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A simple and versatile computer program is presented to simulate experimental optical spectra as a
sum of gaussian components, The program runs in any PC compatible computer and has as the most
important feature the fact that the simulation process is visualized from the beginning in the com-
puter monitor. This allows both the choice of individual parameters of the components of the curves
and, most important, to visually follow the progress of the simulation process. Two examples of ap-
plication are presented which illustrate the use of the program. The possibility of decomposition into
lorentzian components as well as derivatives of lorentzian or gaussian components normally used in

EPR spectroscopy is also provided.
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INTRODUCAO

Nos 1ltimos anos ocorreu uma proliferagio acentuada de
computadores do tipo PC que tornaram-se acessérios de and-
lise de dados experimentais amplamente encontrados em la-
boratdrios de pesquisa. Como consegiiéncia a andlise mais
aprofundada dos dados experimentais e conclusdes mais
abrangentes tem sido possivel em quase todas as dreas da
ciéncia. Em particular, a andlise de ajustes numéricos e fun-
cionais tem permitido obter informagdes mais completas das
medidas que antes ndo podiam ser obtidas sem o uso das si-
mulagdes. Nos vidrios tipos de espectroscopia (RMN, infra-
vermelho, transig¢éo eletrénica no visivel e UV, RPE, etc), si-
mulagdes espectrais e armazenamento de bancos de dados per-
mitem a fécil identificagio de compostos e substancias, o que
pode ser de muita utilidade nas pesquisas em quimical.

Muitos equipamentos modernos, utilizados em espectrosco-
pia, sdo acompanhados de microcomputadores equipados com
programas de andlise espectral do tipo soma e subtrag@o, cor-
reg@o de linha de base, comparagéo com bancos de dados, en-
tre outros.

No entanto, nos parece que faltam programas que possam
fazer decomposigdo espectral onde as componentes de um es-
pectro possam facilmente ser obtidas de uma maneira bastante
simples. Os métodos numéricos usuais sdo geralmente elabo-
rados e de dificil compreenséo. Por isto mesmo, escondem o
aspecto simples da composigdo do espectro analisado como
uma soma de linhas de transi¢Ses espectrais constituintes das
bandas mais complexas.

Para atender este tipo de necessidade desenvolvemos um
programa denominado de SFG em linguagem BASIC estrutu-
rado (QUICK BASIC)* onde um espectro eletrénico (ou outro
qualquer), com forma de linha gaussiana ou lorentziana, pode
ser construido com até seis componentes. A interagdo do usud-
rio com o processo de simulagdo é de grande simplicidade
pois, com o simples uso de algumas teclas do microcomputa-
dor, é possivel variar a intensidade, a largura e a posi¢éo de
cada componente individualmente. Simultanemante é possivel
ver o efeito sobre a composigéo espectral e comparagéo global

* Microsoft Quick 4.50 - 1988
Microsoft Quick BASIC COMPLIER 4.50 - 1988
Microsoft Overlay Linker 3.69 - 1988
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(visual e pelo desvio padrao) com o espectro obtido experi-
mentalmente. S&o apresentados dois exemplos de simulagio
espectral usando este programa: o primeiro com amostras de
derivados oxi e meta de hemoglobinas humanas, o segundo
com amostra monocristalina de um complexo do Cu(Il) cujo
espectro é obtido com luz polarizada.

DESCRICAO DO PROGRAMA DE DECOMPOSICAO
ESPECTRAL (SFG)

O programa se subdivide em cinco partes, a saber:

1) Entrada de dados do espectro experimental;

2) Planilha de entrada dos pardmetros de cada componente
gaussiana ou lorentziana;

3) Célculo das componentes gaussianas ou lorentzianas, soma,
obteng@o do espectro simulado e comparag¢do com o espec-
tro experimental;

4) Apresentagao grafica;

5) Apresentagao dos pardmetros e dreas de cada componente
e do desvio do espectro experimental.

1. Entrada de Dados do Espectro Experimental

A primeira parte se refere a entrada do arquivo de dados,
em ASCII, que descreve o espectro experimental. O arquivo
de dados poderd ser digitalizado manualmente através de um
editor de textos, através de uma mesa digitalizadora que criard
um conjunto de pontos (x,y), ou mesmo através de uma saida
digital diretamente de um espectrofotometro. Descreveremos
em maior detalhe um arquivo gerado através de uma mesa
digitalizadora que servird como exemplo para qualquer outro
procedimento de criagdo do arquivo de dados. Através de uma
mesa digitalizadora o espectro experimental é obtido como
um numero de pontos X,y (em nimero mdximo de 1200).

Um programa de conversio de dados chamado CON-
VARQ.EXE ¢ utilizado para converter os valores de x, geral-
mente dados em milimetros, para unidade de comprimento
de onda (nm) e opcionalmente os valores de y se alguma nor-
malizag8o for desejada. Existe a opgdo de diminuir o nimero
de pontos (200 a 300 pontos tém se mostrado suficientes sem
comprometer a rapidez de simulag@io) e também de renomear
o arquivo de dados. Este iltimo nome do arquivo serd usado
no programa de simulag&o.
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Figura 1 - Fluxograma do programa de simulagdo de espectros de absor¢do eleltrénica utilizando gaussianas. O programa ¢
Jeito em QUICK BASIC estruturado e € criado na forma executdvel.
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2. Planilha de entrada de pariametros

Uma vez preparado o arquivo de dados que representa um
espectro, o programa (SFG) de decomposigéo é carregado. A
primeira exigéncia do programa é o nome do arquivo de da-
dos e ap6s carregé-lo na meméria do PC, é apresentada na
tela a planilha de entrada de pardmetros que caracterizam cada
componente, até no mdximo de 6. Os pardmetros das gaussia-
nas ou lorentzianas (amplitude, largura e posigéo) sdo digita-
dos diretamente do teclado utilizando as teclas “ins”, valor do
pardmetro e “"enter” e as teclas de movimentagio do cursor
para mudanca de um parémetro a outro. Cada linha representa
uma componente que é nomeada "Fn” (n = 1, ..., 6). O pro-
grama reconhece mimero de componentes pelo mimero de
conjuntos de trés pardmetros digitado. Por exemplo, se entra-
mos com dois conjuntos de pardmetros (duas linhas) somente
duas componentes serdo usadas. O valor da largura de linha
utilizada em cada componente é dado em unidade 10® cm'! e
a posicio em nm,

3. Cilculo das componentes, soma, desvio e dreas

Ap6s serem digitados os pardmetros de cada componente,
a tecla “space” ¢ acionada e o programa gerard as componen-
tes, a soma das componentes e o desvio desta curva gerada
com relagdo ao espectro experimental dado pelo arquivo de
dados, com o nivel (linha de base) na posigéo "zero”. O pro-
grama calcula também as dreas das componentes.

4. Apresentagio grifica

O resultado do cédlculo feito na parte 3 é apresentado na
tela em forma gréfica em alta resolugéio, podendo ser em co-
res ou monocromdtica. As curvas tedricas e experimental sio
apresentadas dentro de um quadro onde o eixo horizontal estd
dado em nm (comprimento de onda) e o eixo vertical em nm
(unidades arbitrdrias). As componentes s6 serdo apresentadas
se solicitadas pelo usudrio. Por exemplo: para mostrar a pri-
meira gaussiana, acionar a tecla "F1” e em seguida "Home".
Se desejar apagar da tela a enésima componente acionar a te-
cla "Fn" e em seguida “Del".

5. Apresentacio dos parametros

Abaixo do quadro gréfico é apresentado um quadro com o
desvio, o nivel e o nome do arquivo de dados que est4 sendo
. utilizado. Abaixo da primeira linha um quadro com as com-
ponentes utilizadas e seus pardmetros: amplitudes, larguras,
posicdes e dreas. Nas duas ultimas linhas indica-se o proce-
dimento para alteragiio de parfmetros, que pode ser feito de
duas formas: através de pequenas alteragGes (tecla-se “"Fn" e
uma tecla de movimentago do cursor) e através de avango
rdpido onde é possivel colocar acréscimos ou decréscimentos
de valores a serem definidos pelo usudrio (tecla-se "Fn" e "a"
para amplitude e o valor da alteragao se positivo ou negativo),
o mesmo para "I” e "p“). No caso do nivel da curva total,
soma das componentes, o valor digitado é substituido e nio
acrescido. Nas pequenas alteragdes as setas "—” e "+ mu-
dam a posigio da componente “Fn” escolhida, as setas “1" e
“1* alteram a amplitude e as tecla “Pg Up” e Pg Dn"” alteram
a largura da componente selecionada. Para sair e voltar a pla-
nilha de pardmetros tecla-se "Ins” e entdo é possivel mudar
os parimetros na planilha e inserir nova componente. Para
excluir uma componente ji colocada na planitha basta colocar
amplitude zero.

O gréfico mostrado na tela poderd ser facilmente transfe-
rido para uma impressora com a Tecla “Print Screen” e o pro-
grama "GRAPHICS" previamente instalado na memdria, ji
conhecido pela maioria dos usudrios de PC compativel com
IBM-PC.
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A figura 1 mostra um fluxograma bésico do funcionamento
do programa e as figuras nos dois exemplos mostram a saida
gréfica com o resumo dos parimetros e comandos de mudanga
dos mesmos.

 Este programa tem uma caracteristica diddtica porque o
usudrio observa continuamente o resultado gréfico e o desvio
e decide a maneira de modificar o ajuste acompanhando o
efeito de cada componente e a influéncia de cada um dos seus
trés parAmetros de defini¢do. A interpretaglo dos resultados
obtida através do ajuste & facilitada consideravelmente, e a
andlise dos efeitos fisicos e fisico-quimicos nos espectros de
absorgéo eletrénica torna-se mais completa e abrangente quan-
do comparada a simples inspegio visual dos espectros.

Os exemplos a seguir ilustram o uso do programa e sua
conveniéncia.

Exemplo 1: Espectros de absor¢io de hemoglobina humana

A hemoglobina é uma proteina que tem sido estudada in-
tensamente nos ultimos 30 anos, sendo a sua estrutura tridi-
mensional e sua fungio bastante conhecida®3. A escolha desta
protéina como exemplo de simulag@o do espectro de absorgéo
eletrénica deve-se a que seu espectro é complexo, apresentan-
do virias transi¢des na regido do visivel e U.V. préximo, com
intensidades bastante varidveis, sendo que algumas nio tem o
valor de € bem definido devido 4 superposigéo das transigges.
Além disso, com a modificago do estado de oxidagéo do fer-
ro no grupo heme, vérias transi¢gdes sdo modificadas enquanto
que outras sofrem pequenos deslocamentos. Estas carateristi-
cas tornam a hemoglobina um objeto interessante no que se
refere ao estudo comparativo das transi¢des eletronicas. O es-
pectro eletrénico da oxihemoglobina (OxiHb), na regido do
visivel, apresenta trés bandas caracterfisticas centradas em
578nm, 540nm e 415nm. A banda em 415nm, a mais intensa
de todas, conhecida como a banda de Soret, tem um valor de
extingéio milimolar de cerca de 129 e corresponde a uma
transi¢do © — = * caracteristica da porfirinas. As bandas em
576nm e 540nm séo conhecidas por bandas o e p respectiva-
mente e sua origem é também relacionada a uma transigéo =
— 1 *. O desdobramento em duas bandas é de natureza vi-
bronica, sendo estas transigbes também conhecidas como Qo
e Qv. Os coeficientes de extinglo s&io 14.9 e 14.1, respectiva-
mente3,

Nas figuras 2 e 3 o espectro obtido para oxihemoglobina
juntamente com a simulagio usando uma soma de gaussianas
estd apresentado. O espectro foi dividido em duas partes si-
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Figura 2 - Espectro eletrbnico de Oxihemoglobina humana na regido
da banda de Soret (500 a 350nm) com a simulagdo utilizando quatro
componentes gaussianas. Os espectros experimental e simulado sdo
praticamnte superpostos.
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Figura 3 - Especiro eletrénico da Oxihemoglobina humana na regido
das bandas o. e p (800 a 450nm) com a simulagdo utilizando as duas
gaussianas adicionais a cauda da banda da regido de Soret. O es-
pectro da banda de Soret é medida com a amostra diluida por um
Jator de 10.

muladas separadamente, por questdao de conveniéncia, jé4 que
a regido da banda Soret (400nm) é bem mais intensa. A so-
lugéo de hemoglobina foi analisada inicialmente na regido en-
tre 800 a 460nm e em seguida foi diluida dez vezes e o es-
pectro na regido da banda de Soret foi medido. Todos os es-
pectros,foram medidos no espectrofotémetro UV-Vis Shimad-
zu 180. A simulagéo permite obter dados interessantes que a
simples medida no espectrofotdmetro nio é capaz de reve-
lar. Os coeficientes de extingdo associados com as bandas a
e B na oxiHb séo dados pelas amplitudes (Figura 3) das res-
pectivas gaussianas que em nosso caso sido 114,0 e 103,3 res-
pectivamente. Na banda de Soret é necessdrio multiplicar as
amplitudes por 10, jd que as amostras foram diluidas 10 ve-
Zes, e por isso para a transigdo em 414 (417)nm obtém-se
90,7x10=907. As amplitudes apresentadas sdo relativas e por
isso, para comparar as mesmas aos coeficientes de extingéo,
suporemos que o valor da amplitude de 907 corresponda a de
extingio emm=129 dado na literatura®. Isto implica a divi-
sfo de todas as amplitudes obtidas da simulagéo por um fator
igual a 907/129 = 7,03. Assim para as bandas a e f obtém-se
valores de emM iguais a 16,2 e 14,69. A razio entre esses va-
lores é 16,2/14,69 =1,103 enquanto que na literatura o valor
considerado para esta razdo é 14.9/14.1=1.057, ou seja um
pouco menor. Essa diferenga (cerca de 4%) deve estar asso-
ciada ao érro da medida j4 que o valor de ¢ em 576nm me-
dido no espectrofotémetro serd ligeiramente maior que o valor
real devido a superposi¢éo do final da banda em 540nm que
é mais largz. Por outro lado, o valor de € em 540nm serd
proporcionalmente ainda mais aumentado devido ao efeito de
superposigdo do final das bandas da regifio de Soret que de
acordo com a simulagéo sdo quatro. Dessas quatro bandas a
que afeta mais a regido das bandas a e p € a banda mais larga
centrada em 379nm e cujo final se sobrepde de forma signi-
ficativa & banda em 540nm (figura 3). A concordincia com
os valores da literatura é bastante satisfatéria sendo que atra-
vés da simulagéo obtém-se valores de € com maior confianga.
Convém mepcionar que na regido da banda de Soret obser-
vam-se gaussjanas adicionais utilizadas no ajuste. Na literatu-
ra estd reportada, além da banda em 415nm, uma banda cen-
trada em 345nm associada a uma transi¢io n — = * da por-
firina. Em nosso ajuste observam-se trés bandas adicionais
além da banda em 415nm: duas bandas estdo centradas em
391nm e 379nm e tem respectivas extingdes emm=17, 78 e
27,59; a terceira esté centrada em 322nm e emm=17,49. Estes
resultados obtidos em nossa simulagéo pela primeira vez ndo

estdo reportados na literatura e¢ demonstram a utilidade do
programa desenvolvido. Bandas andlogas apaecem também
em outros derivados da hemoglobina. Sem divida que a ban-
da de Soret, frequentemente considerada como uma tnica (em
415nm), tem uma estrutura bem mais complexa que merece
maior atengfo.
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Figura 5 - Espectro eletronico da Metahemoglobina humana na re-
gido entre 800 a 450nm com a simulagdo utilizando 4 gaussianas adi-
cionais e a cauda da banda larga da regido de Soret. As outras duas
gaussianas na regido de Soret ndo afetam entre 800 e 450nm.

Nas figuras 4 e 5 estdo apresentados os espectros para a
hemoglobina oxidada com ferricianeto de potdssio, isto é me-
tahemoglobina (metHb)*. Algumas das previsdes esperadas
sdo que a banda de Soret se desloque para 405nm com um
aumento de emMm para 169, que as bandas o e B (Qo € Qv) se
desloquem para 540nm e 500nm, esta iultima com exting#o
milimolar de 9,00, e que em 540nm seja observado um om-
bro. Além dessas transigdes sfio esperadas duas transicdes adi-
cionais relacionadas com transferéncia de carga da porfirina
para os orbitais d do metal, em 633nm com emm=3.9 € em
580nm com emm=3.4. Nossos resultados indicam que se assu-
mirmos a amplitude relativa na banda de Soret em 406.5nm
igual a 840 como sendo correspondente a emm=169 os valores
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para os coeficientes de extingdo para as transi¢cdes nos outros
comprimentos de onda podem ser calculados. O fator que
deve ser usado para transformar amplitude relativa em extin-
¢do milimolar nesse caso é igual a 840/169 = 4,97. Obtém-se
dessa forma que emM=4.99 em 629.0nm, emm=4.25 em 575nm
emM=2.82 em 540nm e finalmente em=9.37 em 506.5nm.
Pode-se notar a excelente concordancia com os dados dispo-
niveis na literatura. Os valores de emm para as bandas em
540nm e 365nm consideradas como ombros e ndo estimadas
em medidas no espectrofotémetro sio obtidos faciimente de
nossa simulagio: emM=2.82 em 540nm e emM=36.22 em
365nm. Na regido da banda de Soret observa-se novamente a
existéncia de uma terceira banda adicional centrada em 385.5,
com emm=40.24, e que ndo estd descrita na literatura. E pos-
sivel que a sua origem também esteja associada a uma tran-
sicdo da porfirina j4 que o seu comportamento é semelhante
a0 da banda de Soret mais intensa (deslocamento para com-
primentos de onda menores). De nossas simulagdes observa-se
ainda que o valor de emm medido no espectrofotémetro, em
alguns comprimentos de onda, contém as contribuigdes de vi-
rias bandas, o que pode levar a resultados incorretos. Convém
mencionar que a relagéo de absorbancias em 578nm e 500nm,
A578/A500, é frequentemente utilizada como um indice de
porcentagem de metahemoglobina® e que isto pode levar a er-
ros considerdveis. Na metaHb a banda em 630nm encontra-se
mais isolada das demais; a banda em 577nm sofre influéncia
de duas bandas vizinhas enquanto que na banda em 540nm
essa influéncia é muito grande, em especial da banda em
506.5nm, que torna absolutamente impossivel a medida espec-
trofotométrica de emm em 540nm. Nossas simulagdes ilustram
a importancia do método descrito acima na andlise de espec-
tros de absorgéo dtica onde freqiientemente é dificil prever a
existéncia de mais de duas ou trés transigdes num espectro
alargado e mal resolvido, que é o que ocorre com muito fre-
quéncia na prética. Isso € visto ainda muito claramente na in-
fluéncia do final (cauda) da banda em 365nm, cuja largura é
muito grande, sobre as bandas no espectro préximas a 500nm.
E possivel também verificar que as posigdes das bandas sio
ligeiramente corrigidas na simulagdo. A identificagdo das ban-
das em 379nm na OxiHb e 365 na MetHb nos levou a um
estudo sistemético nos diversos derivados da Hb e em porfi-
rinas modelos afim de compreendermos sua origem e estd sen-
do objeto de novo trabalho.

Exemplo 2 - Espectros de absor¢gdo em monocristal de
(Ph3AsO-H)2 [CuBr4]

As especies [CuBrs}2 comumente existem no estado sélido
e sua estrutura é conhecida como um tetraedro distorcido com
o eixo z achatado. Este fon também tem sido encontrado em
solugéo e a comparagéo dos espectros eletrOnicos sugere que
nio h4 significativa diferenga nos dois casos®.

A escolha deste exemplo estd baseada no fato de que as
medidas das transigbes sdo feitas com e sem luz polarizada
no monocristal, o que permite a comparagéo dos componentes
espectrais responséveis pela transi¢do d-d em ambos os casos.

Por esta razdo apresentaremos aqui somente a simulagdo
do espectro na regido do IV préximo (800 a 1600nm) com
objetivo de mostrar a conveniéncia de uma simulagéo espec-
tral que permite descobrir transicdes que por inspegéo visual
jamais seriam detectadas.

Os espectros foram obtidos através de um espectrofot6me-
tro Beckman DK-2 com luz polarizada em duas diregdes per-
pendiculares entre si, propagando-se na dire¢éio perpendicular
ao eixo monoclinico b do cristal. O espectro sem polarizagéo
também estd apresentado para efeito de comparagdo.

As figuras 6, 7 e 8 mostram os trés espectros medidos e é
possivel identificar por inspegdo visual duas bandas nos es-
pectros sem polarizagdo (fig.6) e com polarizagdo (fig.7) na
diregdo a (arbitrdria). Na diregéo de polarizagéo b (perpendi-
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Figura 6 - Espectro eletrénico do complexo (PhsAsO-H)z [CuBr4] mo-
nocristalino sem polariza¢do da luz na regido de 800 a 1600nm. O
espectro € simulado por_quatro componentes gaussianas correspon-
dentes as quatro transi¢des d-d do ion Cu”".
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Figura 7 - Espectro eletronico do complexo (Ph3AsO-H)z [CuBrq]
monocristalino com luz polarizada na direg¢ao g (arbitrdria) perpen-
dicular ao eixo monoclinico do cristal. A simulacdo identifica a exis-
téncia de trés componentes gaussianas.

cular a a) ¢ possivel ver o aparecimento de uma terceira banda
em um comprimento de onda mais baixo (fig.8). Comparando
os trés espectros dirfamos que as bandas estio centradas em
890, 1055 e 1220nm. Estas bandas estariam associadas as
transi¢des d-d. Supondo uma simetria tetraédrica distorcida e
o estado fundamental com um buraco no orbital dxy>8, as
transi¢des seriam:

dxz, dyz - dxy 1220nm
dxz - y2 hd dxy 1055nm
d2 = dyy 890nm(polarizada)

Quando tentamos simular estes espectros sé conseguimos
um ajuste adequado introduzindo trés gaussianas para o pola-
rizado na direg@o a e quatro gaussianas para o polarizado na
diregfio b e sem polarizagéio com as mesmas quatro gaussia-
nas, apenas ajustando suas amplitudes. E interessante observar
que os trés espectros sio muito bem ajustdveis com as mes-
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Figura 8 - Espectro eletrénico do complexo (Ph3AsO-H)2 [CuBrq]
com luz polarizada na dire¢do b perpendicular a g ¢ ao eixo mono-
clinico do cristal. A simulagdo identifica quatro componentes gaussia-
nas.

mas componentes mantendo-se fixas suas larguras de linha
(dadas em unidades de 103cm’!) e posigbes (em nm), e va-
riando somente suas amplitudes. Com estes ajustes obtemos
as quatro transigdes d-d esperadas, mostrando que a distorgdo
rombica é suficiente para remover a degenerescéncia dos dois
orbitais dxz e dy; bem como determinamos as posigbes das
transi¢des com um erro muito pequeno: as transi¢bes seriam
entio em 870, 970, 1118 e 1260nm, com erro mdximo de
Snm.

Estes resultados sdo muito diferentes daqueles extraidos
por observagio visual direta dos espectros.

Estes ajustes sdo coerentes com os resultados de RPE que
mostram a eexisténcia da distorgao rombica garantindo por-
tando a simetria D24 do complexo formado.

CONCLUSAO

Destes dois exemplos apresentados podemos ver a impor-
tancia de se fazer a simulag@o espectral para uma andlise de-

talhada e muita precisa de resultados espectrofotométricos co-
mumente obtidos.

Por outro lado o programa aqui apresentado tem as seguin-
tes vantagens:

1) E simples de ser instalado em qualquer PC;

2) E extremamente simples de ser utilizado por qualquer
usudrio, devido & sua forma diddtica

3) Estd escrito em linguagem BASIC estruturado
(QUICK-BASIC) o que permite ficeis modificagdes, (por
exemplo: mudar forma de linha);

4) Ajuste o nivel do espectro soma para o nivel do
espectro experimental (como um ajuste de O para a linha
de base);

5) Calcula a drea de cada componente em separado, o que
permite uma andlise de equilibrio de espécies coexistentes,
a partir das suas concentragdes relativas, o que é muito
importante na andlise de uma curva de formagado de
diferentes espécies;

6) Finalmente permite uma interagdo direta e diddtica do
usudrio com o processo de simulagdo, e uma methor
interpretac@io dos resultados obtidos pelo acompanhamento,
passo a passo, do efeito de cada componente no espectro
resultante.

Cépia do programa pode ser obtido gratuitamente através
de contato direto com um dos autores.
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