsometria

ERS

A Espectroscopia Raman por Elipsometria ¢ a jungdo das duas técnicas
apresentadas acima, a elipsometria com o espalhamento Raman. O arranjo experimental

ERS utilizado, de certo modo, € trivial de montar como pode ser observado na Figura 42.
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A técnica ERS acessa modos vibracionais que outras técnicas de caracterizagao
optica mais difundidas como a absor¢do no infravermelho e espectroscopia Raman ndo
podem acessar. Acessando modos vibracionais ainda ndo conhecidos a niveis atomicos,
ela se torna uma ferramenta poderosa para caracterizagao de moléculas quirais, essas de
grande importancia para a industria farmacéutica. A maioria das moléculas do corpo
humano sdo quirais, portanto um remédio tem que possuir uma estrutura bem definida de
tal modo a ser absorvida pelo organismo. O grande desafio das industrias farmacéuticas
¢ que, em muitos casos, o enantidmero do principio ativo sao os responsaveis pelos efeitos
colaterais. Mas o ERS nao se limita sé a este caso, os parametros S1 € S nos fornecem

informagdes valiosas que serdo aplicadas e estudadas de forma inédita neste trabalho.

Figura 42 - Diagrama esquematico do aparato experimental da Espectroscopia Raman por Elipsometria
(ERS): (1) laser, (2) polarizador linear acromatico, (3) lente para focar o laser, (4) porta amostra, (5)
espelho, (6) conjunto de lentes para focar o feixe de luz espalhado pela amostra, (7) ) placa um quarto de
onda acromatica, (8) polarizador linear acromatico, (9) filtro notch, (10) espectrémetro e (11) detector CCD.

A medida de ERS ¢ realizada da seguinte maneira: incide-se luz linearmente
polarizada na amostra e obtém-se a intensidade do espalhamento Raman espalhada. Pela
técnica de elipsometria € necessario medir a variagdo da intensidade em funcao do angulo,
faz-se isso girando o gonidmetro em passos de 40° (0°, 40°, ..., 280° e 320°). Apds as nove
medidas substitui-se os valores na equacao ( 85 ), obtém-se os parametros de Stokes, estes
parametros fornecem todos os dados sobre os estados de polarizacao da luz. O parametro
S1 normalizado estd relacionado com a intensidade de luz linearmente polarizada
espalhada e pode ser utilizado para analisar a despolariza¢do da luz incidente, devido a
interacao da molécula com a luz. Os parametros S> € S3 normalizados estao relacionados
com o modo vibracional da molécula que tem polarizacao linear (+45°) e circular (direita
ou esquerda), respectivamente. Em particular, o parametro S; normalizado contém as

informacodes do sinal ROA.
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7. MATERIAIS E METODOS

7.1. Materiais

Uma parte crucial na pesquisa ¢ o desenvolvimento e a manipulacdo das amostras.
Neste capitulo serdo apresentados os métodos de preparagdo das amostras e suas

respectivas nomenclaturas.

7.1.1. Poli (Metil metacrilato) (PMMA)
O PMMA (MW 75000) foi adquirido junto a companhia Sigma-Aldrich® num kit

de polimetacrilatos CAT# 2053 e utilizou-se sem manipulacao prévia.

Na preparacdo das amostras de PMMA foi pesado 300 mg de PMMA numa
balanga da SHIMADZU® modelo AY220 e adicionou a ele 20 mL de solvente, para
melhor dissolu¢do do PMMA a solugado foi colocada por 5 minutos em um sonicador a
60°C e agitadas por igual periodo em um agitador magnético também a 60°C. Este
processo foi executado para trés solventes diferentes: cloroformio, tolueno e THF. A
amostra pura de PMMA foi preparada numa prensa térmica a uma temperatura de 130°C,
onde 300 mg PMMA foi prensado formando um filme uniforme e fino. As trés solucdes
PMMA/Cloroférmio, PMMA/Tolueno ¢ PMMA/THF foram despejadas cada uma em
uma placa Petri e foram levadas a uma estufa abrigadas da luz, a temperatura e a pressao
ambiente para evaporagao do solvente. Apds a evaporagao do solvente os PMMA'’s foram

retirados da placa Petri e recortados para realizagdao das medidas experimentais.

Para a retirada o solvente das amostras foi realizado um tratamento térmico, no
qual as amostras foram aquecidas a uma temperatura de 130°C por um periodo de 24
horas. Na Tabela 10 abaixo pode-se observar o nome dado a todas as sete amostras

estudadas.

Tabela 10 - Nomenclatura adotada para as amostras de PMMA.

Nomenclatura adotada Tratamento Térmico Solvente

PMMA_ PURO Nao Sem solvente
PMMA_CLO_STT Nao Clorofoérmio
PMMA CLO _CTT Sim Cloroférmio
PMMA TOL_STT Nao Tolueno
PMMA_TOL_CTT Sim Tolueno
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PMMA_THF_STT Nio THF
PMMA_THF_CTT Sim THF

7.1.2. Albumina de Soro Bovino (BSA)

Como uma das vertentes do trabalho ¢ estudar como a proteina BSA se comporta
em meios com diferentes pH, necessitamos de solugdes que sejam capazes de garantir
que estes pH fiquem constantes durante a realizacdo das medidas. Este tipo de solugao ja
¢ bem conhecido na literatura'® e sio chamadas de solugdes tampdes. Uma solugdo
tamponada tem variacdo de pH desprezivel quando comparada a uma solugdo que nao
esteja tamponada. A solugdo tampao utilizada é composta por trés tipos de sais: acetato
de sddio, fosfato de sddio e tetraborato de sddio. Pode observar suas estruturas quimicas

na Figura 43 abaixo.

a) b) c) o
O
O NaQ

. \
I 0B
)J\ P ~B~
TN 0770
HsC~ "ONa NaO” | "ONa B
ONa ONa
CH,COONa Na,PO, Na,B,0,

Figura 43 - Estrutura quimica e formula molecular dos sais a) acetato de sddio, b) fosfato de sddio e c)
tetraborato de sodio.

O acetato de sddio e o tetraborato de s6dio foram adquiridos da companhia Sigma-
Aldrich® e seus pesos moleculares eram 82,03 g/mol e 381,37 g/mol,
respectivamente. As suas estruturas quimicas e formulas moleculares estdo ilustradas na
Figura 43.a, no caso do acetato de sddio e Figura 43.c para o tetraborato de sodio. O
fosfato de sodio foi obtido através da empresa Vetec Quimica Fina®. Seu peso molecular
era 141,96 g/mol e sua formula e estrutura molecular estao ilustradas na Figura 43.b.

Estes sais foram utilizados sem nenhuma manipulacao prévia.

Através de alguns testes iniciais verificou que a melhor concentragdo da solugdo
tampdo para o sistema de amostras era 20 mmol.L™! em 4gua ultrapura. Preparou
primeiramente trés solugdes, uma para cada sal. O procedimento para a preparagdo das
trés amostras foi idéntico: pesou o sal, o depositou em um tubo falcon e completou com
agua ultrapura até o volume desejado (neste caso 10 mL). O tubo foi agitado até a
completa dissolucdo do soluto. Na Tabela 11 pode-se verificar a quantidade de soluto,

composi¢do e nomenclatura adotada para cada amostra.
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Tabela 11 - : Nomenclatura dada as amostras de sais e suas respectivas composigoes.

Nomenclatura Adotada Composicao Massa (g)
Ac Acetato de sodio + agua 0,016406
Ph Fosfato de sodio + agua 0,027598
Br Tetraborato de sodio + agua 0,076227

Foi retirado 5 mL de cada solugdo de sal puro e foram divididas novamente em
duas partes iguais (2,5 mL cada). Foi adicionado 100 pL de &cido cloridrico (HCI) em
uma das partes de solugdo de sal puro e na outra adicionou-se 100 uL hidroxido de sédio

(NaOH) a 3 mol. L. O resumo das solugdes se encontra na Tabela 12, abaixo.

Tabela 12 - Nomenclatura dada as amostras de sais com solugao acida e bésica.

Nomenclatura Adotada Composicao

Ac_HCI Acetato de sodio + agua + HCI

Ph_HCI Fosfato de sodio + agua + HCI1

Br HCI Tetraborato de sodio + agua + HCI
Ac NaOH Acetato de sodio + agua + NaOH
Ph_NaOH Fosfato de sodio + agua + NaOH
Br_NaOH Tetraborato de sodio + agua + NaOH

Para a solugdo tampao foi utilizado a quantidade de cada sal descrito na Tabela
11, todos foram misturados e adicionou agua ultrapura para completar o volume de
30 mL. Dividiu-se essa amostra em 11 frascos e foram gotejados em cada frasco uma

quantidade HCI ou NaOH (2 mol. L) regulando os pH das solugdes.

A albumina de soro bovino foi adquirida da companhia Sigma-Aldrich® (BSA,
B691 — CAS 9048-46-8) e utilizada sem nenhuma manipulagao.

Foi pesado 20 mg de BSA dentro de um frasco e completou o volume com
solugdo tamponada até 1 mL. Esse procedimento foi repetido para todos os tampdes com
seus respectivos pH, fazendo-se assim onze solugdes de BSA em pH variando de 2 a 12.
Ap0s solubilizagdo da BSA, foi depositado por casting, como representado na Figura 44,
um volume de aproximadamente 1mlL de solucdo no substrato de quartzo. Uma
observacdo importante que estes filmes ndo secaram totalmente, a medidas foram
realizadas com os filmes imidos. A nomenclatura das amostras esta representada na

Tabela 13

122



Capitulo 7 - Materiais e Métodos

Figura 44 - Tlustragdo da técnica de casting na preparagdo de filmes de BSA sobre o substrato de quartzo.

Tabela 13 - Nomenclatura das amostras dos tampdes e suas respectivas composi¢des e quantidades de HCI
e NaOH.

Rétulo das Composicio Quantidade de
amostras HCI/NaOH em pL
BSA2 Acetato de sodio + Fosfato de 2 50
BSA3 sodio + Tetraborato de sddio + 3 48
BSA4 HCl 4 36
BSAS5 5 35
BSA6 6 31
BSA7 6,7 20
BSAS8 8 14
BSA9 Acetato de sodio + Fosfato de 9 30
BSA10 sodio + Tetraborato de sddio + 10 270
BSA11 NaOH 11 290
BSA12 12 340

7.1.3. SW203 e SW254

SW203 e SW254 foram os nomes dados ao oligdmero e polimero,

respectivamente, do mondmero quiral (1R,2R)-diaminociclohexano de férmula

N
N
N/ )
\ / >\ / /-

CgH 1,0

Figura 45 - Estrutura quimica do SW254.
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molecular C4oN202Hs4, sua estrutura quimica foi ilustrada na Figura 45.'°7 As amostras
foram sintetizadas no laboratdrio “Hétérochimie moléculaire et macromoléculaire” do
professor Jean-Pierre Lere-Porte, situado na cidade de Montpellier na Franca e cedidas

ao GEM (Grupo de Espectroscopia de Materiais).

Polimeros quirais estdo em evidéncia por diversas razdes, como discutido no
capitulo tedrico, os SW203 e SW254 sdao novos materiais que se enquadram na categoria
de metamateriais e necessitam de um estudo completo das suas propriedades fotofisicas.
Portanto iremos testar como estes se alteram variando a sua concentra¢ao no solvente, por
exemplo. Essas moléculas sdo soliveis em tolueno, THF e cloroférmio e neste trabalho
vamos utilizar o cloroférmio, mas em trabalhos futuros estdo programadas as andlises da

influéncia do solvente no polimero.

Utilizou-se uma balanga da SHIMADZU® modelo AY?220, foram pesados 12 mg
de SW203 e 7 mg de SW254 e adicionou a cada um deles cloroférmio, tendo ao final, 2
solucdes bases com um volume de 1 mL cada. De cada solugdo base foi retirado 30 uL ¢
colocado em outro recipiente e acrescentou mais cloroféormio até completar o volume de
3 mlL, diluindo assim cada solugao base em cem vezes. Destas solugdes 100 vezes menos
concentradas, foi retirado 150 uL e foi colocado em outro recipiente, no qual acrescentou-
se mais 2850 uL, resultando em outras duas solugdes, uma de SW203 ¢ outra de SW254
agora duas mil vezes menos concentrada em relagdo a solugdo base. Para a iltima solugdo
que ¢ vinte mil vezes menos concentrada, retirou-se 300 uL, da solugdo anterior e
acrescentou-se 2700 uL de cloroféormio. Foram produzidas por casting duas amostras em
filme das solugdes base, depositou-se 30 uL de cada solugdo sobre um substrato de
quartzo e deixou-se as amostras no vacuo, a temperatura ambiente. A Tabela 14 abaixo

resume a concentragdo e nomenclatura das amostras.

Tabela 14 - Nomenclatura das amostras dos SW203 e SW254 e suas respectivas concentragdes.

Solucio Nome da amostra  Concentrac¢io (mg/mlL) Volume
(mL)
SW203 SW254 SW203 SW254
Solu¢io Base = SW203/0 SW254/0 12 x 10° 7 x 10° 1
17 Solucio SW203/-2 SW254/-2 12x 1072 7 x 1072 3
2" Solucio SW203/-3 SW254/-3  6x1073 3,5x1073 3
3" Solucio SW203/-4 SW254/-4 6x107* 3,5x107* 3
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Filme SW203F  SW254F - - -

7.2. Métodos

Grande parte dos equipamentos utilizados para realizagdo deste trabalho sdo do
grupo de espectroscopia de materiais (GEM), salvo algumas excegdes, as quais sao

citadas no texto.

7.2.1. Espectroscopia Raman por Elipsometria (ERS)

A Figura 42 (Sec¢do 6.4) apresenta um diagrama esquemadtico do aparato
experimental da Espectroscopia Raman por Elipsometria (ERS), onde foram utilizados
lentes, filtros, polarizador linear, monocromador ¢ um detector CCD. Como fonte de
excitacdo foi utilizado um laser de ions de Argonio Innova 70C da Coherent de 5 watts
de poténcia no modo multilinha. No caminho 6ptico foi inserido um filtro de interferéncia
em 514.5 nm para eliminar as linhas de plasma do laser. O porta amostra foi colocado a
uma distancia equivalente a distancia focal da primeira lente biconvexa (f = 20 cm)
diametro de 50 mm, a segunda lente foi alinhada a primeira e foi colocada uma distancia
de 20 cm do obturador do monocromador. Entre a lente e a CDD foram colocados uma
placa quarto de onda acromatica (C) montada em um gonidometro que pode girar de 0° a
360°, um polaroide acromatico (P) foi fixado com seu eixo de polarizagdo na direcao
vertical em relagdo a bancada e um filtro notch (514,5 nm) foi inserido antes da entrada
do monocromador (IHR550 — Horiba) para cortar o espalhamento Rayleigh, o que nos
permite fazer medidas do deslocamento Raman acima de 200 cm™?. A luz espalhada pela
amostra foi detectada por uma camara CCD e analisado por um microcomputador que
também controlava o sistema. A intensidade foi obtida para cada passo angular do
goniometro foi gravada através do sistema de aquisi¢do de dados acoplado ao

equipamento.

A medida do sinal equivalente ao ROA foi realizada da seguinte maneira: incidiu
na amostra uma luz linearmente polarizada e através de todo o sistema que foi descrito
anteriormente foi capturada intensidade do espalhamento Raman espalhado. Pela técnica
de elipsometria foi necessario medir a variacdao da intensidade do espalhamento Raman
em funcao do angulo entre o quarto de onda e o polardide (que permanece fixo), isso foi
feito girando o gonidmetro em passos de 40° (0° 40° ..., 280° e 320°). Apds as nove

medidas, com os dados adquiridos foram colocados e a equagdo ( 85 ) determina-se
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univocamente os parametros de Stokes, estes parametros fornecem todos os dados sobre
os estados de polarizagdo da luz analisada. O pardmetro S; normalizado esta relacionado
com a intensidade de luz linearmente polarizada e pode ser utilizado para analisar a
despolarizag¢ao da luz incidente, devido ao espalhamento de luz. Os parametros S; e S3
normalizados estdo relacionados com o modo vibracional da molécula que tem
polarizagdo linear £45° e circular a direita ou esquerda, respectivamente. Em particular,

o parametro S3 normalizado contém as informacgdes do sinal ROA.

7.2.2. Absorc¢io

Todos os espectros de absorc¢ao apresentados nesta tese foram medidos utilizando
o espectrometro UV-VIS 800 XI Femto. O espectrofotdmetro capta a luz transmitida pela
amostra e essa intensidade ¢ gravada em um microcomputador através de um sistema de
aquisi¢ao de dados. Antes de fazer a medida de absor¢ao foi realizada uma varredura do
espectro da lampada e obteve um espectro de intensidade total, o I;(4). Repetiu o
procedimento com a amostra e obteve o uma curva de intensidade /(1). De acordo com
a lei de Beer-Lambert, essas intensidade apresentam uma relacdo linear com a

concentrag¢io molar de acordo com a seguinte equacio:*

Iy (1)
1)

AQD) = log[ ~ e(D)Le (160)

r

onde €(A) é o coeficiente de absor¢do molar, ¢ ¢ a concentragdo molar da espécie
absorvente e L ¢ a espessura da amostra (comprimento percorrido pela luz). Se houver
formacdo de agregados em altas concentragdes ou a presenca de alguma espécie
eletroativa, a relagdo entre absorbancia e concentragao deixa de ser linear, invalidando a

lei de Beer-Lambert.

7.2.3. Fotoluminescéncia (PL) e Fotoluminescéncia de Excitacao

PLE

A fotoluminescéncia (PL) ¢ um fendmeno fisico da intera¢ao da luz com a matéria,
o qual um elétron pertencente a uma cadeia polimérica absorve um foton de energia igual
ou superior a energia que separa o maximo e o minimo das superficies de energia
potencial das bandas m e m”*, respectivamente. Estd absor¢do faz surgir um buraco na

banda 7 e um elétron na banda . Via processos nao radioativos, o elétron e o buraco
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relaxam para o fundo da banda * e para o topo da banda m, respectivamente. Eles podem
se recombinarem e emitir um foton de energia igual ou inferior a do féton absorvido

inicialmente.?’

Fotoluminescéncia de excitacao (PLE) ¢ um caso particular da PL e ¢ utilizada
para investigar a estrutura eletronica de materiais com baixa absorc¢ao, pois apresenta
relacdo sinal-ruido superior comparado as medidas de absor¢do. Nas medidas de PLE a
amostra foi excitada com frequéncia de luz variadas e a luminescéncia foi monitorada no
comprimento de onda de emissao tipicas do material investigado (4,). Picos nos espectros
de PLE frequentemente representam linhas de absor¢ao do material. Os espectros de PLE
analisados neste trabalho foram obtidos em um espectrofluorimetro Shimadzu RF-
5301PC, pertencente ao Laboratorio de Novos Materiais Isolantes e Semicondutores

(LNMIS), no Instituto de Fisica na Universidade Federal de Uberlandia.

7.2.3.1. Rendimento quintico de luminescéncia

O rendimento quantico de luminescéncia (1) ¢ um pardmetro espectroscopico
muito importante para o entendimento dos conceitos fisicos intrinsecos dos materiais, no
qual pode-se relacionar os processos de excitagdo com este rendimento.!® O rendimento
quantico de luminescéncia (1) ¢ a razdo entre o numero de fotons emitidos (Ng) € o
numero de fotons absorvidos (N4) por um material sob excitagao Optica, como esta
descrito na equagdo (161), abaixo.

Ng

=7, (161)

n

7.2.4. Elipsometria de Emissao (EE)

A elipsometria de emissdo (EE) ¢ todo o estudo mostrado no capitulo de
elipsometria analisando o fenomeno de emissdo. Para realizar essas medidas foi montado
um sefup como pode ser visto na Figura 46. Ele é composto por uma fonte de luz FL-
1039/40 de 450 W da Horiba Jobin Yvon®, um monocromador iHR320 Horiba Jobin
Yvon®, quatro lentes biconvexas, dois polarizadores lineares acromaticos, uma placa um
quarto de onda acromatica, um porta amostra e um espectrofotometro USB2000 Ocean
Optics®. A luz proveniente do conjunto fonte de luz/monocromador atravessou um
polarizador linear acromadtico, ficando polarizada em uma determinada direcdo, e foi
guiada por um conjunto de lentes até a amostra. A luz emitida pela amostra foi guiada por

outro conjunto de lente até o espectrofotometro. Entre a ultima lente e o

127



Capitulo 7 - Materiais ¢ Métodos

espectrofotometro a luz emitida passou por uma placa um quarto de onda acromatica,
para realizar a variagdo do angulo de polarizagdo e por um outro polarizador linear

acromatico, como pode ser observado na figura abaixo.

Figura 46 - Diagrama esquematico do aparato experimental da Elipsometria de Emissdo (EE): (1) fonte de
luz, (2) monocromador, (3) polarizador linear acromatico, (4) conjunto de lentes para focar a luz, (5) porta
amostra, (6) conjunto de lentes para focar o feixe de luz emitido pela amostra, (7) ) placa um quarto de onda
acromatica, (8) polarizador linear acromatico, (9) detector.

7.2.5. Dicroismo Circular de Emissao (CDE)

A técnica de dicroismo circular de emissdo (CDE) foi uma alternativa criada para

se medir o dicroismo circular sem um espectrometro para CD. Realiza-se a EE de emissao
e analisa-se o parametro g, que esta relacionado a diferenga de luz circularmente
espalhada a direita e a esquerda, em fun¢do do comprimento de onda de excitagdo no pico

maximo da PL. Este sinal é proporcional ao sinal de CD.

7.2.6. Difracao de Raio-X

A difragdo de raio X ¢ uma das técnicas mais utilizadas para o estudo de estruturas
poliméricas.'” Um feixe de raios X ¢ incidido em um material, uma parte deste feixe é
absorvido pela amostra, outra ¢ espalhada e o restante ¢ transmitido sem nenhuma
alteragdo. Os raios X interagem com os elétrons do material, estes elétrons espalham esse
feixe em um padrao de difragdo que varia com o dngulo de espalhamento. A variagdo da
intensidade espalhada e difratada com o angulo da informacdes sobre a distribui¢do de

densidade eletronica e, portanto, das posi¢des atdmicas dentro do material.!®”
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Os raios X foram descobertos por Wilhelm Rontgen em 1895 ¢ em 1912 Max
Von Laue efetuou estudos sobre a difragdo de raios X em cristais comprovando o carater
ondulatoério dos raios X, podendo ser definidos agora como ondas eletromagnéticas com
comprimento de onda que variam de 0,1 a 100 A. Todo este estudo despertou interesse de
dois fisicos ingleses, W. H. Bragg e W. L. Bragg, pai e filho respectivamente, que
empregaram a radiagdo X monocromatica, variando os angulos de incidéncia até obter
maximos principais. Eles imaginaram que cada plano paralelo e equidistante da rede
atomica pudesse refletir os raios X incidentes, ou seja, que a luz incidida em um atomo
desse plano como um angulo 6 seja refletida com o mesmo angulo, como mostrado na
Figura 47. Para que haja interferéncia construtiva das reflexdes dos planos, que distam
entre si um valor d, ¢ preciso que a diferenca de caminho 2dsen6 seja multiplo inteiro

de A, como pode ser visto na equagio (162).'1°

nd = 2dsenf (162)
No célculo da intensidade da difracdo, cada 4&tomo pode ser considerado como um
centro espalhador, considerando os elétrons simetricamente distribuidos em torno do
nucleo. O fator de espalhamento de um 4tomo depende do seu niimero atdmico Z e varia
com sen(26)/A, onde 20 ¢ o angulo entre os feixes transmitidos e difratados e 4 € o
comprimento de onda da fonte de radiagdo, possibilitando assim a técnica de difracao de

raios X resolver problemas envolvidos na determinagio de estruturas cristalinas.!!

Figura 47 - Reflexdo espacial.
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8. RESULTADOS E DISCUSSOES

O estudo das propriedades fotofisicas ¢ de suma importancia para diversas areas
de pesquisa, fornecendo informagdes desde a sua estrutura eletronica até mudancas
estruturais na sua cadeia molecular. Devido a essa vasta gama de informacgdes, neste
capitulo serd apresentado o estudo fotofisico de trés materiais totalmente distintos, o
PMMA, os polimeros quirais ¢ a BSA. Para realizacao desse estudo, foram utilizadas
técnicas ja conhecidas da literatura, como espectroscopia de raio X, fotoluminescéncia,
entre outras. Mas também foi utilizada uma técnica inovadora e que demonstra um grande
poder de caracterizacdao das amostras, o ERS, desenvolvida pelo autor deste trabalho com

a ajuda de colaboradores.

8.1. PMMA

8.1.1. Medidas de Absorcao

A Figura 48 mostra os espectros de absorc¢do dos filmes de PMMA, em todos eles

aparecem a absor¢cdo do PMMA, para comparacao. A Figura 48.a € referente as amostras

de PMMA com cloroférmio, a Figura 48.b com tolueno e a Figura 48.c com THF.

Observamos que em relagdo ao PMMA puro, ou seja, na forma recebida do
fornecedor, a mistura e formagdo dos filmes ndo altera significativamente os espectros
para a regido acima dos 300 nm. O que mostra que os solventes, apesar de estarem
presentes nos filmes seu tratamento térmico nado altera a suas estruturas. Além disso, apos
o tratamento térmico mais comum encontrado na literatura, as bandas dos solventes ainda
sdo observadas. Veja as bandas entre 250 e 375 nm. Podemos entdo afirmar que o
tratamento térmico proposto ¢ incapaz de remover efetivamente o solvente residual
durante a secagem dos filmes. A questdo relevante ¢ entender, entdo, qual a intera¢do do

solvente-polimero.
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8.1.2. Medida de Difracao de Raio X

Uma das 4reas com maior interesse nos materiais amorfos ¢ a inomogeneidades
locais, ou seja, o quanto esses materiais sdo diferentes em uma pequena regido da amostra.
Entender essas pequenas regides ¢ o segredo para compreender as propriedades
macroscopicas deles. No caso deste trabalho, pode definir se ha mudangas estruturais nas
matrizes poliméricas do PMMA devido a uma altera¢do fisico-quimica. Um modelo

teorico ja bem estabelecido sdo os dos polimeros com uma espinha dorsal e cadeias

8 8
« |HHRNE

o

gl

Dl
K2

®
| @]

(9]

®

|HLHL

d, d,

Figura 49 - Modelo de empacotamento de materiais em monocamada backbone, onde d; ¢ o comprimento
do ramo lateral, d, esta associado a distancia entre trés cadeias sucessivas € d; € a distancia entre duas
cadeias subsequentes. Figura adaptada da referéncia [112].

132



Capitulo 8 -Resultados e discussdes

laterais flexiveis em monocamada backbone, conhecidos como polimeros hairy roads.

Abaixo esta ilustrado, na Figura 49, o modelo de empacotamento em monocamadas

backbone.'!

A Figura 50 mostra os difratogramas de raios-x obtidos de filmes do polimero
PMMA em diversos solventes, antes e apds o tratamento térmico. Como pode-se observar
o comprimento do ramo lateral ¢ semelhante a distancia entre duas cadeias consecutivas,
indicado por di/ d», e a distancia ds, distancia entre duas cadeias sucessivas, nao tem o
pico muito definido, todos estes dados estdo de acordo com a literatura.!!! Na Figura 50.a,
Figura 50.b e Figura 50.c pode-se observar um deslocamento para a direita de todos os
picos relacionados aos comprimentos di/d> e di, para as respectivas amostras,
PMMA CLO STT, PMMA TOL STT e PMMA THF STT o que era esperado, pois
elas ndo passaram por tratamento térmico, comprovando a interagdo ou presenga do
solvente com a matriz polimérica aumentando todas as suas dimensdes. Ao realizar o
tratamento térmico (PMMA CLO _CTT, PMMA TOL CTT e PMMA THF CTT)
observa-se que o pico di/dz, retorna ao mesmo lugar de origem, mas o pico relacionado
ao comprimento d3, continua deslocado para a direita, comprovando que ainda ha
moléculas de solventes proximos aos ramos laterais do PMMA. Mas ¢ interessante
analisar que cada solvente, de acordo com a Figura 50, deve possuir um grau diferente de
interagdo. Os picos nas amostras diluidas em cloroférmio (Figura 50.a) tém um
deslocamento para direita mais evidente que no tolueno (Figura 50.b) e no THF (Figura
50.c), consequentemente apOs o tratamento térmico a amostra que apresenta maiores

distancias di, dz e ds; € a dissolvida em cloroférmio.

Concluimos deste estudo que apesar dos trés solventes serem 6timos solventes
para o PMMA, de acordo com a Tabela 4 (Se¢do 5.1.2), o cloroférmio apresentou a maior

interacdo com a matriz polimérica.
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Figura 50 - Medidas normalizadas de raios X do
PMMA puro e em varios solventes [a)
cloroférmio, b) tolueno e ¢) THF] com e sem
tratamento térmico.
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8.1.3. Medidas de espalhamento Raman

Como visto anteriormente o espalhamento Raman ¢ uma medida para
caracterizagio estrutural de materiais.!'? A estrutura quimica do PMMA pode ser vista na

Figura 51, abaixo.
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Figura 51 - Unidade estrutural do PMMA, com os atomos numerados.

Cada frequéncia de vibracao da molécula esta relacionada a uma ligagao, ou a um

conjunto delas, e tem seu respectivo pico em um espectro Raman?. A Figura 52 mostra o
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espectro Raman do PMMA puro. Nos observamos que os picos na faixa de 2800 —
3100 cm ™! sdo referentes as vibragdes C — H associadas aos ramos CH, e CH;. O pico
associado ao estiramento C = O aparece por volta de 1720 cm™1; flexdo C — H em
1460 cm™1; estiramento C — O na faixa de 990 — 1270 cm™! e balango do CH; em
816 cm™1. O primeiro pico em 597 cm™! é referente ao estiramento C — C. A Tabela 15

resume os modos vibracionais com seus respectivos picos.

25000'|'|'|'|'|'|'|'Ilnl'|'|
CH,y ——PMMA_PURO |

balango

20000 -

C-H
vibragdo

15000

. 0—=CH,

- estiramento

: o Cc=0
estiramento -

10000

. C-C. . C—H
estiramento . . - flexdo

Intensidade Raman

. C=0
estiramento

5000

n A W TR A AR Bt G A i PR
7/

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 2800 2900 3000 3100
1

Deslocamento Raman (cm’

Figura 52 - Espectro Raman do PMMA.
Tabela 15 - Modos vibracionais do PMMA.

Deslocamento Raman (cm-1) Modos Vibracionais

597 Estiramento C — C
816 Balango do CH;y
990 Estiramento C — O
1177 Estiramento C — O
1460 flexdo C — H
1720 estiramento C = O
2946 vibragdes C — H

Como pode ser observado na Erro! Fonte de referéncia nio encontrada., os p

icos Raman dos solventes coincidem com alguns picos Raman do PMMA, por exemplo,

1

os picos da regido entre 2800 — 3100 cm™", que sdo referentes as vibragdes C — H

associadas aos ramos CH, e CH;, pois todos os solventes apresentam picos

correspondentes nessa regido. Outra regido que sofre muita influéncia é ~1000 cm™1,
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onde o THF apresenta um pico muito acentuado relacionado a vibragdo C — O e a regiao

1

em torno do pico 1200 cm™*, corresponde a vibragdo CH3 do tolueno.

Os espectros Raman de todas as amostras foram medidos a temperatura ambiente
€ mostram pequenas variagdes em suas intensidades, comparando com as amostras sem
e com tratamento térmico, isso ocorre por causa da presenga do solvente nas amostras

3

sem tratamento térmico, induzindo um efeito plastificante no polimero'!®, aumentando

assim a intensidade do espalhamento Raman. No espectro Raman de todas as amostras

observa-se a mudanga de intensidade dos picos na regido 900 a 1600 cm ™!

, como pode
ser visualizado na Figura 54, provando a presenca de todos os solventes e a interacdo com
o grupo acrilato''® do PMMA. No caso da regido 2800 — 3100 cm™?, devido a forte
presenca de picos do solvente, o que podemos afirmar € que o decréscimo da intensidade
¢ devido ao tratamento térmico realizado nas amostras, eliminando quase a totalidade do

solvente.
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Figura 53 - Espectro Raman dos solventes:
a) cloroférmio, b) tolueno e ¢) THF.
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Figura 54 - Espectros Raman
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8.1.4. Medidas de espectroscopia Raman por elipsometria

Como ja apresentado no capitulo 7, na se¢do métodos, a técnica ERS ¢ realizada
através de nove medidas da /(6 1) [equacdo ( 79 ) - ;= 0, 40,..., 320°] do sinal Raman da
amostra. Através destas medidas calcula-se os parametros de Stokes [eq. ( 81 ), ( 82), (
83), e ( 84 )] ndo normalizados e normalizados pela intensidade total (Sp). Através da
manipulacdo dos pardmetros de Stokes, pode se calcular o grau de polarizagdo, P -
equacdo ( 74 ), anisotropia, r — equacdo ( 88 ) e assimetria, g -equagdo ( 89 ). Tais
parametros serdo de suma importancia para elucidacao dos resultados. As medidas com
a técnica ERS foram realizadas variando a temperatura em um passo de 30K em todas as
amostras. Na amostra PMMA _ PURO pode-se observar (Figura 55) que os parametros p,
g, r e SO sdo aproximadamente constantes em todas as medidas em func¢ao da temperatura.
Quando se adiciona um solvente no PMMA estas propriedades ndo se mantém constantes,

variando de solvente para solvente, devido a interagao do mesmo com o polimero.
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Figura 55 - Espectros dos parametros a) p, b) g, ¢) r e d) SO, extraidos pela técnica ERS em fungdo da
temperatura do PMMA_PURO.

Na amostra PMMA CLO_STT, como pode ser observado na Figura 56, ja ndo
seguem o resultado do polimero puro, observa-se um ponto de inflexao na regido préxima

a 140K, podemos entdo afirmar que deve estar ocorrendo uma mudanca estrutural em
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toda a cadeia polimérica, pois todos os picos vibracionais foram alterados, mudando,
assim, as caracteristica fisicas do PMMA. Como pode ser observado na Figura 56.a, o
grau de polarizagdo p foi reduzido em quase todos os picos de deslocamento Raman,
principalmente os picos referentes aos ramos laterais, como 0 816 cm™! e 0 2946 cm™1,
isto se deve pois por volta de 140K ¢ a temperatura de relaxagao v, a estrutura do PMMA
se movimenta, mas como o solvente esta interagindo com as cadeias laterais, hd uma
quebra de simetria local, provocando a queda da polarizagdo. Como a simetria ¢ quebrada,
pode-se observar na Figura 56.b, o surgimento de um pico, na regido dos 140K, indicando
um ponto de assimetria, uma desordem apresentada pela interacdo do cloroférmio com o
ramo lateral do PMMA. A anisotropia do PMMA também se altera na temperatura de
140K, como demonstrado na Figura 56.c, portanto o cloroférmio interage com o PMMA
anisotripicamente. A Figura 56.d, mostra a intensidade total de luz polarizada espalhada
pela amostra, podemos observar um aumento em 140K, temperatura de relaxagdo y e
outra em 240K, relacionada a relaxacdo B. Elas s6 sdo evidenciadas pela interagdo do
cloroférmio com o PMMA, todos esses efeitos sdo causados pela ligagao do cloroféormio

as cadeias laterais.
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Figura 56 - Espectros dos parametros a) p, b) g, ¢) r e d) SO, extraidos pela técnica ERS em funcao da
temperatura do PMMA_CLO_STT.
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Na amostra PMMA_ CLO CTT, a qual passou por um tratamento térmico, nao
apresenta os efeitos da amostra sem tratamento térmico, como pode ser observado na
Figura 57. Podemos assim afirmar que a quantidade de cloroférmio residual observado e
nos espectros de absor¢ao no filme de PMMA PURO, nao ¢ significativo, compare a

dependéncia com a temperatura dos parametros de Stokes entre as Figura 55 e Figura 57.
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Figura 57 - Espectros dos pardmetros a) p, b) g, ¢) r e d) SO, extraidos pela técnica ERS em fungdo da
temperatura do PMMA_CLO _CTT

Pode-se observar nas medidas de ERS realizadas na amostra PMMA_THF STT,
que o THF interage tanto nas cadeias laterais do PMMA (picos 816 cm™1, 2946 cm™ e
1720 cm™1) quanto na deia principal (pico 597 cm™1). Podemos verificar essa interagio
na Figura 58. A analise do porque os parametros apresentam essas caracteristicas sao
idénticas a da amostra que apresenta caracteristica parecida com a amostra
PMMA CLO_STT. Pode-se concluir que as alteragdes nas propriedades do PMMA sao
causadas pela sua interacdo com o THF, tal como os mesmos efeitos causados pelo

cloroférmio, isso se deve pois ambos solventes interagem com o polimero de forma

anisotropica, como pode ser observado na Figura 58.c.
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Figura 58 - Espectros dos pardmetros a) p, b) g, ¢) r ¢ d) SO, extraidos pela técnica ERS em fun¢do da
temperatura do PMMA_THF STT.
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Figura 59 - Espectros dos pardmetros a) p, b) g, ¢) r e d) S0, extraidos pela técnica ERS em fungéo da
temperatura do PMMA_THF CTT.
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Ao realizar o tratamento térmico verificamos que a amostra PMMA THF CTT,
retornou novamente as caracteristicas do PMMA PURO, como foi o caso da amostra
PMMA CLO _CTT. Isso se deve a auséncia de solvente, ou seja, baixa concentragdo, na
amostra apds o tratamento térmico. Pode-se verificar na Figura 59, que todos os
parametros do ERS retornaram para o padrao do polimero puro, exceto o SO, Figura 59.d,
isso ocorreu devido a interagdo do THF nas cadeias laterais e principal, mudando

possivelmente a conformacdo do PMMA.

O tultimo conjunto de amostras a ser analisado sao os PMMA TOL STT e
PMMA _TOL CTT. Apesar do tolueno ser um excelente solvente para 0 PMMA, como
ja estudado na literatura e ser um solvente polar como o THF, ele diferentemente dos
solventes anteriores interage com o PMMA de forma isotrdpica. O tolueno ndo quebra a
simetria local da molécula e ndo altera sua conformagdo. Isso pode ser comprovado
comparando as figuras Figura 60 e Figura 61 com a Figura 55, observando-se nenhuma
mudanga do padrao entre os parametros de Stokes das amostra contendo a mistura PMMA

com tolueno da amostra que contém somente PMMA.
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Figura 60 - Espectros dos parametros a) p, b) g, ¢) r e d) SO, extraidos pela técnica ERS em funcdo da
temperatura do PMMA_TOL STT.
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Com o intuito de corroborar com os resultados apresentados, foi realizado um ERS
dos solventes comprovando que eles puros ndo possuem nenhuma influéncia nas medidas,

como podemos observar na Figura 62.

Pode-se observar a capacidade da técnica ERS de identificar a anisotropia local

no PMMA, outro ponto € a precisdo para a identificacdo da presenca ou ndo de solvente

na amostra.
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Figura 61 - Espectros dos parametros a) p, b) g, ¢) r e d) SO, extraidos pela técnica ERS em fungdo da
temperatura do PMMA_TOL CTT.
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Antes de comecar qualquer analise ¢ importante analisar como a solugao tampao
ira interferir na analise das medidas. Para tal objetivo foi realizado medidas Raman da
solucao tampao (Figura 64.a) e da amostra BSA7 (Figura 64.b). Também foi realizado as
medidas de espalhamento Raman para cada sal em separado, estas estdo no anexo 1. Ao
comparar as duas figuras observa-se que os picos Raman da solu¢do tampdo estdo
presentes no espectro Raman da proteina BSA tamponada em pH 7, como era de se
esperar. Cada pico tem uma assinatura como pode ser observado na Tabela 16 para a

proteina BSA e na Tabela 17 para a solu¢ao tampao.

A andlise do espectro Raman nos picos sobrepostos de BSA e solugdo tampao fica
prejudicada, para contornar este problema, as medidas realizadas abaixo serdo sensiveis,
na maioria dos casos, as moléculas que apresentam atividade Optica, como sdo 0s
aminodcidos que estdo presentes na BSA devido seu carbono quiral (Cqs). A solugdo
tampao ¢ composta por trés sais, o acetato de sodio, fosfato de sodio e o tetraborato de
sodio os quais ndo sdo quirais, portanto sdo invisiveis para o CD e para o parametro g da
técnica ERS, como pode ser observado na Figura 63, o sinal do parametro g ¢

praticamente zero em todos os deslocamentos Raman. Assim podemos afirmar que as
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contribuic¢des para o sinal ERS da BSA sera apenas da contribui¢dao advinda do C, que a

compdem.
a b
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Figura 64 - Espectro Raman a) da solugdo tampao no pH 7 e b) Da amostra BSA7.
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Figura 63 - Espectro do parametro g da solug@o tampao no pH 7.

Tabela 16 - Assinaturas dos picos Raman da proteina BSA em solugdo.

Deslocamento Raman (cm-1) Assinatura Raman

788 Tirosina

877 Tirosina

934 (C — C — N) simétrico, esqueleto hélice a
1004 Fenilalanina + Triptofano

1045 (C—N)

1126 (C—N)

1175 Tirosina
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1206 Tirosina + Fenilalanina
1337 Deformacao (CH)

1419 Deformacao (CH,) e (CH3)
1449 Deformacao (CH,) e (CHs3)
1508 Fenilalanina

1551 Triptofano

1618 Tirosina

1652 Amida I

Tabela 17 - Assinaturas dos picos Raman da soluc¢do tampao.

Deslocamento Raman (c¢cm-1) Assinatura Raman
85  Estiramento B —0
930 Estiramento C — C
988 Estiramento P — O
1420 Estiramento C — O
1642 Estiramento C = O

8.2.1. Absorcao

A absor¢do otica linear de proteinas no ultravioleta é na regido de 250 a 300 nm
e estd comumente relacionado a presenga de tirosinas (tyr), triptofanos (trp) e
fenilalaninas (phe), que sdo aminoacidos aromaticos.!'* Como pode ser observado na
Figura 65, o Unico pH que altera significativamente a forma de linha da absor¢ao ¢ o pH
12 devido a mudancas estruturais e, portanto, da estrutura eletronica dos grupos fenolicos
da tirosina, do triptofano e da fenilalanina. Por outro lado, estes tém seu espectro de
absor¢do inalterados durante a alteragdo dos pH do meio, o que os tornam pouco
interessantes de serem estudados ou suas variagdes quando utilizada a espectroscopia de
absor¢ao otica linear no UV-Vis do ponto de vista da andlise da estrutura de proteinas
como mostrado na literatura.'!> Portanto as medidas de absor¢do otica sdo inconclusivas
para compreender as mudangas estruturais que ocorrem na proteina BSA quando se varia

o pH do meio onde ela se encontra.

146



Capitulo 8 -Resultados e discussdes
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Figura 65 - Espectro de absorcdo da proteina BSA em diferentes pH.

8.2.2. Dicroismo Circular (CD)

Por outro lado, em comparagdo aos espectros de absor¢do otica linear, a
espectroscopia de dicroismo circular na regido do UV pode nos informar a respeito de
alteragdes de estruturas secundarias em proteinas devido sua peculiaridade de cada tipo
apresentar um espectro distinto. No presente estudo os espectros de CD na regido UV
(190 — 250nm), para BSA em pH 7 apresenta maior porcentagem de conformagao hélice
a (61%), provavelmente devido a banda de mais intensa em 220 nm em comparagao aos
espectros em pH 2, 5 € 9, veja esta variagcdo na Figura 66. Apresenta ainda o espectro da
BSA em pH7 uma porcentagem menor de conformagao folhas 3 e (12%) voltas B (12%)
e formas randomicas (11%) também foi encontrado. Estes dados foram obtidos através
da simulacdo, ou deconvolucdo espectral, utilizando o compilado de softwares
CDProWin7. Além disso, as medidas realizadas em pH 5 de CD apontaram para estrutura
secundaria muito semelhante (hélice a: 68%, folhas B: 17%, voltas B: 7% e randomicas:
8%), mostrando que as interagdes eletrostaticas, que podem ocorrer proximas ao ponto
1soelétrico, ndo sdo capazes de induzir mudancas drasticas na estrutura secundaria da BSA
detectaveis por espectroscopia eletronica pela técnica de dicroismo circular. Para o pH 9,
a deconvolucado do espectro CD apresenta resultados semelhantes aos dos pH 7 e 5, tendo
51% das formas hélice a, 3% folhas B, 18% de voltas § e 27% formas desordenadas. Note
que esta proteina apresenta uma estrutura secundaria dobrada um pouco diferente daquela
em pH neutro, pois, ao compararmos as duas formas de linha, a de pH 9 est4 perdendo

intensidade em relacdo ao pH 7.!'® Esse resultado sugere que a BSA passa por outra
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transi¢do conformacional quando vai para um meio alcalino da mesma forma que a HSA

)117

(albumina de soro humano)'"’, preservando sua forma geral.

Além disso, a Figura 66 mostra que, mesmo em pH menores, tal como 2, a BSA
preservou uma estrutura secundaria parcialmente dobrada, como pode-se observar, a
forma de linha ndo ¢ modificada, como esperado para proteinas com alto conteudo de

pontes dissulfeto.!'® A deconvolugio do espectro de CD em pH 2 confirmou um contetdo

mé‘\ 10 b i
. _

SEA

2

o

g 10) .
= — pH2
s pH 5
@3 204k pPH7 |
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200 220 240
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Figura 66 — Espectro CD na regido UV- distante das amostras de BSA em pH 2, pH 5, pH 7 e pH 9.

da estrutura hélice a (48%) consistente com os dois minimos no espectro de CD na figura
17, um em 210 nm e outro em 220 nm, e um maximo em 198 nm, principalmente
associado as transigdes encontradas nas estruturas hélice a. Também foi calculado uma
porcentagem menor de estruturas folha B (3%), voltas B (20%) e formas ndo ordenadas
(29%), em comparagdao com o pH 7. A diferenca consideravel nas fracdes de estrutura
nao ordenadas neste pH, comparadas as porcentagens quando a BSA esta em pH neutro,
sugere que em pH 7 a estrutura secundaria da BSA deve ser otimizada do ponto de vista
de ter a menor energia ou configuragcdo estrutural, consistente com a forma natura do
enovelamento da proteina em condicdes fisiologicas. Além disso, essa conformacdo
diferente ilustra outra transi¢do conformacional para a regido acida, como ja foi indicado

em varios trabalhos.''®
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Tabela 18 - Quantidades em porcentagem calculadas a partir do CD das estruturas secundarias em cada pH.

Estruturas secundarias

hélice a folha B voltas 3 randomicas
pH 2 48% 3% 20% 29%
pHS 68% 17% 7% 8%
pH7 65% 12% 12% 11%
pH9 52% 3% 18% 27%

Para analisar as vizinhangas aromadticas dos triptofanos (trp), tirosinas (tyr) e
fenilalaninas (phe) da BSA em uma faixa de pH diferente, utiliza-se CD na regido UV-
préximo ou fluorescéncia intrinseca do triptofano. Os espectros de CD na regido UV-
proximo da BSA (Figura 67) apresentam as contribui¢des dos residuos tyr e trp na regido
entre 270 e 305nm e dos residuos de phe com uma banda grande na regido
255-270 nm.'1%12% Os espectros em pH 7 e pH 5 sdo bastante semelhantes. A diferenca
(inferior a 1%) ndo ¢ suficiente para afirmar que houve mudangas estruturais
significativas. Por outro lado, no pH &cido, ocorrem mudangas significativas na regido
255-270 nm e os picos e ombros no espectro de CD da Figura 66 ficam menos intensos,
sugerindo uma transi¢do conformacional que leva os residuos aromaticos, principalmente
phe, a um ambiente mais flexivel. Na regido 270-300 nm, o tyr € o trp também parecem
ser afetados por diferentes ambientes, sugeridos pelas pequenas mudangas no espectro.
Estes resultados podem fornecer alguma evidéncia para a existéncia de formas de BSA
semelhantes a “molten globule” (globulos fundidos) em pH acido. Devido as limitagdes
dessa técnica, que requer maior concentragdo de proteinas e medidas em regides
espectrais de no UV abaixo de 190 nm, obtidos apenas em ciclotrons por exemplo, o
estudo das alteracdes estruturais das proteinas, por exemplo, quando afetadas por algum
parametro fisico ou quimico s6 podem ser detectaveis através dos aminoacidos que

possuem grupos aromaticos. Este resultado ndo diminui sua importancia e suas aplicagdes
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no estudo de biomoléculas, o que muitas vezes nao podem ser feitas por técnicas

espectroscopicas mais tradicionais como absor¢ao otica linear.
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Figura 67 - Espectro CD na regido do UV-proximo da BSA em pH 2, pH 5 e pH 7.

Os espectros de fotoluminescéncia de emissao (PLE) da BSA devido ao pH podem
ser observados na Figura 68 e Figura 70. Foram excitados em dois comprimentos de
ondas, 280 nm e 295 nm, este primeiro estd relacionado a emissdo dos aminoacidos
aromaticos (tyr e trp) e o segundo a emissdo somente do triptofano. Esta proteina possui
dois triptofanos em sequéncia nas posi¢des 134 e 212.'?! O comprimento de onda do
maximo de intensidade de emissao (4,,,;) do triptofano (trp) em pH 7 é 344 nm, o que ¢

consistente com a exposigdo parcial de residuos de triptofanos no meio aquoso. '

Na Figura 68 pode-se observar na regido de pH bésico (pH 9 a 12) o maximo do
espectro desloca para o azul, aproximadamente para 341 nm. Nesta condi¢do de pH os
aminoacidos aromaticos da BSA (tyr e trp) se encontram na estrutura da BSA entre uma
exposicao parcial (pH 7) e totalmente incrustado na estrutura da proteina, sugerindo assim
que a BSA poderia apresentar outro ambiente quimico para a tirosina e o triptofano com
pH baésico, embora preservando a estrutura secundaria, como mostrado pelo CD (52% de

hélice o).
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Figura 68 - Espectros de PLE corrigidos pela poténcia absorvida dos aminoacidos aromaticos da BSA, pH

2 a 12, com excitagdo em 280nm.

Nos pH 4 a 6 ha um pequeno desvio para vermelho para 347 nm, indicando uma
transferéncia de residuos dos aminoéacidos aromaticos (tyr e trp) para um ambiente mais
flexivel. Este resultado corrobora a descrigdo da literatura para transi¢cdes de N-F (caso
tenha duvidas, retornar ao topico 4.3.1.1), ou seja, quando a proteina sai de uma regido
proxima ao pH fisiolégico e entra em uma regido 4cida ela sofre mudancas
conformacionais, a transicdo N-F ocorre quando o pH decai para pH 4,3, neste momento
de acordo com a teoria, hd uma reducdo na forma helicoidal da proteina e como no
espectro de absor¢ao UV ha um deslocamento para o azul, isto indica que as tirosinas e
os triptofanos estdo sendo “desmascarados”, as cadeias laterais estdo ficando expostas ao
ambiente quimico provocando uma abertura parcial da estrutura da proteina.'?! No
entanto, quando o pH vai para a regido de transi¢do F-E, ou seja, para regides
extremamente acidas (pH < 2,7) ha um deslocamento dos espectros para azul indicando
uma transferéncia da porcdo de aminodcidos aromdticos (tyr e trp) de um ambiente
parcialmente exposto (347 nm) para um ambiente parcialmente incrustado, tal como no
pH 4 cujo maximo de emissdo se encontra por volta de 338 nm. Abaixo do pH 4, os
desvios para o azul em 333 nm para pH 3 e 331 nm para o pH 2 do pico de emissao, veja

Figura 68, indicam um ambiente mais incrustado para os residuos de trp.
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Para o célculo do rendimento quantico dos triptofanos e das tirosinas da BSA
(equagdo 161 na seg¢do 7.2.3.1) foram utilizados os valores dos maximos de absor¢ao em
280 nm e 295 nm nos diferentes pH. A figura a seguir (Figura 69) mostra o rendimento
quantico das tirosinas e dos triptofanos nos diferentes pH, agrupados nas seguintes
regides: extremo acido (de pH 2,0 a 4,0); neutro-acido (de pH 5,0 a pH 6,0); neutro (pH
7,0); neutro-basico (de pH 8,0 a pH 9,0) e basico (de pH 10,0 a pH 12,0). Em pH 7,0
(fisioldgico) o rendimento quéntico de emissdo relativo da proteina foi maximo 100%.
Observa-se que este rendimento quantico se mantém na regido acido-neutro, decrescendo
~30% e ~50% na regido extremo 4cido. Constatar-se que para pH na regido basica, ou
seja, neutro basico depois basico, o rendimento decai de forma continua em relagcdo ao

fisiologico, atingindo o minimo ~10% em pH 12.

"?E 1,0_ E A, =280nm -
= ' !
w

0.8+ ' .
S 0,6 .
R
B 04 .
w
'G5 02+ i
i
2050 I I I I I I
5 2 4 6 g 10 12

Figura 69 - Eficiéncia quantica de emissdo relativa o BSA em solucdo, com excitagdo em 280nm, pH 2 a
12.

Na Figura 70 pode-se observar em pH 7 que a excita¢do dos triptofanos em 295
nm estd em um pico maximo em torno dos 340 nm, isto mostra que os triptofanos ficam
parcialmente expostos ao meio quimico. Quando se vai para meios acidos pode-se
perceber um deslocamento dos méximos de emissdo para comprimento de ondas menores
de forma suave. Mas para meios extremamente 4cidos a queda na intensidade luminosa
relativa € brusca, tendo um minimo de emissao para pH 2 em torno de 330 nm, isto revela
que os triptofanos vao sendo expostos da estrutura da proteina quanto mais acido o meio
vai se tornando, corroborando como o modelo N-F-E apresentado no topico 4.3.1.1. Este
mesmo efeito, ocorre para pH basicos, mas de uma forma mais suave, pode-se observar

que para o pH 8 ha um deslocando do maximo do espectro para 340 nm, pH 9 para 339
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nm e vai se deslocando até um minimo de 335 nm em pH 12. E interessante notar que
apesar da estrutura da BSA migrar para as formas N-B-A (topico 4.3.1.1), ou seja, os
triptofanos ficam inalterados na estrutura secundaria da proteina, a intensidade da
fotoluminescéncia decai significativamente. Isso demonstra que sutilmente a posi¢ao
relativa destes cromoéforos sdo alteradas e os processos de relaxagdo ndo radiativa

aumentam.

A Figura 71 mostra o rendimento quantico somente das tirosinas, por causa da
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Figura 70 - Espectros de PLE corrigidos pela poténcia absorvida para a solugdo de BSA, pH 2 a 12, com
excitacdo em 295 nm.

excitacdo em 295 nm. Em pH 7,0 (fisioldgico) o rendimento quéntico da proteina foi
mediano, perto de 70%, um pouco abaixo do que vimos anteriormente para a excitagao
em 280 nm. Mas para regides neutro acida e neutro basica tem-se um rendimento maior,
sendo em pH 6 de quase 100%. Esperava-se esse rendimento maior para o pH fisiologico,
mas ndo foi obtido, o que mostra que para tirosina sua exposi¢do a meios diferentes
(transi¢do N-F) devido sua localizacdo ao longo das estruturas da proteina privilegia a
menor transferéncia de energia em pH um pouco mais bésicos. Quando comeca a se
afastar do pH fisioldgico, para pH mais extremos, observa-se que o rendimento quntico
cal vertiginosamente, principalmente para meios alcalinos, confirmando o que foi
proposto anteriormente, que a proteina sofre uma mudanga conformacional de alguma

maneira que esconde os aminoacidos aromaticos, neste caso o triptofano. No caso mais
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extremo, em pH 12, o rendimento quantico de emissdo da proteina chega praticamente a
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Figura 71 - Eficiéncia quantica de emissao relativa o BSA em solucdo, com excitacdo em 295nm, pH 2 a 12.

8.2.3. Espectroscopia Raman por Elipsometria (ERS)

A Figura 72 mostra um espectro do pardmetro g da BSA em pH fisiolégico,
adquirido pela técnica ERS desenvolvida nos laboratorios do GEM/InFIS/UFU. Este
espectro ¢ similar a um espectro de atividade Optica Raman (ROA), este efeito foi
descoberto por Barron em 1973.! Quando é aplicada a técnica ERS através da anélise da
luz espalhada pela amostra, como ja discutido no capitulo 6, através elipsometria adquire-
se diversas informacdes sobre a amostra, uma dessas informacgdes ¢ o espectro ERS
relacionado ao pardmetro de assimetria (g), este espectro ¢ similar ao espectro ROA.
Entretanto, ambos podem ser diferentes por terem contribui¢des do tensor atividade
optica de componentes distintos. Por exemplo, ndo apresentado aqui, o parametro g
obtido pela técnica ERS ¢é mais sensivel na regido abaixo de 600 cm™ do que os espectros

ROA, veja a referéncia [5].
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Figura 72 - Espectro do parametro g da proteina BSA em pH fisiolégico.

A Figura 72 mostra uma banda positiva na regido de ~ 870 —950 cm™?! e

~ 1600 — 1690 cm™! e outra negativa de 1020 — 1150 cm™! que sdo devida ao
alongamento C, — C, estiramento C = O ¢ ao alongamento C, — N, respectivamente. Ao
comparar com o espectro ROA da proteina BSA na referéncia [62], a banda ~ 870 —
950 cm™! e 1020 — 1150 cm ™! sdo idénticas, mas a banda ~ 1600 — 1690 cm™?! esta
invertida. Além disso, todas as bandas tem intensidades diferentes comparando os dois
espectros, essas diferengas ja sdo esperadas devido ao proprio célculo do efeito, a ERS
possui tensores eletromagnéticos diferentes da ROA, ocasionando esta diferenga no sinal
capturado. De acordo com a Tabela 19, ambas as regides sdo caracteristicas a estrutura
hélice o, o que corrobora com estudos ja bem fundamentados para a BSA em pH
fisioldgico no qual observa-se estrutura secundaria predominantemente hélice a.'??
Talvez a caracteristica mais marcante seja a intensa banda ERS negativa em
~1300 cm™1, essa regido foi identificada como aquela em que pode ser observados os
modos amida III caracteristicos das voltas (ou curvas). Lembrando que a albumina sérica
bovina contém muitas voltas devido ao grande niimero (17) de pontes dissulfeto.'?! Por
outro lado, vibragdes de tor¢ao de CH, nas cadeias laterais alifaticas também foram
atribuidas a essa regido.!>* O pico negativo em ~1450 cm™? est4 relacionado a vibragio
CH, na cadeia lateral da BSA. Como as medidas foram realizadas para cada pH, tem-se
um conjunto enorme de espectros ERS, como a intensidade Raman em fun¢ao do angulo,

os parametros S3, S> e S; normalizados pela intensidade total Sy, os fatores p, g (similar
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ao parametro ROA) e r, além dos parametros e y. Todos estes espectros da técnica ERS

estdo no anexo I organizados por pH.

A Figura 72 mostra que o espectro do parametro g da proteina BSA que pode ser
visto como uma combinagdo dos espectros dos aminoacidos. A titulo de comparagdo dos
espectros de AO, CD e PL, a Figura 73.a exibe o espectro ERS do aminoacido
fenilalanina, pode-se verificar que ele possui dois picos negativos, um acentuado
~1000 cm™! e outro mais largo na regiio ~ 1550 — 1700 cm™1, estes também pode
ser observado no espectro do parametro g da BSA (Figura 72). A Figura 73.b mostra um
espectro do pardmetro g do aminodcido tirosina, observa-se que o pico negativo em
~800 cm™! e o positivo em ~1200 cm™?, ajudam a compor a Figura 72. Observa-se na
Figura 73.c, que ¢ o espectro do parametro g do aminodcido triptofano, que os picos
negativos em ~1000 cm™! e ~1350 cm™! que aparecem no espectro do parimetro g da
BSA (Figura 72) tem influéncia dos triptofanos. Entretanto, o espectro ERS da BS ¢ mais
complexo que apenas a superposicao de cada aminoacido que a compoe, além de ter que
considerar sua estrutura secundaria. Entretanto, os espectros ERS da Figura 73 mostram
que a técnica espectroscopica aqui apresentada ¢ capaz de detectar a presenca de modos

vibracionais devido a ligagdes quimicas com carbono quiral.
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Tabela 19 - Posigdo das bandas Raman, sinal da variacdo ROA e as assinaturas da BSA em solugo tampao
pH7.

Comprimento de onda (cm™) m Assinatura (probabilidade)

870-950 + Hélice a
1080-1130 -/+ Hélice a
1265-1295 + Loops e voltas
1295-1312 + Hélice a hidrofébica
1338-1346 + Hélice a hidratada
1400-1480 Padroes Cadeias laterais (aromaticos em

complexos baixa, alifaticos em alta cm™)

1530-1580 +/- Cadeias laterais de triptofano
1600-1630 Virios padroes = Cadeias laterais aromaticas
1630-1665 -/+ Hélice a

Agora que ja esta correlacionado os picos vibracionais do espectro ERS da BSA
e sua estrutura secundaria, passa-se a entender como ela ¢ alterada com a mudancga do
meio em que ela se encontra, em nosso caso o pH, analisando a mudanga estrutural agora

de forma mais localizada.

A Figura 74 mostra o parametro g obtido utilizando a técnica ERS plotados em
funcdo do pH. O primeiro pico a ser analisado é o 893 cm™! que est4 entre a regido
~ 870 — 950 cm™! e, como vistos anteriormente, estd relacionado ao alongamento da
ligagcdo do carbono quiral com outro carbono da estrutura hélice a. Observa-se que em
pH fisiolégico o sinal do parametro g € positivo, adota-se para este pico entdo o sinal
positivo como uma referéncia de conformacdo para esta ligagdo C, — C. Neste pH a
estrutura principal em uma condi¢do de minimo de energia para sua conformagao.
Quando se vai para pH mais 4cidos a literatura mostra que a proteina BSA sofre uma
desnaturacdo de sua estrutura secundéria.'?® E de fato pode-se observar isto com o sinal
do parametro g para pHs 5 e 6, o sinal ¢ invertido em relagdo ao pH 7. Alterando ainda
mais para pHs mais baixos. Por estes dados podemos sim definir as regides de transi¢do
N-F com o detalhe de duas estruturas parciais entre os pHs 6 e 5 e outro entre 4 e 3, cujos
sinais ERS sdo iguais em cada faixa aproximadamente. No pH mais acido como ¢
esperado uma estrutura mais desordenada, veja espectro de CD, o sinal ERS se aproxima
mais de zero por ter contribui¢des aleatdrias. Seguindo este novo modelo, para os pHs

alcalinos 8 e 9 temos a transicdo N-B e pH 10 sobre uma nova altera¢do definindo a
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estrutura B passando entdo para a estrutura B-A. Era esperado que em pHs alcalinos-
basico a estrutura secundaria da BSA fosse preservada como estudado por CD (Figura
66), mas evidenciado por PL ou rendimento quantico (Figura 68-Figura 71) existem
mudangas. Mas esta técnica nao € capaz de predizer quais seriam. Considerando agora os
dados ERS podemos afirmar as faixas de transi¢des estruturais da BSA definindo
exatamente a posicao da fase F e B. Ainda, como j& bem estabelecido no modelo N-F-E,
se consideramos que o sinal negativo ERS negativo para este pico vibracional representa
a abertura da estrutura da BSA, ou desestruturacao da hélice a, entre pHs 7 e 12, observa-
se também este efeito de forma mais moderada. Isso estd de acordo com os estudos de
CD vistos anteriormente (Figura 66). Concluimos que cada fase de transicdo da BSA pode
ser mapeada pelo sinal ERS e ainda verificado seus detalhes, mostrando que, por exemplo
que em pHs 4 e 3 temos uma fase intermediaria entre a fase F ¢ E e no pH 10 ¢ que ha

mudanga da fase B para A.
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Figura 74 - Espectro do parametro g extraido pela técnica ERS em fungdo do pH da proteina BSA no pico
893 cm™1.

A proxima regido espectral a ser analisada esta entre ~1020 — 1150 cm ™. Nesta

1

regido tem-se dois picos ERS em 1100 cm™! e em 1125 cm ™1, que estdo relacionados a

cadeia principal da BSA na ligagcdo C, — N. Na Figura 75, para pH fisiologico o sinal do
parametro g € negativo. Para os pHs acidos o parametro ERS tem a mesma dependéncia
para ambos os modos vibracionais mostrando diferencas conformacionais da cadeia
principal. Apesar, da dependéncia similar em resultados de eletroforese,'*! uma vez que
esta esta relacionado apenas as cargas induzidas na estrutura da proteina devido ao meio

quimico. Para os meios alcalino-bésico os sinais diferem em sinal em toda a faixa
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estudada neste trabalho. Isso novamente mostra que as defini¢des de mudancga estrutural
considerando o carbono quiral da cadeia principal ocorrem diferentemente em cada pH.
O que se pode afirmar ¢ que nessa regido da proteina a mudanca de estrutura é bem sutil
e interna quando o meio se torna alcalino, o que pode ser justificado pela menor
movimentagdo da cadeia principal, por ela estar em um ambiente quimico que a deixa
mais “rigida”. Em outras palavras, estaria os grupos quimicos estudados menos
susceptiveis ao meio, expondo os aminoacidos aromaticos, mas alterando sutilmente a

estrutura secundaria da BSA.

C&-N
l,O T T T T T T T T T T T
- -1100 cm™ |
-1
1125 cm
= 05¢ .
= -
4 ra
;c_"; .; ‘I. { 1\‘ .~
g O:O 7 \ .f “\ P v
/ A P : - '
] 4 1 i i n
o , \ ' !
S’ ] i /
= 05| ST |
1
¢
\
L
1,0} . ]
T T T T T T T

> 4 6 8 10 12
Deslocamento Raman (cm'l)

Figura 75 - Espectro do parametro g extraido pela técnica ERS em fung¢io do pH da proteina BSA nos picos
1100 cm ™t e o0 1125 cm™1.

A regido amida Il ~ 1230 — 1350 cm ™ estd relacionada as combinagdes em fase
da deformagdo no plano N — H com o estiramento C — H junto com das deformagdes
C, — H da proteina, essa regido ¢ muito sensivel a mudanga de estrutura da cadeia
principal.®! Como pode-se observar na Figura 76, para cada pico tem-se que determinar
um referéncia inicial, 0 1240 cm™! e 0 1303 cm™! ndo possuem sinal do pardmetro g
em pH fisiologico € 0 1268 cm™! tem um sinal positivo. Nos picos 1240 cm™! e
1303 ¢m™?! podemos observar o mesmo padrio visto anteriormente na Figura 75, o sinal
do pardmetro g oscila em torno do minimo para pH mais bésicos por causa de uma
mudancga branda da estrutura da BSA e para pH 4cido a estrutura estd se modificando de
maneira mais abrupta, portanto o sinal do parametro g oscila mais, por causa que os

tensores polarizagdo da técnica ERS tem maior sinal por causa da abertura da estrutura

da proteina BSA. No caso do pico 1268 cm™1, ele est4 relacionado a estrutura de loops
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e voltas da proteina BSA, em pH &cidos estes loops e voltas vao se transformando em
estruturas nao ordenadas, ocasionando a diminui¢do do sinal do pardmetro g. Em pH
basicos, como a estrutura sofre uma mudang¢a conformacional mais suave, o sinal do
parametro g se mantem elevado, por casa dos loops e voltas ainda presentes na BSA

apesar da mudanca do ambiente quimico.
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Figura 76 - Espectro do parametro g extraido pela técnica ERS em func¢do do pH da proteina BSA nos picos
1240 cm™1, 1268 cm™' ¢ 1303 cm™2.

A regido amidal ~ 1630 — 1700 cm ™1 é atribuida principalmente ao estiramento
C = O na cadeia principal da proteina BSA, na Figura 77 analisamos o fator g para o pico
em 1672 cm™!. Em pH fisiolégico a proteina BSA se encontra em um ambiente
energeticamente mais estavel com um sinal do parametro g positivo e pequeno, como ¢
esperado para este estado da molécula (na regido amida I). Quando o ambiente quimico
muda, neste caso, tanto para pH acidos e basicos, os radicais do carbono quiral sofrem
uma rotagdo, trocam de lugar, de acordo com o modelo do parametro g. Como esta regido
esta associada a ligacao C = O, pode-se supor que este radical sofreu tal rotagdo. Isto
nunca foi relatado na literatura e ¢ uma prova da capacidade fina de caracterizagdo da
técnica ERS. Sendo assim, ¢ possivel perceber que a proteina ndo se modifica como um

todo, tem regides que sdo mais ou menos sensiveis a estas mudancas de ambiente
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quimico. O interessante em todos os resultados apresentados at¢é o momento, dadas as
devidas diferengas, ha uma simetria no sinal do parametro g em torno do pH fisiologico,
isto ¢ evidenciado quando analisados os modos vibracionais mais simples, tal como
893 cm ™! na Figura 74 e 0 1672 cm ™! na Figura 77. Este resultado pode sim demostrar
que proximo as transi¢des da fase N (pH 7) para as fases F (pHs 6 ¢ 5) e B (pHs 8 € 9) as
exposic¢des ou inclusdes, respectivamente, dos grupos quimicos na alteragdo da estrutura
secundaria da BSA, principalmente a hélice a, sdo semelhantes. Nos pHs mais extremos,
nos quais as condigdes fisiologicas sdo muito agressivas, com quebras de pontes de
hidrogénio ou blindagem das pontes de enxofre responsaveis pela estrutura secundaria e

terciaria da proteina, por exemplo, devem ser as responsaveis por alteragdes estruturais
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Figura 77 - Espectro do parametro g extraido pela técnica ERS em func¢io do pH da proteina BSA no pico
1672 cm™.

distintas.

A regido a ser analisada ~ 1400 — 1630 cm ™! corresponde as cadeias laterais da
BSA, mais precisamente, ~ 1400 — 1480 cm™! e ~ 1600 — 1630 cm™! sdo referente

as cadeias aromaticas ¢ ~ 1530 — 1580 cm™?

corresponde as cadeias laterais dos
triptofanos.*” Na Figura 78, diferentemente dos picos anteriores onde a regidio analisada
era a cadeia principal, pode-se observar essas mudangas por uma outra visdo, as cadeia
laterais aromaticas da proteina BSA. Observa-se que tanto os triptofanos, as tirosinas e as
fenilalaninas se comportam de maneiras semelhantes, portanto sofrem de forma
equivalente a influéncia quando se muda o ambiente quimico. Em relacio ao pH

fisioldgico o sinal do parametro g ¢ negativo para pH entre 6 e 5 e positivo entre os pHs
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8 ¢ 9. O que mostra que a posicao destes grupos aromaticos € oposta com a mudanca de
pH. Neste caso, em pleno acordo ao ja exposto nos resultados de CD e PL acima. Em pH
fisioldgico nas cadeias laterais os aminoacidos aromaticos estdo condicionados dentro da
proteina de forma organizada. Com a mudanga do ambiente quimico, tanto para meios
acidos ou alcalinos que provoca uma alteracao desta condigado, cadeias laterais ficam mais

expostas ou ndo, respectivamente, a este ambiente quimico.
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Figura 78 - Espectro do parametro g extraido pela técnica ERS em fung¢io do pH da proteina BSA nos picos
1438 cm™, 1568 cm™' e 1619 cm™?.

Como foi discutido na segdo 6.3 o sinal ROA surge da diferenga entre o sinal de
espalhamento Raman quando se incide uma luz circularmente polarizada a direita da
esquerda, ou similarmente na técnica ERS, tendo como responsavel o tensor
polarizabilidade (secdo 6.3.1.2). A Figura 79.a ilustra uma molécula que possui um
carbono quiral (C,) ligado a quatro radicais diferentes, representados pelos circulos
coloridos. Ao incidir luz circularmente polarizada a direita, essa luz vai interagir com os
radicais na sequéncia azul, amarelo, vermelho e verde. Na Figura 79.b a mesma molécula
¢ incidida por uma luz circularmente polarizada a esquerda, sendo a nova sequéncia de
interagdo azul, verde, vermelho e amarelo, a diferenca de interagdo ¢ responsavel pelo
sinal ROA ou o sinal do pardmetro g na técnica ERS, dependendo da técnica experimental
utilizada. Caso a molécula sofra uma rota¢do em relagdo ao eixo x, observe a Figura 79.c,
o radical representado pela cor vermelha estava acima do carbono quiral, agora ele
rotaciona e foi parar abaixo e o radical representado pela cor azul, por consequéncia, esta

acima do carbono quiral. Repetindo o processo anterior, incide-se luz circularmente
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polarizada a direita na molécula ja rotacionada (Figura 79c.) e obtém-se um novo padrao
de interagdo, azul, verde, vermelho e amarelo o qual ¢ idéntico ao padrao da Figura 79.b.
Ao incidir luz circularmente polarizada a esquerda na molécula, Figura 79.d, ja
rotacionada observa-se um padrao de cor azul, amarelo, vermelho e verde, que ¢ idéntico
ao da Figura 79.a. Considerando entdo que para a luz espalhada ha uma inversao do dos
elementos do tensor polarizabilidade para as coordenadas x; —-x; €, portanto, o sentido e
o sinal do parametro g ¢ invertido, a molécula inverte a posi¢ao dos seus radicais livres.
Desta maneira, a inversdo de g para a BSA apresentada demonstra, principalmente, para
os aminoacidos aromaticos sua exposicdo em pHs mais acido e sua inclusdo para pHs

mais basicos.
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Figura 79 - Ilustragdo do modelo proposto da interagdo da luz circular polarizada com uma molécula que possui
um carbono quiral. a) Uma luz circularmente polarizada a direita interage com a molécula formando um padréo
de sequéncia de interagdo azul, amarelo, vermelho e verde. Esta mesma molécula b) ao interagir com luz
circularmente polarizada a esquerda observa o padrdo azul, verde, vermelho e amarelo. c) interagcdo da luz
circularmente polarizada a direita depois que a molécula sofreu uma rotag@o produz um padrao igual a da molécula
antes da rotagdo, mas quando era incidido luz polarizada circular a esquerda. d) A interagdo da luz circularmente
polarizada ‘esquerda depois que a molécula sofreu uma rotagdo produz um padrdo igual a da molécula antes da
rotagdo, mas quando era incidido luz polarizada circular a direita.

A

A Figura 80 mostra que o espalhamento Raman € parcialmente polarizado para os
varios pHs e os modos vibracionais estudados. No caso do pico em 893 cm™!, Figura 80.a,
Este resultado o pardmetro g ¢ nulo abaixo do pH 5, o que indica que meios mais acidos
promovem menos restricdes conformacionais na estrutura principal da BSA. Tais
mudangas ja foram observadas pela técnica de RMN, %> mas niio de forma tio especifica
e inédita quanto o resultado obtido neste trabalho, indicando quais partes da cadeia
principal estdo sendo afetadas pela mudanca do ambiente quimico. Na Figura 80.b,

observa-se que para estes pH maiores que o fisioldgico a polarizagdo da ligagdo C, — N
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aumenta at¢ um maximo em pH 10 e depois decai novamente no pH extremamente basico,
isto nos mostra que o ambiente quimico tem uma influéncia na cadeia principal, como ja
foi visto anteriormente, mas mais do que isso, pode-se observar quem em pH bésicos a
proteina estd em um arranjo conformacional mais “travado” do que em pH acidos. A
Figura 80.c esta evidenciando que em pH fisiologico a proteina BSA se encontra na sua
fase estavel, pois consegue interagir livremente com toda a luz incidente, j& para os outros
pH isto ndo ocorre, pois hd um aumento na polarizagdo. E nos pH extremos, 2 ¢ 12, a
despolariza¢ao ¢ maxima, mas este estado ndo € o mais eficiente energeticamente como
provado anteriormente com a medida de eficiéncia quantica de emissao. Na Figura 80.d,
observa-se o pico 1568 cm™1, verificamos a simetria em trono do pH 7, mostrando que
proximo as fases N e B este grupo tem comportamento similar em relagdo a estrutura da

proteina. Mas, novamente, considerando os resultados acima, simetricamente opostos

espacialmente.
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Figura 80 - Espectros do parametro p extraido pela técnica ERS em fungdo do pH da proteina BSA nos
picos a) 893 cm™1, b) 1100 cm™! e 0 1125cm™, ¢) 1240 cm™?, 1268 cm™ ¢ 1303 cm™! ¢ d)

1438 cm™1, 1568 cm™1 ¢ 1619 cm™L.

Portanto, as medidas de absorcio, CD e ERS foram reveladoras para a

determinagdo de como a mudan¢a de ambiente quimico, de um meio muito acido (pH 2)
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para um meio extremamente basico (pH 12), alteram a conformacao da BSA. Em pH 7
(fisiologico) a proteina BSA se encontra em uma forma de menor energia estrutural,'!
provando que a natureza evoluiu para conformacgdes nas quais se tem o menor custo
energético. Isso se reflete em um arranjo conformacional tal que, para a BSA, tenha maior
porcentagem de estrutura do tipo hélice a e consequentemente maior eficiéncia de
emissdo pelos aminodcidos aromaticos. Ha realmente uma mudanga estrutural, tanto na
cadeia principal quanto nos ramos laterais quando se vai para pH adjacentes ao
fisiologico, a BSA sofre uma mudanga estrutural maior em pH acidos do que basicos.
Prova-se entdo a eficacia da técnica ERS para estudos de estruturas de proteina, sendo ela
mais precisa e local que as técnicas ja utilizadas para tais estudos. Assim no modelo

macroscopico a partir de dados de eletroforese deve E-F-N-B-A deve ser reconsiderado

incluindo subfaces e identificado os pHs de transicdo. Como segue a nossa nova

proposic¢ao:
Nome expandido rapido Il  rapido I normal  basicol  basico Il idoso
<« » <« » -« > « > <« » <« »
E F,«~>F,«>N<~>B,«> B,
pH de transicio 2 3-4 5-6 7 89 10 12

Figura 81 - Nova relagdo das formas isoméricas da BSA proposta neste trabalho.

8.3. (1R, 2R) diaminociclohexano

8.3.1. SW203

8.3.1.1. Absorcio

O mondmero do polimero (1R, 2R) diaminociclohexano, nomeado neste trabalho
de SW203 possui um espectro de absor¢do com uma ampla banda de 300 a 475 nm. A
transi¢do na regido de 300 a 350 nm pode estar relacionada a grupos estilbenzenos e as
de 350 a475nm podem estar relacionadas as transicdes conjugadas m — m*. As
medidas foram realizadas em todas as amostras, mas somente as SW203/-3 e SW203/-4
ndo extrapolaram o limite da escala do equipamento e estdo representadas na Figura 8§2.
Nesta figura pode-se observar a forma de linha e a intensidade se alteraram com a
mudanga de concentragdo, a amostra SW203/-3 apresenta todos os picos caracteristicos
do grupo benzeno e estilbenzeno, ja a amostra SW203/-4, uma ordem de grandeza menos
concentrada, tem sua forma de linha modificada, ficando evidente somente a regido

relacionada as transi¢des conjugadas m — m*
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—— SW203/-3 |
SW203/-4

0.6

Absorbancia

300 400 500
Comprimento de onda (nm)

Figura 82 - Espectro de absor¢do do SW203 em duas concentragdes.

8.3.1.2. PLePLE

A Figura 83 mostra os espectros de PL e PLE das amostras do SW203. Observa-
se na Figura 83.a, o espectro de PLE da amostra SW203/F mostra o alargamento de linha
na regido de 350nm quando comparado com o espectro de absor¢do da Figura 82, o que
deve estar relacionado a interagdo polimero/polimero em estado solido. Este resultado ¢
acompanhado pelo deslocamento proeminente para o vermelho da PL, com pico em 475
nm. Em solucdo, as amostras SW203/-2, SW203/-3 e SW203/-4 espectros nas Figura
83.b, Figura 83.c e Figura 83.d, respectivamente, mostram um deslocamento para o azul,
maximo em 450nm. A PLE para as amostras SW203/-3 e SW203/-4 apresentam forma
de linha diferente das absor¢des oOticas apresentadas na Figura 82. Este resultado
demonstra a presenca de mais de um processo radiativo, provavelmente devido a
agregados moleculares. Além disso, observe os espectros de PL para a amostra SW203/F,
na Figura 83.a, sua forma de linha ¢ alterada significativamente em relacdo as solugdes,

ou seja, alargada e deslocada para o vermelho.
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Figura 83 - Espectros de PL e PLE do SW203. a) amostra SW203/F, b) amostra SW203/-2, ¢) amostra SW203/-3
e d) SW203/-4.

8.3.1.3. EE e CDE

Como foi visto anteriormente a técnica de elipsometria de emissdao (EE) fornece
diversos parametros relacionados a polariza¢ao da luz emitida. As medidas de EE foram
realizadas com quatro comprimentos de excitagdo diferentes, 350, 380, 400 e 425 nm.
A Figura 84 ¢ um exemplo dos parametros adquiridos através de uma medida de EE com
o comprimento de onda de excitagdo de 350 nm na amostra SW203/-3. Na Figura 84.a
pode-se observar a intensidade da fotoluminescéncia em fun¢do do grau de polarizagdo
da luz emitida. A Figura 84.b demonstra os parametros p, r e g e a Figura 84.c apresenta

os parametros de Stokes normalizados pela intensidade total. As medidas realizadas com

os outros comprimentos de ondas podem ser consultadas no anexo I.
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1(6,1)
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Figura 84 - Espectros dos pardmetros da EE da amostra
SW203/-3, sendo eles a a) intensidade de emissdo, b) p, r
, ) e g e c) parametros de Stokes normalizados. O
1450 500 550 600 comprimento de onda de excitagdo foi 350 nm.

Comprimento de onda (nm)

A Figura 85 mostra o parametro g para quatro diferentes comprimentos de ondas
de excita¢ao, 350, 380, 400 ¢ 425 nm da amostra SW203/-3. Estes comprimentos de
onda sao nos picos do espectro de PLE. Pode-se observar que o fator de assimetria g para
a excitacdo em 350 nm se mantém por volta de ~0,15%, quanto o comprimento de onda
aumenta para 380 nm ele decai para aproximadamente ~0,05% atingindo o seu menor
valor, para a excitagdo em 400 nm o g retorna ao patamar de ~0,15% e na excitacdo em

425 nm ele atinge o seu maior valor, ~0,25%.

A partir dos valores de g em fun¢do do comprimento de onda de excitacdo ¢
possivel fazer um grafico de dicroismo circular de excitagdo, ou CDE. Estas curvas sdo
similares ao de PLE para a fotoluminescéncia. Na Figura 86 abaixo mostramos a variagao
destes parametros para as amostras de SW203/-2 (Figura 86.a), SW203/-3 (Figura 86.b)
e SW203/F (Figura 86.c). De forma geral as curvas apresentam as mesmas formas de
linha independentemente da concentragdo, no caso das solucdes, ou na forma de filme. A
diferenca se da nas intensidades relativas. O que se tem de interessante ¢ que se pode
controlar a polarizacdo de emissdo circular em fun¢do do comprimento de onda de
excitagdo. Além disso, este resultado estd de acordo com o esperado para esta molécula

quiral baseada em anéis aromadticos, a interacdo entre anéis adjacentes mediados pelo
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carbono quiral ¢ capaz de deslocar os espectros de dicroismo circular para a regido do
visivel e, ainda, somado ao segmento conjugado linear. O espectro de CDE para a amostra
SW203/F tem seu sinal invertido em relagdo a amostra em solucdo. Isso se deve a
assimetria da molécula e a geometria da medida de EE na configuracao de 90°, veja Figura
46. Se inverter a diregdo de excitacdo o sinal de CDE (ndo mostrado) também inverte.
Esta ¢é outra caracteristica interessante destes novos materias que a polarizacao de emissao
ndo ¢ isotropica, mas depende da posicdo relativa do observador em relacdo a fonte de

excitacao.

0,04 Exc 380 nm

Exc 350|nm

Exc 400 nm Exc 425 nm

-0,01 : : : : :
450 500 550 600
Comprimento de onda (nm)

Figura 85 - Espectros do parametro g da EE para quatro diferentes comprimentos de ondas de excitag@o.
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8.3.14. ERS

A Figura 87 mostra o espectro Raman com picos vibracionais para SW203
atribuido como na Tabela 20 para grupos quirais e nao quirais. Os picos em 651, 1202 e
1496 cm™! estdo relacionados aos grupos benzeno e estilbenzeno, € o pico em 3009 cm’!

esta relacionado aos modos vibracionais dos carbonos quirais.!%%126

60 T T T T T

— —SW203/-3
'2 651 cm™
= 451 -
w
g 30! -
a4
‘_g N
< 3009 cm
S 15+ .
a _
L 748 cm i .

1202 cm™ 1496 em™
= 0 I L/\ A —

| L | L 1 |

600 900 1200 1500I 3000

Deslocamento Raman (cm )
Figura 87 - Espectro Raman do oligdbmero SW203 retirado das medidas de ERS da amostra SW203/-3.
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Tabela 20 - Assinaturas dos picos Raman do SW203 ¢ do SW254.

Deslocamento Raman (c¢cm-1) Assinatura Raman

651 Deformacao no plano 1 — 4-¢

748 Balango do CH;

1202 Alongamento (¢-0) — C

1496 Alongamento semicircular em anel C — C
3009 Alongamentos ¢-C — He C, — H

A Figura 88a mostra as nove medic¢des de I (0, 1) (eq 2, 01 =0, 40, ..., 320 °) para
o sinal Raman do SW203, com os parametros de Stokes normalizados mostrados na
Figura 88c. A intensidade do pardmetro S;/S, se mostra negativa devido a polarizagao
do feixe incidente ser vertical, com isso verifica-se que o espalhamento ocorre na mesma
direcdo que o feixe incidente. Os parametros S, /S, € S3/S, dependem essencialmente do
modo vibracional do carbono quiral; para o SW203, estd associado ao modo de
alongamento — C, — H (acerca de 3000 cm™1). Na Figura 88c, hd mais uma banda
associada a S,/S, e S3/S,, a 650 cm™!, principalmente relacionada aos modos
vibracionais dos anéis de benzeno no SW203. Novamente, como as proprias estruturas
de benzeno e estilbenzeno ndo devem apresentar quiralidade, esse sinal de ROA a 650
cm! ndo era esperado. A Figura 88b mostra valores semelhantes para r e p, sugerindo
que a maior parte da contribuicdo com polarizacdo linear tem a mesma direcdo que a luz
que incide, tanto para os carbonos quirais (em torno de 3000 cm™1) quanto para as
contribuicdes de benzenos e estilbenzenos acoplados (em torno de 650 cm™1). A

assimetria g, também na Figura 88b, é semelhante ao pardmetro y (Figura 88d).
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Figura 88 - Espectros dos pardmetros do ERS da amostra SW203/-3, sendo eles a a) intensidade de emissao, b) p,
r e g, c) pardmetros de Stokes normalizados e d) y.

8.3.1.5. Absorcio

O polimero (1R, 2R) diaminociclohexano, nomeado neste trabalho de SW254
possui um espectro de absor¢cdo com uma ampla banda de 250 a 475 nm. As transigdes
na regido 250 a 300 nm podem estar relacionados ao grupo benzeno, as de
300 a 350 nm podem estar relacionadas a grupos estilbenzenos e as de 350 a 475 nm
podem estar relacionadas as transi¢des conjugadas m — m*. Para o espectro SW254, a
banda a 340 nm ¢ ampla porque contém a sobreposicdo da contribuicdo dos derivados de
estilbenzeno (4,4, = 320 nm) e estilbenzeno agregado (4,4, = 360 nm). As medidas
foram realizadas em todas as amostras, mas a amostra SW254/-2 extrapolou a escala e
ndo esta representado na Figura 89, nesta figura pode-se observar que a forma de linha
nao alterou-se com a mudanga de concentracao entre as duas amostras em solucao, a
SW254/-3 e SW254/-4, demonstrando que possivelmente com o aumento da
concentragdo ndo ha uma mudanca conformacional no polimero. Nao h4a nenhum pico

caracteristico do cloroférmio, pois 0 mesmo tem a regido de absor¢ao abaixo de 250 nm,
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fora da regido analisada. A mostra SW254/F apresenta o espectro do polimero
caracteristico,” com todos os picos bem definidos, diferentemente das amostras em
solugdo que apresenta apenas uma banda larga, isto se deve ao fato de que a amostra em
filme possui uma concentracao maior de cromoéforos, com isso a absor¢ao ¢ maior do que

em soluc¢ao.

25 T T T T T T T T T T

— SW254/-3
SW254/-4
—— SW254/F

Absorbancia (u.a.)

. 1 . 1 . 1 . 1 . 1 .
250 300 350 400 450 500 550

Comprimento de onda (nm)

Figura 89 - Espectro de absor¢do do SW254 em varias concentragdes e em filme.

8.3.1.6. PLePLE

A Figura 90 mostra os espectros de PL e PLE das amostras do SW254 eles
possuem uma banda larga de 250 a 475 nm. Observa-se na Figura 90.a, o espectro de
PLE da amostra SW254/F estd em total concordancia com o espectro absor¢do visto
anteriormente na Figura 89. Figura 90.b, Figura 90.c e Figura 90.d, apresentam uma PLE
de acordo com o espectro de absor¢ado visto anteriormente mas uma resolugao melhor em
relagdo aos de absor¢do como pode ser observado com as bandas relacionadas as

transi¢des conjugadas m — * (350 a 475 nm), elas agora elas ficam evidentes.
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Figura 90 - Espectros de PL e PLE do SW203. a) amostra SW254/F, b) amostra SW254/-2, ¢) amostra SW254/-

3 e d) SW254/-4.

8.3.1.7. EE e CDE
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As medidas de EE foram realizadas com quatro comprimentos de excitagao

diferentes, 350, 380, 400 e 410 nm. A Figura 91 é um exemplo dos parametros

adquiridos através de uma medida de EE com o comprimento de onda de excitacao de

350 nm na amostra SW254/-3. Esta concentracao foi escolhida por apresentar sinal em

todas as técnicas espectroscopicas, podendo assim comparar os resultados das mesmas.

Na Figura 91.a pode-se observar a intensidade da fotoluminescéncia em fung¢do do grau

de polarizagdo da luz emitida, o comprimento de onda de emissao esta de acordo com a

literatura e é devido aos grupos benzeno.!'?” A Figura 91.b demonstra os pardmetros p, r

e g e a Figura 84.c apresenta os parametros de Stokes normalizados pela intensidade total.

As medidas realizadas com os outros comprimentos de ondas podem ser consultadas no

anexo L.
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Figura 91 - Espectros dos parametros da EE da amostra
SW254/-3, sendo eles a a) intensidade de emisséo, b)
. . p, r e g e c¢) parametros de Stokes normalizados. O
72450 500 550 600 comprimento de onda de excita¢do foi 350 nm.

Comprimento de onda (nm)

A Figura 92 mostra o parametro g para quatro diferentes comprimentos de ondas
de excitagao, 350, 380, 400 ¢ 410 nm da amostra SW254/-3. Estes comprimentos de onda
sao nos picos do espectro de PLE. Pode-se observar que o fator de assimetria g para a
excitacdo em 350 nm sem mantem por volta de ~0,02%, enquanto o comprimento de onda
aumenta para 380 nm ele decai para aproximadamente ~ -0,01% atingindo o seu menor
valor ja para a excitagdo em 400 nm o g retorna ao patamar de ~0,01% e na excitagdo em

410 nm ele atinge o seu maior valor, ~0,06%
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Figura 92 - Espectros do parametro g da EE para quatro diferentes comprimentos de ondas de excitag@o.

Analogamente ao analisado para o oligdmero, na Figura 93, tem-se os espectros
de CDE para o polimero SW254. A Figura 93.a, Figura 93.b e Figura 93.c estdo
relacionadas as amostras SW254/-2, SW254/-3 e SW254/F, respectivamente. As
amostras em soluc¢do ndo alteraram a forma de linha, independentemente do comprimento
de onda de excitacdo e da concentragdao da solugdo, o que foi alterado foi a intensidade
relativa, como ocorreu no oligdbmero SW203, demonstrando assim que se pode controlar
a polarizagdo de emissdo circular em fun¢do do comprimento de onda de excitagdo. A
amostra SW254/F possui o seu sinal invertido em relagdo as amostras em solucao devido
a assimetria da molécula e da geometria da EE, como falado anteriormente. Comprovando
de fato, que estes novos tipos de materiais possuem uma caracteristica de interacdo com
a luz de forma ndo isotrdpica, ou seja, dependendo da posi¢do do observador em relacao

a fonte de excitagdo ela pode apresentar caracteristicas diferentes.
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8.3.1.8. ERS

A Figura 94 mostra o espectro Raman com picos vibracionais para SW254
atribuido como na Tabela 20 para grupos quirais € ndo quirais. Analogamente ao
oligbmero os picos em 651, 1202 € 1496 cm™! estdo relacionados aos grupos benzeno

1

e estilbenzeno, e o pico em 3009 cm™" esta relacionado aos modos vibracionais dos

carbonos quirais.

A Figura 95a mostra as nove medi¢oes de I (0, 1) (6; =0, 40, ..., 320°) para o sinal
Raman do SW254, com os pardmetros de Stokes normalizados mostrados na Figura 95c.
Da mesma forma que o SW203, o espalhamento linear normalizado (S;/S,) é negativo
demonstrando que o polimero nao altera radicalmente a dire¢do do feixe incidente que €
vertical. Os pardmetros S,/S, e S3/S,, analogamente ao oligobmero, dependem
essencialmente da modo vibracional do carbono quiral; para SW254, estd associado ao
modo de alongamento — C, — H (acerca de 3000 cm™1). Na Figura 95c, h4 mais uma
banda associada a S,/S, e S3/S,, a 650 cm™1, principalmente relacionada aos modos
vibracionais dos anéis de benzeno no SW254. Novamente, como as proprias estruturas

de benzeno e estilbenzeno ndo devem apresentar quiralidade, esse sinal de ROA a 650
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! ndo era esperado. No entanto, como ja visto na literatura,” hd acoplamento de

cm”
exciton entre os grupos estilbenzeno e benzeno nas moléculas SW254, formando um
sistema quiral no nivel eletronico. Pode-se supor que esse acoplamento também ocorra
para os niveis vibracionais, levando a um sinal ROA para o SW254 relacionado aos
modos vibracionais dos anéis de benzeno e grupos de estilbenzeno. Figura 95b mostra
valores semelhantes para r e p, sugerindo que a maior parte da contribuicdo com
polarizacdo linear tem a mesma dire¢do que a luz que incide, tanto para os carbonos
quirais (em torno de 3000 ¢cm™!) quanto para as contribuicdes de benzenos e
estilbenzenos acoplados (em torno de 650 cm™1). A assimetria g, também na Figura 95b,
¢ semelhante ao pardmetro y (Figura 95d), mostrando ndo apenas a assimetria dos
carbonos quirais SW254, mas também a assimetria resultante do acoplamento do exciton
entre os grupos estilbenzeno e benzeno. Tomados em conjunto, esses resultados apontam
para uma metodologia que permite estudar ndo apenas as vizinhangas dos carbonos
quirais, mas também espécies moleculares acopladas para formar sistemas quirais. Além

disso, a metodologia permitiu medigdes na regido de baixo nuimero de onda

(700 a 500 cm™1).
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Figura 94 - Espectro Raman do polimero SW254 retirado das medidas de ERS da amostra SW254/-3.
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9. CONCLUSOES

O objetivo deste trabalho foi investigar as propriedades fotofisicas de diferentes
moléculas organicas. As propriedades fotofisicas do poli (Metil metacrilato) (PMMA)
foram investigadas em trés diferentes solventes, cloroférmio, tetrahidrofurano (THF) e
tolueno. As amostras foram preparadas com a técnica casting e realizou-se o tratamento
térmico em algumas amostras. As propriedades do PMMA foram investigadas pelas
técnicas de espectroscopia de raio-x, absor¢do Optica, espalhamento Raman e
espectroscopia Raman por elipsometria (ERS). Conseguimos chegar as seguintes
conclusdes depois deste estudo. Ao realizar o tratamento térmico, esperava-se que seria
suficiente para retirar todo o solvente da amostra polimérica, através das medidas de
absorcao ficou claro que ainda ha moléculas de solventes na amostra. As medidas de raio-
X mostraram que os trés solventes analisados sdo excelentes solventes para o PMMA, mas
dentre os trés o cloroféormio foi o que apresentou maior interagdo com a matriz polimérica.
A técnica ERS foi capaz de exibir duas temperaturas de relaxacdo do polimeroa f eavy,
que acontecem em 240 K ¢ 140 K, respectivamente. Outra informacdo fornecida pela
ERS foi a interacdo do solvente de forma localizada, o cloroféormio e o THF interagem
com o solvente na forma anisotropica, a simetria da molécula de PMMA ¢ quebrada, ja
no caso do tolueno, esta interagdo € isotropica, o tolueno ndo altera a conformagdo do

PMMA

A albumina soro bovino (BSA) foi estudada em relacdo a sua conformagao
estrutural na mudanca de ambiente quimico. Foram 11 amostra de BSA variando de pH
2 a 12. Para analisar estda mudanca foi realizada medidas de absor¢ao Optica, dicroismo
circular (CD), fotoluminescéncia de excitacao, espalhamento Raman e ERS. As medidas
de absorcdo optica j4 davam indicios de uma mudanga conformacional com a alteracao
do ambiente quimico, mas isto s6 foi confirmado pelas medidas de CD. Essas revelaram
que em pH fisiologico a BSA estava em seu estado de menor gasto energético, quando
esse ambiente variava para pH vizinhos o niimero de estruturas hélice a, predominante
na BSA (65%), iam caindo e o valor de formas randomicas iam crescendo, mostrando
claramente que a BSA, com a mudanca do ambiente quimico, sofre mudangas
conformacionais. As medidas de PLE elucidaram que esta mudanga ¢ mais abrupta
quando se vai para pH mais &cidos e mais suave para pH basicos, percebendo que o grande
precursor dessa mudanga eram os aminoacidos aromaticos que estavam condicionados
dentro da estrutura da BSA. As medidas de ERS foram a parte crucial para elucidar todo
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o processo de mudancas conformacionais que estavam ocorrendo. Como a técnica ERS
permite caracterizar mudangas estruturais mais localmente, percebeu-se que ao sair para
pH adjacentes ao fisioldgico a cadeia principal comecava a se modificar, essa mudanga ¢
causada pelo aparecimento dos aminoacidos aromaticos, como observado na PLE, ao
comegarem a aparecerem, o ambiente quimico provoca uma inversao dos radicais livres
deste carbono quiral. Concluimos, que, em pH fisioldgico as cadeias laterais estdo
condicionadas dentro da proteina de forma organizada. Com a mudanca do ambiente
quimico, tanto para meios acidos ou alcalinos, estd condicdo ¢ alterada e as cadeias

laterais ficam mais expostas a este ambiente quimico.

O polimero conjugado quiral (1R, 2R) diaminociclohexano foi estudado na sua
forma polimérica, nomeada neste trabalho de SW254 e na forma de oligdmero, chamado
de SW203. Para ambos foram realizadas medidas de absor¢ao, PL, PLE, EE, CDE e ERS,
em amostras com diferentes concentragcdes e em filme. Pode-se perceber que para o
SW203 que houve um alargamento de linha no espectro de PL para amostras em solucao
em relacdo a da amostra em filme, este fato esta relacionado a interagdo polimero-
polimero em estado s6lido. Além disso, os espectros de PLE para as amostras em solugao
apresentaram uma forma de linha diferente dos da absorcdo Optica demonstrando a
presenga de mais de um processo radioativo, provavelmente devido a agregados

moleculares.

Dentre todas as medidas o resultado do CDE e do ERS se destacaram. Pode se
observar para ambas as amostras, SW203 e SW254, que a diferen¢a das intensidades
relativas apresentadas no espectro de CDE da a capacidade de controlar a polarizagao da
luz de emissdo circular em funcdo do comprimento de onda de excitacdo. Outra
caracteristica importante observada através do CDE foi provar que a interacao da luz nao
¢ 1sotropica, mas depende da posi¢do relativa do observador em relacdo a fonte de
excitagdo. O ERS demonstrou que pode haver um acoplamento de éxciton entre os grupos
estilbeno e benzeno nas moléculas SW254, formando um sistema quiral no nivel
vibracional. A assimetria g mostra ndo apenas a assimetria dos carbonos quirais SW254,
mas também a assimetria resultante do acoplamento do exciton entre os grupos estilbeno

e benzeno.

Portanto, pode-se concluir depois de todos os resultados apresentados acima, que
a técnica ERS fornece informagdes adicionais sobre estruturas de materiais ainda nao

observadas por outras técnicas.
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Trabalhos futuros

Este trabalho demonstra a enorme capacidade da técnica ERS em
caracterizar materiais organicos. Nossa perspectiva € expandir a utilizagao do ERS
para diversos tipos de materiais como, por exemplo, os inorganicos. Além disso
as medidas do polimero conjugado quiral (1R, 2R) diaminociclohexano foram

reveladoras e traz opgdes para novos trabalhos.
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11. ANExXO I

11.1. Espalhamento Raman solucao tampao
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Figura 96 - Espectro Raman do sal acetato de sodio.
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Figura 97 - Espectro Raman do sal acetato de sddio com écido cloridrico (HCI).
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Figura 99 - Espectro Raman do sal fosfato de sodio
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Figura 98 - Espectro Raman do sal acetato de sodio com hidroxido de sodio (NaOH).
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Figura 100 - Espectro Raman do sal fosfato de s6dio com hidréxido de sodio (NaOH).
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Figura 101 - Espectro Raman do sal fosfato de s6dio com acido cloridrico (HCI).
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Figura 102 - Espectro Raman do sal tetraborato de sodio com acido cloridrico (HCI).
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Figura 106 - Espectro Raman da solugdo tampao no pH 12.
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11.3. SW254
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