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[ ] - (] Este conjunto de slides foi criado pela Agilent apenas
. L para finalidades de ensino.
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contato com a Agilent.
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Introducao
Classificacoes

A espectroscopia € uma area ampla, com muitas subdisciplinas que
podem ser classificadas pelo tipo de material que esta sendo analisado.
Esta apresentacdo se concentrara na espectroscopia molecular.

ATOMOS MOLECULAS CRISTAIS NUCLEOS

Espectroscopia Espectroscopia  Cristalografia * Ressonancia
atdmica molecular de raio-X magnetica

o AAS e UV-VIS nuclear

« MP-AES » UV-VIS-NIR

e |ICP-OES e FTIR
e |[CP-MS * Fluorescéncia

Apenas para finalidades de ensino - i - ACADEMIC

March 7, 2016 4.t Agilent Technologies & INSTITUTIONAL
4 T RESEARCH




Espectroscopia molecular
Geral

A combinacdo de atomos em
moléculas cria estados energéticos
unicos e, portanto, espectros Unicos
das transi¢cGes entre estados.

Espectros moleculares podem
ser obtidos devido a:

« Estados de spin eletrbnico
« RotagOes moleculares

* Vibrac&o molecular

« Estados eletronicos

Apenas para finalidades de ensino
March 7, 2016
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Espectroscopia molecular

Por aplicagao

Estuda as interacbes entre
a energia eletromagnética
no ultravioleta, visivel e
infravermelho préximo

e a matéria.

UV-Vis

Estuda as interactes
entre matéria e energia
eletromagnética no
infravermelho

Estuda a emissao de energia
eletromagnética, apés a
Fluorescéncia interacdo entre matéria e
energia eletromagnética
tipicamente ultravioleta e visivel
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Introducao
Linha do tempo dos primeiros desenvolvimentos

Década 1941

Herschel Ritter Beer Abney e Primeiro Beckman A Applied
detecta a regiao observa reconhece Festing prototipo de introduz Physics
IV no espectro 0 c_afe|~to a relacéo obtiveram  instrumentos IV 0 primeiro introduz
eletromagnético da radiacao entre a espectros desenvolvidos  espectrometro 0 primeiro
UV sobre absorcao de absorcéo nos EUA para UV-Vis espectrémetro
0 composto deluzea no IV para QC de borracha comercial, UV-Vis
sensivel a luz concentracdo mais de 50 sintética o DU de gravacao
cloreto de prata compostos comercial,
o Cary 11
2000

Primeiro HP introduz Primeiro Primeiro Primeiro Primeiro NanoDrop

FTIR com 0 primeiro microscopio microscopio UV-VIS com  sistema ATR UV-Vis

varredura  espectrofotdbm FTIR infravermelh lampada de imagem NanoDrop

rapida  etro de arranjo o corrigido de xenbnio, quimica para introduzido

de diodos ao infinito o Cary 50 FTIR para

digital microquantifi

cacao

de amostra

de 1 pl

Selo de confidencialidade s C o ADADEMIC
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Espectroscopia UV-VIs
Geral " Raiosgama o1 4
_(IJAI nm
O espectro eletromagnético CE R
abrange muitas ordens de 107
magnitude em frequéncia 1| wioes |/
€ Comp”mento de Onda’ ws_ﬁi\ﬁ'sh’.\iélf]ﬁ:]ﬁﬁﬁ][_12:0nm
A luz visivel representa apenas 104 "
uma fracdo muito pequena T
do espectro eletromagnético. S e
| 1000 pm
. 1000 MHz 1 10" Micro-ondas mm
 Ultravioleta: 190 a 400 nm 1o .
* Visivel: 400 a 800 nm : N
e Infravermelho: 800 a 100.000 nm W e [
"Espectro o 7
eletromagnético” ondasiongas |
por Victor Blacus
Fonte: Wikipedia
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https://en.wikipedia.org/wiki/Electromagnetic_spectrum
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Espectroscopia UV-Vis
Geral

Um espectrofotdmetro mede a
guantidade de luz transmitida através
de uma amostra ou refletida por ela.

Todos os verdadeiros
espectrofotdmetros de pesquisa
podem medir a porcentagem de luz
transmitida ou refletida em todos
0S comprimentos de onda

de cerca de 190 nm (ultravioleta
medio) até pelo menos 900 nm
(infravermelho proximo)

com resolucao de sub-2 nm.

Para trabalho de solucéo,

a porcentagem de luz transmitida
€ expressa como absorbancia,
que é diretamente proporcional

a concentracéao.

Apenas para finalidades de ensino s ABAD EMIC

March 7, 2016 4.3 Agilent Technologies & INSTITUTIONAL
A RESEARCH

8



Espectroscopia UV-Vis
Configuracao geral

Area de
amostra , Detector

Monocromador ,

A lampada (fonte) emite luz através de uma gama de comprimentos
de onda

O monocromador (dispositivo de disperséo) seleciona um comprimento
de onda

O analito absorve a luz (area de amostra)
A luz transmitida é medida (detector)
A concentracdo é determinada por comparacdo com padrdes

Apenas para finalidades de ensino o ; o ACADEMIC
March 7, 2016 ..~ Agilent Technologies & INSTITUTIONAL
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Espectroscopia UV-Vis
Configuracao geral: Espectrometro de feixe simples vs. duplo

g Fonte de radiacao ﬁ

Monocromador

l
A
|
v
Amostra ! !
i

A
Detector
de radiacao

o |
Apenas para finalidades de ensino
March 7, 2016

A abordagem de
feixe duplo permite
a correcéo de
variacdes na

intensidade da luz.
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Espectroscopia UV-Vis
Fonte de radiacao

A fonte de radiacao ideal produziria uma
intensidade constante ao longo de todos
0os comprimentos de onda com baixo ruido -
e estabilidade em longo prazo.

Fontes normalmente utilizadas
em espectrofotometros UV-Vis:

« Lampada de arco de deutério -2
intensidade util na regido ultravioleta

 Lampada de tungsténio-halogénio -
boa intensidade ao longo de parte
do espectro ultravioleta e toda a
gama visivel

« Lampada de xenbnio - boa
continuidade sobre todas as regides S ) o o
. . s . Fonte de deutério (acima) e lampada de tungsténio-halogénio
ultravioletas e visiveis (abaixo) usadas com sistemas ultravioletas

Apenas para finalidades de ensino s ACADEMIC
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Espectroscopia UV-Vis
Elementos dispersivos

Os elementos dispersivos dispersam
comprimentos de onda da luz em diferentes
angulos. Quando combinados com uma fenda
de saida apropriada, esses dispositivos podem
ser usados para selecionar um determinado
comprimento de onda (ou, mais precisamente,
uma faixa de frequéncia estreita) de luz de uma
fonte continua.

Prisma

Existem dois tipos de dispositivos:
 Prismas Grade
Geram um arco-iris de luz solar;

a desvantagem é que o angulo de

disperséo é sensivel a temperatura Esquema
 Grade hologréafica de dispositivos
~ ~ A . de dispersao. Os
N&o séo sensiveis a temperatura; espectrometros mais SRR
a luz que cai na grade é refletida modernos utilizam a Segunda ordem

dispersao por grade.

em angulos diferentes, dependendo

do comprimento de onda.
Fonte: Principios da espectroscopia UV-visivel

ACADEMIC

Apenas para finalidades de ensino
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Espectroscopia UV-Vis

Detectores

Um detector converte um sinal luminoso
em um sinal elétrico. ldealmente, ele deve
proporcionar uma resposta linear ao longo
de uma vasta faixa com baixo ruido e alta
sensibilidade.

Detector de tubo fotomultiplicador
Combina uma conversao de sinal com varios
estagios de amplificacéo no interior do tubo;
é feita a varredura de toda a faixa

de comprimentos de onda.

Detector de fotodiodo

A luz que cai no material semicondutor

permite que os elétrons fluam por ele, esgotando
assim a carga em um capacitor conectado

em todo o material. A quantidade de carga
necessaria para recarregar o capacitor €
proporcional a intensidade da luz; toda a faixa de
comprimento de onda é medida em uma leitura.

Apenas para finalidades de ensino
March 7, 2016
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Diagrama esquematico do detector de tubo
fotomultiplicador (acima) e do arranjo de fotodiodos
(abaixo).
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Espectroscopia UV-Vis
Sistema

Aplicacdes principais
 Monitoramento de cinética

» Caracterizacao de compostos
desconhecidos ou recém-
sintetizados

» Avaliacao de pureza de DNA
* Quantificacdo de DNA e proteinas

« Analise de nutrientes na agua,
em alimentos e na agricultura

Feixe de radiacao
com foco pequeno

Monocromador

Lampada de xenbnio
pulsada

Correcao
de referéncia
simultanea

Apenas para finalidades de ensino
March 7, 2016
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Espectroscopia UV-Vis
Analise qualitativa e quantitativa

Espectros UV-visivel geralmente mostram apenas algumas bandas de absorbancia
amplas. A maior parte da absor¢ao por compostos organicos resulta da presenca
de ligacdes pi (ou seja, insaturadas). Um cromoéforo € um grupo molecular

gue geralmente contém uma ligacéo pi. Quando inserido em um hidrocarboneto
saturado (que nao exibe nenhum espectro de absorcao UV-visivel), ele produz

um composto com absorcao entre 185 e 1000 nm.

Cromoforos selecionados e sua absorbancia maxima

Cromoforo Formula Exemplo Amay (NM)
Carbonila (cetona) RR’'C=0 Acetona 271
Carbonila (aldeido) RHC=0 Acetaldeido 293

Carboxila RCOOH Acido acético 204
Amida RCONH, Acetamida 208
Nitro RNO, Nitrometano 271

ACADEMIC

3% Agilent Technologies & INSTITUTIONAL
P RESEARCH



Espectroscopia UV-Vis
Analise qualitativa e quantitativa

A cor € uma propriedade importante
de uma substancia. A cor da matéria
esta relacionada com sua
absortividade ou refletividade.

O olho humano vé a cor
complementar aquela que

€ absorvida.

Transmissao e cor (acima)
Absorbéancia e cores
complementares (abaixo)

Apenas para finalidades de ensino
March 7, 2016
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Comprimento

de onda [nm] Cor absorvida  Cor complementar
650-780 Vermelho [ W Azul-verde
595-650 Laranja 0000 [ Azul esverdeado
560-595  Amarelo-verde I Roxo
500-560 Verde | W Vermelho-parpura
490-500  Verde azulado [ [ Vermelho
480-490 Azul esverdeado [ I Laranja
435-480 Azul Amarelo
380-435 Violeta [N Amarelo-verde

Fonte: Fundamentos da espectroscopia UV-visivel
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Espectroscopia UV-Vis

Aplicacoes

MERCADO APLICACOES

Material .

Materiais em massa

Componentes épticos: filtros, lentes, espelhos, divisores de feixe, polarizadores, vidro
Filmes finos, revestimentos antirreflexo e opticos, materiais nanocompdésitos, tintas,
células solares

Oculos de seguranca

Celulose e papel

Material de camuflagem

Oculos de sol

Tecidos/téxteis

Produtos
quimicos .

QA/QC em matérias-primas e produtos acabados na fabricacéo

Identificacdo quimica ou estudo de processos quimicos: laboratérios de quimica sintética,
pesquisa fotoquimica, caracterizacdo de nanoparticulas, pesquisa em quimica de superficie
Quimica analitica

Medicdes de cores: Tintas e produtos téxteis (correspondéncia de cores, QA/QC em tecidos,
medicdes de SPF)

Biotecnologia .
e farmacéutico .

Ensaios de ligacéo de drogas

Reacfes enzimaticas

Analise de amostras biolédgicas turvas, tecidos, homogenatos celulares
Medicbes de ion intracelular

Determinacéo de proteina e acido nucleico (RNA/DNA)

MedicOes de desnaturacdo/renaturalizacdo de DNA e proteina

Apenas para finalidades de ensino

March 7, 2016
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Espectroscopia UV-Vis
Medicao da absorbancia do filtro de vidro Schott

Dois filtros foram medidos

or—— T o o T I separadamente e numericamente
i i i i i somados (previstos). Estes
Y | R . [ S SO resultados séo idénticos
| | | | | aos dois filtros medidos
! ! : ! ! juntos (medidos).
TR TS oSN SN S
; | i | | |
| | | |
| | | | |
| | | ! i i
& S— . S T S K S— 8 -
: l | : |
| | | |
| | I | |
24— dm——————— ——————— o —|+ ——————— —Hm—————-
| | I | |
| | | | |
| | | | |
0 ; : : : |

1100 1200 1300 1400 1500
Comprimento de onda (nm)

Espectros do filtro UG11 1 (azul), filtro UG11 2 (preto) e o espectro
dos filtros UG11 1 e UG 11 2 juntos (vermelho). O espectro verde
€ o resultado previsto com base na adicdo de espectro azul e preto.

Apenas para finalidades de ensino - i - ACADEMIC
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Espectroscopia UV-Vis

Medicao da cor de uma tinta sobre tela

105,00

“T——— clowncapelli

93,33

rossoref1

81,67

/ clownr1

70,00

58,33

%R

46,67
35,00

23,33

11,67

_..--—/
---"‘/—

|

0,00

AL/'
_ﬁ;/-

Espectros mostrando que as
amostras clownnrl e clowncapelli
séo feitas de materiais semelhantes.

380

Apenas para finalidades de ensino
March 7, 2016
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Comprimento de onda (nm)

Fonte: Medicdo da cor de uma tinta sobre tela diretamente
com reflectancia difusa externa usando o espectrofotbmetro
UV-Vis Cary 60 da Agilent
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Espectroscopia UV-Vis
Analise de pureza e analise cinética

2,5 - 0 min
4 min
56 — 50 pg/mL

d — 25 pg/mL 6 min

2 -
< 0,5 - min
10 min
0,0 - 12 min

I I I

240 260 280 300 14 min

Comprimento de onda (nm)
16 min

18 min

Varreduras de amostras de 150 yL de DNAa4° C
em duas concentracdes mostrando o pico de absorbancia
caracteristica em 260 nm. Observe a absorbancia de 0,5

T ) I
500 600 700

1,0 unidades de absorbéancia para DNA de 50 ug/mL Compriments de onda (nm)

em comparacao a absorbancia de 0,5 unidades de

absorbancia para DNA de 25 ug/mL, demonstrando Varredura cinética de azul de metileno, usando fibra 6tica
adeséo a lei de Beer-Lambert. in situ, sob a exposicdo de uma lampada de UV de alta

intensidade (lampada Oriell 500 W Hg[Xe]) por 20
minutos dentro da faixa de 400 a 800 nm. Os roétulos
refletem comprimentos de onda de absorbancia maxima.

Fonte: Medicao da pureza de volumes baixos Fonte: Medicbes simples e automatizadas das propriedades
de DNA a 4 °C usando o espectrofotdmetro UV-Vis fotocataliticas de espécies colorimétricas usando o
Cary 60 da Agilent com microssonda de fibra optica espectrofotdmetro UV-Vis Cary 60 da Agilent com fibra dptica.

Apenas para finalidades de ensino - i - AGADEMIC
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Espectroscopia UV-Vis

Recursos

Arelagdo linear simples entre
absorbancia e concentracéo e a Vantagens

relatlya} faC|.||dade de medicao de |U.Z « Ampla aplicagéo para andlises qualitativas
UV-visivel fizeram da espectroscopia e quantitativas

UV-visivel a base para milhares « Pode ser usado para muitos tipos de

moléculas e ions organicos e inorganicos
* Facilidade de uso
* Rapida
* Pouca manutencao
* Medicao néo destrutiva

de métodos analiticos quantitativos.

LimitacOes

» Limites maiores (piores) de deteccao
do que fluorescéncia

» A sobreposicao de bandas de absorcao
pode interferir
» Pode ser dificil para compostos sensiveis
a luz se for usada uma fonte D2 e QI (ndo
aplicavel se for usada uma fonte de xenénio)

Apenas para finalidades de ensino s ; o ACADEMIC
March 7, 2016 %2 Agilent Technologies & INSTITUTIONAL
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Espectroscopia de fluorescéncia
Geral

Fluorescéncia é a emisséao
de fotons apos a excitacao
por fotons de maior energia.

Espectrometros de fluorescéncia
oferecem alta sensibilidade (picomolar),
ja que estao detectando um sinal
contra um fundo escuro, ao contrario
de espectrofotometros.

Instrumentos de nivel de pesquisa
usam monocromadores de varredura
para excitacao e emissao.

Muitos sistemas de fluorescéncia
também podem medir fosforescéncia
e luminescéncia.

Apenas para finalidades de ensino s ADAD EMIC

March 7, 2016 4.t Agilent Technologies & INSTITUTIONAL
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Espectroscopia de fluorescéncia
Configuracao geral

Mono Area de Mono

cromador amostra cromador , Detector

A lampada (fonte) emite luz através de uma faixa de comprimentos
de onda

O monocromador seleciona o comprimento de onda de excitacao
A area de amostra mantém a amostra, o analito absorve a luz
Luz emitida em um comprimento de onda mais longo

O monocromador seleciona o comprimento de onda de emissao
A luz transmitida € medida (detector)

Apenas para finalidades de ensino o ; o ACADEMIC
March 7, 2016 ..~ Agilent Technologies & INSTITUTIONAL
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Espectroscopia de fluorescéncia
Configuracao geral

Amostra
S o~ e _—>
excitacdo
If
Fonte Mono-
de radiacao cromador
A
emissao

Observacdao: O detector
nao esta em linha direta
Detector com a fonte de radiacao
para minimizar o risco de a
luz incidente transmitida ou
refletida atingir o detector.

Apenas para finalidades de ensino
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Espectroscopia de fluorescéncia
Fonte de radiacao

Varias fontes de radiac&o sdo usadas em espectrofotbmetros
de fluorescéncia:

 Lampada de xenoOnio: espectro de emissdo continua com intensidade
guase constante de 300 a 800 nm

« Lampada de vapor de mercurio: uma lampada de linha, ou seja, emite
luz perto de comprimentos de onda de pico

» Lasers: limitados em selecdo de comprimento de onda; nao podem
ser alterados

Apenas para finalidades de ensino

ACADEMIC
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Espectroscopia de fluorescéncia

Sistema

Aplicagcbes principais Lampada Tubo Monocromador
. o de xendnio fotomultiplicador

« Estabilidade térmica oulsada D

de biocatalisadores

» Caracterizacao de selos biologicos
para imagens ao vivo de células

» Misturas de hidrocarbonetos
em Oleos de petroleo

» Oligomerizacéo para caracterizacao
de receptores acoplados as
proteinas G (GPCR)

Compartimento
de amostra Filtros internos

Apenas para finalidades de ensino s C o ACADEMIC
March 7, 2016 0 - Agilent Technologies & INSTITUTIONAL
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Espectroscopia de fluorescéncia
Aplicacoes

MERCADO APLICACOES

* Pesquisa fotoquimica

Produtos » Caracterizacao de nanoparticulas
quimicos « Pesquisa em quimica de superficie
e Quimica analitica

e Pesquisa bioquimica e biofisica

» Estudos estruturais e de quantificacdo de proteina:
Farmacéutico InteracOes de proteina com proteina, estudos de membrana

e biotecnologia « Enzimologia: Cinética enzimatica utilizando
um substrato fluorescente

» Biologia molecular: Quantificacao de DNA e RNA

Apenas para finalidades de ensino i i - ACADEMIC
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Espectroscopia de fluorescéncia
Expressao citosolica de proteina verde fluorescente

GEEEN YELLOW
BIUE  CYAN * * RED

Intensity (a.u.)

500 550
Wavelength {nm)

Representacédo esquematica da proteina verde fluorescente. Esquerda: Fluoroforo tripeptideo em vermelho.
Direita: Intensidade vs. emissao para todo o espectro de proteinas fluorescentes.

Fonte: Expressao citosolica de Proteina Fluorescente Verde
(GFEP) e seus derivados na levedura Saccharomyces
cerevisiae: deteccao in vivo utilizando o Cary Eclipse da Agilent
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http://www.chem.agilent.com/Library/applications/app07.pdf

Espectroscopia de fluorescéncia
Quantificacéo de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos ou 6leos
de petrdleo

— ) —0F 0B e ] ] — —

&=
=

350

Intensidade
= & =
=] = =

o
e

Intensidade em 324 nm

=
=

o
=

300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 0 1 2 3 4 B fi

Comprimento de onda, nm
cpg/ml

Espectros de fluorescéncia do naftaleno, Comprimento de onda de ex. 250 nm, fenda Ex. 10 nm, fenda Em. 5 nm (esquerda);
curva de calibracéo (os pontos para a mesma concentracdo sdo uma média) para a determinacao fluorométrica de naftaleno
em 324 nm, comprimenro de onda de Ex. de 250 nm, fenda de Ex. 10 nm, fenda de Em. 5 nm.

Fonte: Quantificacdo de hidrocarbonetos aromaticos

policiclicos complexos ou 6leos de petréleo em agua

com espectrofotdbmetro de fluorescéncia Cary Eclipse
de acordo com astm d 5412-93 (2000)

Apenas para finalidades de ensino - i - ACADEMIC
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Espectroscopia de fluorescéncia

Recursos

Em baixas concentragoes, a Espectroscopia de fluorescéncia
intensidade de fluoresce_nua Vantagens

geralmente S?ra proporglonal « Extremamente sensivel para

a concentracao do fluoréforo. compostos aromaticos e insaturados

» Pode ser aplicada a outros compostos

Efeitos de quenching podem R .
com derlvatlzagao Oou marcacao

influenciar o resultado.
O quenching descreve a diminuicao
da intensidade da fluorescéncia de

» Facilidade de uso
* Pouca manutencéo

uma dada substancia e pode ser Limitagdes

resultado de varios processos, « Limitada a determinados tipos
como reacOes de estado excitado de compostos

ou gquenching de coliséo. » As misturas podem exigir limpeza

« Possibilidade de quenching

ACADEMIC
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Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
Geral

A radiacao infravermelha tem um

comprimento de onda maior e e g
A . ., o o

uma frequéncia menor do que a luz visivel. 2 Es
O espectro no infravermelho € dividido em g S

. ~ . ;= JRT Raios gama _O.IA
radiacao no infravermelho proximo, médio i
e distante. A regido normalmente mais LA
usada é o infravermelho médio 10 paiosx
(frequéncia: 4000 e 400 cm™Y). . -
A espectroscopia no infravermelho por e —10n
transformada de Fourier (FTIR) é uma técnica |utaviotera |/
gue obtém um espectro no infravermelho L —

~ . ~ .. Visivel ..
de absorcédo, emissao, fotocondutividade - IV préximops 1 fm ™
ou espalhamento Raman de um solido, |
s . e Infravermelho |— 10
um liquido ou um gas. 105_
Um espectrometro FTIR coleta |
simultaneamente dados de alta resolucéo ~ | 1000um
espectral em uma ampla faixa espectral. "Espectro eletromagnético” por Victor Blacus
Fonte: Wikipedia

Apenas para finalidades de ensino s C o ACADEMIC
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https://en.wikipedia.org/wiki/Electromagnetic_spectrum

Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
Geral

A luz infravermelha absorvida pode causar vibracdes moleculares.
A espectroscopia no infravermelho mede a mudanca da amplitude.

ACADEMIC
& INSTITUTIONAL

{ TocC
March 7, 2016

RESEARCH



Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
Geral

Estiramento simétrico Estiramento assimeétrico Tesoura

Rotacao Balanco

Fonte: https://en.wikipedia.org/wiki/Infrared spectroscopy
ACADEMIC

3% Agilent Technologies & INSTITUTIONAL
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https://en.wikipedia.org/wiki/Infrared_spectroscopy
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Espectroscopia no infravermelho por transformada

de Fourier
Geral

» LigacOes ativas no IV produzem bandas
» Essas ligacOes vibram em frequéncias especificas

* Peguenas variacdes na altura e na posicao da banda permitem
a diferenciacao

* O espectro IV pode servir como a impressao digital de um composto

o
w
o

Absorbancia

o
=
o

Nimero de onda (cm1)

ACADEMIC
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Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
Geral

Numero de onda em que diferentes
ligacOes (geralmente conhecidas
como "grupos funcionais") absorvem
indicam a forca da ligacéo. Ligacoes
mais fortes absorvem em maiores
numeros de ondas.

Cada grupo funcional absorve em
sua propria frequéncia caracteristica,
tornando possivel elucidar a
estrutura quimica de um material

a partir de seu espectro

no infravermelho.

Apenas para finalidades de ensino

March 7, 2016
B85

Absorbancia

i |
NW
)
O H
n
1650 cmt 1540 cm*
Estiramento Deformacéo
C=0 :\7
-1
3300 cm 2900 cmL
Estirament

Estiramento

o N-H \ /C_H

N

4000 3000 2000 1000
Namero de onda (cm)
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Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
Geral

Comprimentos de onda e ligagdes moleculares

Numero Numero
. - . . - de onda n
Ligacéo Tipo de vibracao iErEls Ligag&o Tipo de vibragéo I(:](tee?vgli
(cm™) (cmt
cm)
Alcano (estiramento) 3000 — 2850 s
~CH, (deformacao) 1450 & 1375 A'Cégg'rse’sezgge;
2 (deformacéo) 1465 Cc-0 Lo 1300 — 1000
Aleeno Estiramento 3100 — 3000 carboxdlicos,
C-H Aromatico  (deformacéo fora do plano) 1000 - 650 - anidridos
(estiramento) 3150 — 3050 Alcoois, fenois
Alcino (deformacéo fora do plano) 900 —- 600 Livre 3650 — 3600
Aldeido (estiramento) ~ 3300 O-H Ligacéo de 3400 — 3200
2900 — 2700 hidrogénio 3400 - 2400
Acidos
c=C Arof‘r!g%gg iggg é iigg carboxilicos
I Primario e secundario
c=C Alcino 2250 - 2100 aminas e amidas
Aldeido 1740 — 1720 o (est-iram~e nto) iggg : i’égg
Cetona 1725 - 1705 (igagdo)
Acido :
c=o carboxilico 1725 — 1700 C-N . Aminas 1350 — 1000
Ester 1750 -1730 C=N Iminas e oximas 1690 — 1640
Amida 1680 — 1630
Anidrido 1810 -1760

Apenas para finalidades de ensino i i - ACADEMIC
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Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
Configuracao geral

Inter- Area de
ferometro amostra , Detector

« Afonte IV gera um feixe infravermelho (fonte de radiacéo de banda larga)

* O interferdbmetro (configuracdes de espelho) cria um padrao
de interferéncia

A 4rea de amostra mantém a amostra, o feixe infravermelho atravessa
a amostra

» O detector gera um interferograma
* O computador converte o interferograma em espectro

ACADEMIC

3% Agilent Technologies & INSTITUTIONAL
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Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
Interferograma

Um interferograma € um gréafico da
intensidade de infravermelho vs. =——= Espelho fixo
a posicao do espelho movel.

O algoritmo da transformada de Fourier
converte um interferograma em um Fonte de IV
espectro ao separar as frequéncias A
. .. : \ FX
individuais de absorbancia e criar um <‘>
e - e . VA /
grafico de intensidade vs. numero de onda.
Divisor de feixe

O espelho
movel cria
um padrao de
interferéncia

Interferograma Espectro

Amostra -

Transformada
de Fourier

| Detector
-§< 0 >+3 < cm't =»

ACADEMIC
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Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
Analise qualitativa

» Os compostos podem ser
identificados pelo seu espectro
no infravermelho Unico

* Os espectros no infravermelho
fornecem informacdes sobre a
estrutura molecular (por exemplo,
a presenca de um grupo ciano)

e Os computadores podem
procurar em bancos de dados
no infravermelho para identificar
compostos

Apenas para finalidades de ensino

March 7, 2016
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1. Espectro de uma amostra desconhecida

Absorbancia

4000 3000 2000 1000 NUmero de onda

2. Comparacdo com um banco de dados de espectros

Poliestireno Cola em bastio
© °
3 5
c S
g g
1 2
2 <
4000 3000 2000 1000 4000 3000 2000 1000
« Etilenoglicol
c
«T
2
(@]
7]
O
4000 3000 2000 1000
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Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
Analise guantitativa

Quantificacao 12
8

* Alei de Beer-Lambert pode ser £08
. . o]

aplicada na espectroscopia FTIR 5 o

Kol

<

« Compare a amostra com a curva oo

de calibracédo de absorbancia 1800 1600 1400 1200 1000
vS. a concentracao de um padrao Nimero de onda (em™)

Gréfico de validacdo quantitativa para frutose

. : 3 P
. Apllca}\{el a misturas ~e20.908 / 20%
quantificacdo simultanea 2 o9

& /

5 | 10%

o Desconhec%/

38 / 5%

canb(r::ggi G oL 0%defuose

frutose de 0-20% 0 10 20

Fonte: Material de treinamento interno da Agilent
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Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
Sistema

Conversor

Aplicacdes principais
* Imagem biomédica (tecido)

* Imagem quimica Fonte de IV

» Controle de processo tArr(;mazgn_amen
(biodiesel) doe fgix Ie\gsores

» Pesquisa de material/polimero/
controle

Detector

» Aplicacdes forenses

(teor de alcool no sangue) Compartimento
de amostra

Roda de
Interferbmetro atenuacao

ACADEMIC

March 7, 2016 ::: Agilent Technologies & INSTITUTIONAL
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Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier

Aplicacoes

MERCADO APLICACOES

e Dano de calor e UV em compdsitos, cura
de compdositos
 |dentificacao de superficies de revestimento, limpeza
Materiais e preparacao de superficies, desgaste do revestimento
e intempéries
« Controle de qualidade, conservacéao historica e de arte,
pesquisa de material
Enerai e Controle de qualidade da entrada de matérias-primas
giae Z . .
dUtOS Ilqgld_as e pI’OAdL_I'[OS acabados, incluindo produtos
prodt guimicos organicos, surfactantes, lubrificantes
quimicos e 6leos comestiveis
Al ¢ « Controle da qualidade da entrada de matérias-primas
IMentos e de produtos acabados

Apenas para finalidades de ensino

March 7, 2016
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Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
Determinacao de danos a compasitos

1900 1800 1700 1600 1500
NUmero de onda

Material de compaosito de fita ndo acabado de epoxi 1
termicamente danificado. Os cupons de compdsito sdo
expostos a uma faixa de temperaturas por 1 hora. A banda
de absorcdo em 1722 cm-1 (circulo vermelho) decorre da
vibracéo do estiramento da carbonila associado a oxidacao
da resina e indica sobre-exposicao térmica.

Apenas para finalidades de ensino
March 7, 2016
43

i’ Agilent Technologies

1594.,6 15106

1455,9

1900 1800 1700 1600 1500

Material de compaosito de fita acabado de epoxi 1 termicamente
danificado. Os cupons de compdsito sdo expostos a uma faixa
de temperaturas por 1 hora. A vibracdo em 1722 cm-1 esta
ausente no ambiente anaerébio.

A diminuicéo da absorbancia a 1672 cm! fornece uma boa
correlacdo negativa a exposicao da temperatura.

Fonte: Avaliacdo ndo destrutiva de dano térmico do compdsito
com o0 novo FTIR 4300 portatil da Agilent
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http://www.chem.agilent.com/Library/applications/5991-4037EN.pdf
http://www.chem.agilent.com/Library/applications/5991-4037EN.pdf

Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier

Medicé@o da concentracao de biodiesel em combustivel diesel
com cetano elevado

y=0,3531x - 0,0681
R’=0,9999

o
.

Absorbancia
>

0 5 10 15

30 - y=0,8682x — 2,7899
R*=0,9986

Concentracao de biodiesel em % Volume
I
o

20
17‘80 17Lf0 17|60 17‘50 17|40 1750 17|20 17‘10
NuUmero de onda (cm-1) 10 -
Os espectros no infravermelho sobrepostos de diesel e 0 - . - . . .
calibracao para diferentes concentracdes de biodiesel na 10 15 20 25 30 35 40
regido de absorbancia do diesel com cetano elevado 1713 Area
a 1784 cm! utilizados na calibracdo para a concentracéao
na faixa de 0 a 6%.
Fonte: ASTM D7806-12 para biodiesel em oleo
de combustivel diesel & base de petréleo

Apenas para finalidades de ensino s ; o ACADEMIC
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http://www.chem.agilent.com/Library/applications/5991-5591EN.pdf
http://www.chem.agilent.com/Library/applications/5991-5591EN.pdf
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Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
Controle de qualidade de laticinios em po

A aquisicao espectral foi realizada
da SegUinte forma: 030+ Alfalactoalbumina

: Proteina de soro de leite

. concentrada a 80%

i Proteina de soro de leite isolada
: Betalactoglobulina

» Colocacéo de uma pequena
guantidade de proteina em po sobre
a superficie de ATR de diamante.

Absorbancia

* Pressao das amostras contra o
cristal de diamante usando a prensa
incorporada. (Uma embreagem
deslizante na prensa evita excesso el N
de aperto,) Numero de onda (cm-)

e Coleta de 64 espectros coadicionados Espectros no infravermelhos de laticinios em p6
C e~ selecionados registrados no analisador ATR-FTIR Cary 630
(tempo de aquisicéo de ~30

segundos a uma resolucao de 4 cm)

entre 4000 e 650 cm™1.
Fonte: QA/QC de laticinios em p6 usando o analisador
ATR-FTIR Cary 630 da Agilent
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http://www.chem.agilent.com/Library/applications/5991-0784EN_AppNote_630_Dairy.pdf
http://www.chem.agilent.com/Library/applications/5991-0784EN_AppNote_630_Dairy.pdf
http://www.chem.agilent.com/Library/applications/5991-0784EN_AppNote_630_Dairy.pdf

Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
Medicao de acrilamida em batatas fritas

Sensor  Tipo de batata frita Fatores  SE (pg/L) r
MIR Cary | *Regular Calibracao 7 65 0,95
630 portatil Val. cruzado 7 74 0,93
Previsdao® 7 75 0,90 'g
“Temperada Calibragao 7 59 0,96 ‘_;E
Val. cruzado 7 75 0.92 é
‘Doce Calibracao 7 14 0,99 <
Val. cruzado 7 98 0,98

="Regular” refere-se a batatas fritas que contém apenas batatas,
oleos vegetais e sal.

b"Temperada” refere-se a batatas fritas que contém ingredientes adicionais. NUmero de onda (cm-1)

<"Doce” refere-se a batatas fritas de batata-doce.

‘previsoes de variaveis independentes feitas apenas em batatas fritas regulares.

T T T T T T T T T T T T T
3800 3400 3000 2600 2200 1800 1400 1000

Resultados e espectro de bolo de batata frita regular medido pelo analisador FTIR portatil equipado com tecnologia
de amostra de ATR de diamante de reflex&o simples.

Fonte: Compéndio de espectroscopia molecular - Garantia
da qualidade, producéo e segurancade alimentos
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http://www.chem.agilent.com/Library/applications/5991-3818EN__Active.pdf
http://www.chem.agilent.com/Library/applications/5991-3818EN__Active.pdf
http://www.chem.agilent.com/Library/applications/5991-3818EN__Active.pdf
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Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
Recursos

A eSpeCtrOSCOpla no InfravermelhO é Espectroscopia de ﬂuorescéncia

uma técnica poderosa e versatil que Vantagens
pode ser usada para analisar gases,
liquidos e solidos.

« Simples de executar
e Analise rapida e precisa
» Pode lidar com muitos tipos de

Ela muitas vezes € usada para .
amostras, de tamanhos diferentes

|den_t|f|ca_r es:[rUturaS’ porque grupos « Pode ser qualitativa e quantitativa
funC|ona,|s dao origem a bandas . Muitas vezes, requer pouco ou
caracteristicas em termos de nenhum preparo de amostra
intensidade e posicao (frequéncia). « Na&o destrutiva

LimitacOes

E uma técnica simples e confiavel,
amplamente utilizada em pesquisas
no setor.

» A molécula deve reagir a radiacéo
infravermelha

» Informacbes elementares minimas

Apenas para finalidades de ensino o ; o ACADEMIC
March 7, 2016 ..~ Agilent Technologies & INSTITUTIONAL
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Abreviacoes

Abreviacéo Definicdo

A absorbancia

b caminho optico (cm)

c speed of light (3 x 108 ms1)

€ coeficiente de extingdo ou absortividade molar (Imol-tcm-1)
E oscilacdo do campo elétrico

E energia

FTIR Infravermelho por transformada de Fourier
h Constante de Planck (6,62 x 1034 Js)

I radiacdo transmitida

lo radiacao incidente

A comprimento de onda

T transmitancia

UV-VIS ultravioleta — visivel

v frequéncia (s1)

Apenas para finalidades de ensino i i - ACADEM":

March 7, 2016 4.2 Agilent Technologies & INSTITUTIONAL
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Saiba mais

Para obter mais informacgdes sobre os produtos Agilent, acesse www.agilent.com ou
www.agilent.com/chem/academia

Vocé tem duvidas sobre esta apresentacéo ou deseja dar sugestdoes?
Entre em contato chem vendas@agilent.com

Inicio da histéria “The Early History of Spectroscopy” de Nicholas C. Thomas, J Chem Edu, Vol 68, 6, agosto de 1991

Introducéo Fundamentos da espectroscopia V-visivel 5980-1397EN

Medicdo de densidades 6pticas acima de 10 Abs no espectrofotbmetro de medicdo universal (UMS)

Aplicacao Cary 7000 da Agilent 5991-2528EN
Aplicacao Medicdo da cor de uma tinta sobre tela diretamente com reflectancia difusa externa usando 5091-3783EN

0 espectrofotometro UV-Vis Cary 60 da Agilent

MedicOes simples e automatizadas das propriedades fotocataliticas de espécies colorimétricas usando

Aplicagdo 0 espectrofotdmetro UV-Vis Cary 60 da Agilent com fibra dptica SO pEealEl]
Aplicaco Exprgs;éq citoséli(ja _de Prote[na Fluorescente V(_arde (GFP) e seus derivados na levedura Saccharomyces S-A-1831
cerevisiae: deteccéo in vivo utilizando o Cary Eclipse da Agilent
Aplicacédo Avaliacdo ndo destrutiva de dano térmico em composito com 0 novo FTIR 4300 portétil da Agilent 5991-4037EN
Aplicacéo ASTM D7806-12 para biodiesel em 6leo diesel & base de petréleo 5991-5591EN
Aplicacédo QA/QC de laticinios em p6 usando o analisador ATR-FTIR Cary 630 da Agilent 5991-0784EN
Aplicacéo Compéndio de espectroscopia molecular - Garantir qualidade, producdo e seguranca dos alimentos 5991-3818EN
Web CHRO_I\/Iacad_emY — acesso gratuito para alunos e funcionarios da universidade a cursos on-line
(material em inglés)
Videos e imagens www.agilent.com/chem/teachingresources
{ ToC
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http://www.chem.agilent.com/Library/primers/Public/59801397_020660.pdf
http://www.agilent.com/cs/library/primers/public/59801397_020660.pdf
http://www.chem.agilent.com/Library/primers/Public/59801397_020660.pdf
http://www.chem.agilent.com/Library/technicaloverviews/Public/5991-2528EN.pdf
http://www.chem.agilent.com/Library/applications/5991-3783ENE_print.pdf
http://www.chem.agilent.com/Library/applications/5990-7864EN.pdf
http://www.chem.agilent.com/Library/applications/app07.pdf
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http://www.chem.agilent.com/Library/applications/5991-5591EN.pdf
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http://www.chromacademy.com/Agilent-uni.html
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