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RESUMO

USO DA ESPECTROSCOPIA DE CORRELAGAO BIDIMENSIONAL (2D) E
CONSTRUGAO E AVALIAGAO DE UM ESPECTROPOLARIMETRO PARA A
REGIAO DO INFRAVERMELHO PROXIMO (NIR)

A espectroscopia de correlagdo bidimensional (2D) foi utilizada neste
trabalho como ferramenta de selecdo de variaveis espectrais na regido do
infravermelho préximo (NIR) para a determinagdo dos seguintes parametros de
qualidade de gasolinas: teor de etanol, MON e RON. Para tanto, foi sugerido um
sistema de perturbag&o de concentragdo em fluxo. Tal sistema apresenta algumas
vantagens em relagdo aos sistemas de perturbagdo em batelada: os experimentos
sdo realizados em sistema fechado; uma maior velocidade na aplicagdo da
perturbacdo é obtida, além de se trabalhar em micro-escala. Em outra etapa do
trabalho, sugeriu-se a construgdo de um espectropolarimetro baseado em Filtro
Optico Acustico Sintonizavel (AOTF) que opera na regido do Infravermelho
préximo (800 — 1600 nm). A medida de rotagéo 6ptica no instrumento proposto é
feita utilizando-se a razao entre os dois feixes difratados pelo AOTF (espectro de
rotacdo Optica), a qual & proporcional ao angulo de rotagdo da luz polarizada
imposto pela amostra. O instrumento foi empregado na obtengao de espectros de
rotacdo Optica na regido NIR de sacarose, glicose, frutose e céanfora. Esses
espectros sdo proporcionais as concentragdes das espécies estudadas e curvas

analiticas com bons coeficientes de correlagdo foram obtidas.
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ABSTRACT

USE OF TWO-DIMENSIONAL CORRELATION SPECTROSCOPY AND
CONSTRUCTION AND EVALUATION OF A NEAR-INFRARED
SPECTROPOLARIMETER

The two-dimensional correlation spectroscopy was used in this work as
a tool for spectral variable selection in the near-infrared (NIR) region aiming the
determination of the following quality parameters of gasoline: ethanol content,
MON (Motor Octane Number) and RON (Research Octane Number). To achieve
this objective, it was developed a flow system to automated the perturbation by
concentration. This system presents some advantages in relation to batch systems
employed to the same purpose: the experiments are accomplished in a closed
system; a greater velocity in the application perturbation can be obtained and the
experiments are made in micro-scale. In another part, this work presents the
construction of a spectropolarimeter based on the acousto-optic tunable filter
(AOTF), which works on the near-infrared region (800 — 1600 nm). The measure of
optical rotation on the instrument is made using the ratio between two diffracted
beams by the AOTF (optical rotation spectrum), which is proportional to the
rotation angle of the polarized light imposed by the sample. The instrument was
applied in the investigation of NIR optical rotation spectra of sucrose, glucose,
fructose and camphor. These spectra are proportional to the concentration of
species studied and analytical curves with good correlation coefficients were

obtained.
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Optica para solugbdes aquosas de sacarose utilizando-se
agua como referéncia. Caminho oéptico = 10 cm,
0 = angulo de rotagdo em graus

Curvas analiticas obtidas para rotacdo Optica da
sacarose em diferentes comprimentos de onda.
(@) Dados originais, 0°0 nm=1,10 + 0,572x,
0°880 nm = 0,495 + 0,533x, 0°1080 nm = -0,279+ 0,358x.
(b) Dados apds subtragdo do sinal da &agua,
0°s40 nm = 0,553 + 0,572x, 06°ss0 nm = 0,295 + 0,533,
0°1080 nm = -0,196+ 0,358x

(a) Espectros de rotagdo optica para solugdes aquosas
de glicose (5 — 25% ml/v), referéncia: agua; (b) Curvas
analiticas obtidas para rotacdo Optica em diferentes
comprimentos de onda. 0°s40 nm= 0,457+ 0,441x,
0°880 nm= 0,599 + 0,415x, 0°1080 nm = 0,166 + 0,269x

(a) Espectros de rotagdo Optica para solu¢gdes aquosas
de frutose (5 — 25% ml/v), referéncia: agua; (b) Curvas
analiticas obtidas para rotacdo Optica em diferentes
comprimentos de onda. 0°g40 nm= -0,439 - 0,741x,
0°880 nm= -0,454 — 0,665X, 6°1080 nm = -0,149-0,453x
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Figura 11.23 -
Figura I1l.24 —
Figura 11.25 —
Figura 11.26 —
Figura 11.27 —
Figura 11.28 —

(a) Espectros de absorgcao obtidos em um instrumento
comercial (Bomen) para solugbes de frutose, glicose e
sacarose. Referéncia = agua, caminho 6ptico = 5 cm. (b)
Espectros de reflectancia para agucares frutose, glicose
e sacarose. Referéncia = espectralon 99%

Espectros de transmissdo para solugdo aquosa de
sacarose 15% (m/v) com diferentes intensidades da fonte
de radiagdo. (a) detector da direita. (b) Detector da
esquerda. (c) Espectros de rotagdo Optica para as
diferentes intensidades da fonte; |, obtidos com feixes
gerados pela mesma intensidade e Il, obtidos com feixes
a duas intensidades (sistema de feixe unico)

Espectros de absor¢ao para solugao de (+) canfora 30%
(m/v) em CCly na faixa espectral de 850 — 1600 nm.
Medidas realizadas no espectropolarimetro construido
(caminho o6ptico = 10 cm) e em um espectrofotdmetro
comercial NIR com transformada de Fourier da AMM
Bomen Inc. (caminho 6ptico = 5,0 cm). Referéncia = CCly

Espectros de rotagdo optica da (+) canfora na faixa
espectral 1000 — 1300 nm. Referéncia: CCly, célula de
medida = 10 cm

(a) Espectros de absorgéo da solugao de cloroférmio (1/5
v/v) em CCls nos dois detectores, DD, detector da direita,
DE, detector da esquerda. Referéncia: CCly4. (b) Espectro
de rotacao optica do cloroférmio para a solugao descrita
em (a)

Espectros de rotagdo oOptica para (+) canfora utilizando
() canfora como referéncia. Em azul, espectro de
absorgao para (+) canfora
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11. INTRODUGAO

A espectroscopia de correlacdo bidimensional € uma técnica que
representa graficamente a intensidade da correlagéo espectral em fungédo de duas
variaveis espectrais independentes (i.e. freqliéncia ou comprimento de onda). Ou
seja, dois eixos ortogonais de variaveis espectrais independentes definem o plano
espectral 2D e a intensidade da correlagao espectral é representada ao longo do
terceiro eixo. Através desses espectros 2D é possivel obter: simplificacdo de
espectros complexos que consistem de muitas bandas ou picos sobrepostos;
melhor resolugdo espectral através da expansdo dos picos sobre a segunda
dimenséo e identificacdo de varias interagdes inter e intramoleculares através da

correlagao seletiva dos picos [1].

A idéia de expandir picos espectrais através da segunda dimenséo, a
fim de melhorar a interpretacédo e atribuicdo das bandas de espectros complexos
além da investigagcdo de interagdes inter e intramoleculares, surgiu na
espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) ha mais de 30 anos
atras [1 — 2]. Atualmente esta idéia € amplamente utilizada em RMN e em outras
diferentes técnicas espectroscopicas como: Infravermelho Médio (MIR),
Infravermelho Préximo (NIR), Fluorescéncia e Espalhamento Raman. Entretanto, o
conceito basico de obtencéo de espectros 2D em RMN é diferente do utilizado nas
demais técnicas espectroscopicas. O maior obstaculo em se adotar um
procedimento experimental semelhante ao usado em RMN advém da diferenga
entre as velocidades de relaxagéo vibracional (picosegundos) encontradas nas
demais técnicas espectroscopicas e as velocidades de relaxagao de spin tipicas

(microsegundos ou maiores) encontradas em RMN [2].

Em RMN 2D, os dados sao coletados em funcao do tempo t, (tempo
de detecgdo) e antes de se obter o sinal de FID (decaimento livre de indug&o) o
sistema é perturbado por um pulso por um periodo t;. A transformada de Fourier
do FID em funcao de t, para um t; fixo fornece um espectro 1D. O processo &,
entdo, repetido para varios valores de t;, fornecendo assim um espectro

bidimensional em termos das duas variaveis v1 € v, ou as vezes, dos parametros
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de deslocamento quimico 31 e &, [3]. Nas outras técnicas espectroscopicas, ao
contrario, espectros dinamicos induzidos por perturbacao externa (temperatura,
pressado, concentragcdo, campo elétrico, etc.) sdo coletados sucessivamente, e
este conjunto de espectros € entdo manipulado matematicamente, utilizando um

esquema de analise de correlagao simples, a fim de gerar os espectros 2D [2,4].

Os objetivos principais dessas técnicas sao também diferentes. Em
RMN 2D procura-se elucidar a estrutura de espécies quimicas diferentes,
enquanto nas outras técnicas espectroscopicas, séo feitas investigagcées sobre as
mudancas estruturais decorrentes dos processos quimicos induzidos pela

perturbacgao externa.

O poder e versatilidade da analise de correlacado 2D, que atualmente é
aplicavel a qualquer estudo espectroscopico, podem ser notados pelos diferentes
trabalhos citados na literatura, incluindo as mais diferentes matrizes como:
polimeros [5 —11], cristais liquidos [6, 12], moléculas biolégicas (proteinas,

enzimas, etc.) [13 — 22] e alimentos [23 — 26].

No presente trabalho, avaliou-se o uso da espectroscopia de
correlagdo bidimensional (2D) para a selecdo de regides espectrais do
Infravermelho Proximo (NIR) para a determinagcéo dos seguintes parametros de
qualidade de gasolinas: teor de etanol, MON e RON. Para tanto, foi proposto e

utilizado um sistema de perturbagao de concentragao em fluxo.
.1.1. Histérico

O conceito basico da analise de correlagado bidimensional surgiu na
espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e foi sugerido pelo
fisico Belga Jean Jeener em 1971 durante o AMPERE Summer School [27 - 28]. A
idéia inicial da RMN 2D se desenvolveu a partir do estudo de Jeener sobre
processos de relaxagao spin em cristais liquidos. Ele propés um experimento com
dois pulsos de 90° no dominio do tempo (separados por um intervalo de tempo t;)
e aplicacao da transformada de Fourier ndo somente no FID seguinte ao segundo

pulso, mas também realizar uma segunda transformac&o de Fourier em relagéo a
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variavel tempo, t;. Tal procedimento deu origem a um espectro com duas

dimensdes de frequéncias diferentes [27 - 28].

Nos anos seguintes, o experimento original de Jeener passou a ser

conhecido como COSY (COrrelated SpectroscopY), cujo espectro fornece

correlagdes para nucleos semelhantes (p.ex. '"Hcom 'H). Em 1977, a correlagdo

2D heteronuclear (HETCOR — HETeronuclear CORrelation) dos deslocamentos

quimicos °C e 'H foi proposta quase que simultaneamente pelos grupos de
Ernst e Freeman (Universidade de Oxford) [29 - 30]. Esses mesmos grupos
demonstraram até o final da década de 70, o poder da RMN 2D em estudos de
liquidos. Paralelamente, Alex Pines (Universidade da Califérnia) e John Waugh

(MIT) realizavam diferentes experimentos RMN 2D com sdlidos [28].

A utilizagdo de uma segunda dimensao para melhorar a interpretacéo
e atribuicdo das bandas de espectros complexos além da investigacdo de
interagdes inter e intramoleculares ficou, até meados da década de 80, limitada a
RMN, sendo desprezada pelas demais técnicas espectroscopicas. Uma possivel
razao para isto pode ser a dificuldade aparente em se adotar, nas demais técnicas
espectroscopicas, um procedimento experimental baseado na aplicagao de pulsos
multiplos de radiofrequéncia (rf) empregados com sucesso em RMN. As técnicas
espectroscopicas mais comuns como, IR, NIR, Fluorescéncia e Raman sao
governadas por fendmenos fisicos que apresentam escalas de tempo muito
diferentes das encontradas em RMN. As vibragdes moleculares sao muito mais
rapidas (picosegundos) que os processos de relaxagado spin (microsegundos ou
mais) encontradas em RMN. Entdo, a utilizacdo do esquema basico de RMN
usando pulsos multiplos de excitacdo s6 é possivel com a utilizagdo de pulsos
opticos ultra-rapidos, o que € inviavel com os espectrbmetros comerciais

convencionais.

Para contornar essa dificuldade aparente de aplicagcdo da analise
correlacdo 2D as demais técnicas espectroscépicas, uma primeira proposta foi
sugerida por Noda em 1986 [1]. Ele propds a espectroscopia de correlagédo

bidimensional no Infravermelho Médio (IR 2D). Entretanto, o procedimento
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experimental desenvolvido por Noda para a espectroscopia IR 2D é um tanto
diferente daquele empregado em RMN 2D. Ao contrario dos métodos de
Transformada de Fourier dupla sobre os pulsos multiplos de excitagcao
empregados em RMN 2D, uma analise de correlagdo cruzada simples no dominio
das frequéncias foi aplicada a sinais IR dindmicos com variagao senoidal, a fim de

obter espectros de correlagéo IR 2D.

A técnica IR 2D foi originalmente empregada para analisar dados
obtidos de estudos reo-Opticos de polimeros. Esses estudos foram planejados
para investigar respostas no nivel molecular de amostras que sofrem deformagdes
continuas e subsequentes relaxagdes. Uma tensdo oscilante de amplitude
pequena (i. e. perturbagdo mecanica) na faixa de frequéncia acustica foi aplicada
a um filme polimérico fino, e as reorientagbes dinédmicas, resultantes das
transicbes de momentos de dipolo associadas com 0s varios grupos quimicos,

foram monitoradas com luz IR polarizada [1, 4].

Uma vez verificada a eficiéncia da espectroscopia IR 2D na
acentuacdo de caracteristicas espectrais nao observaveis facilmente nos
espectros unidimensionais, a difusdo desta técnica no meio cientifico foi rapida e,
muitos exemplos de suas aplicagdes em estudos de polimeros/cristais liquidos [31

- 34] e moléculas bioldgicas [35] podem ser encontrados na literatura.

A proposta de correlagcdo 2D citada acima apresenta uma limitacdo: as
variagbes de intensidades espectrais dindmicas em fungdo do tempo, isto é, a
forma de onda, deve ser uma sendide simples para emprego eficaz do esquema
original de analise de dados. Por essa razdo, em 1993, Noda [4] apresentou um
formalismo matematico para construcdo de espectros de correlacdo 2D aplicavel
de forma mais ampla e razoavelmente simples, que possibilita a manipulagéo de
variacdes nao lineares de sinais em fungao do tempo ou qualquer outra variavel
fisica. Tal desenvolvimento fez da analise de correlagcdo 2D uma ferramenta
espectroscopica universal disponivel para um grande numero de técnicas
(Infravermelho proximo — NIR, Raman, Fluorescéncia, UV). Noda denominou essa

nova técnica espectroscopica como Espectroscopia de correlagdo 2D
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generalizada, cuja forma de obtencado dos dados encontra-se descrita no préximo

item.

Ainda no inicio da década de 90, Noda sugeriu a espectroscopia de
correlacdo 2D heteroespectral, que como o proprio nome sugere, consiste na
correlacdo de espectros obtidos em diferentes regides espectrais [1, 4]. Tal
correlacdo € um dos mais atrativos campos da espectroscopia de correlagao 2D,
pois através da mesma pode-se obter informacdes relevantes sobre o sistema em
estudo. Por exemplo, a atribuicido de bandas no NIR torna-se muito mais facil
quando as mesmas apresentam correlagcdo com bandas da regiao MIR, cujas

atribuicdes sdo bem estabelecidas.

Uma das primeiras aplicacbes da espectroscopia de correlagao
bidimensional generalizada foi em espectroscopia Raman em 1993. EBIHARA
et al. [36] interpretaram as mudancgas de intensidade Raman apds foto-excitagao
do radical anidnico benzil em dimetil sulféxido (DMSO), na faixa de tempo de

nanosegundos.

Em 1995, a espectroscopia de correlacdo 2D foi aplicada pela primeira
vez a regido do infravermelho préximo (NIR). Este trabalho investigou variagbes
espectrais dependentes da temperatura do alcool oleil (cis-9-octadecenol 1) [37].
Tal estudo foi de extrema importancia porque revelou informagdes espectrais nao
acessiveis nos espectros unidimensionais. Por exemplo, a analise mostrou que a
banda em 7090 cm™' devido ao primeiro sobretom do modo de estiramento OH do
alcool monomérico consiste de duas bandas que surgem do isomerismo rotacional
do grupo OH livre. A partir desse estudo, varios outros empregando a técnica NIR
2D para analisar variagdes espectrais dependentes da temperatura de diferentes
compostos como N-metil acetamida (NMA) [38] e Nylon 12 [39], foram propostos.
No final da década de 90, estudos avaliando variagdes espectrais dependentes da
concentragédo de gordura e proteina no leite [24] e investigagdo sobre o processo
de desnaturacdo da ovalbumina em solugdes aquosas [40], foram relatados na

literatura.
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O ano de 1995 foi marcado pela primeira aplicagdo do método de
correlagao 2D na espectroscopia de fluorescéncia (FCS 2D). Tal procedimento foi
proposto por Roselli et al. para investigar os dois sitios ligantes de Yb** na
proteina transferrina usando uma série de espectros de emissao coletados em
varios comprimentos de onda de excitacdo (perturbacdo por excitagcdo de

comprimento de onda) [41].

Nos ultimos anos, a espectroscopia de correlagao 2D tem se tornado
cada vez mais popular, e diferentes métodos de perturbacdo, correlacido e
tratamentos matematicos dos espectros de correlagdo 2D tém sido sugerido na
literatura [42 — 45].

O formalismo matematico para construcéo de espectros de correlagao
2D que tornou popular a aplicagao da espectroscopia de correlacdo bidimensional

estendendo-a as demais técnicas espectroscépicas € apresentado a seguir.

1.1.2. Espectroscopia de Correlacdao Bidimensional (2D)

Generalizada

A Figura 1.1 mostra o esquema basico de um experimento de
espectroscopia de correlacdo 2D baseado em uma perturbacdo externa. Tal
perturbacdo pode ser aplicada na forma de pulsos ou até de forma estatica,
variando-se uma propriedade como a pressao, concentragdo ou temperatura do

sistema a valores pré-determinados [1].

A perturbagdo afeta o sistema (amostra) de forma governada pelo
mecanismo de interacdo do estimulo macroscépico com as respostas a nivel
microscopico ou molecular dos constituintes do sistema. A resposta do sistema a
perturbagao aplicada, frequentemente, manifesta-se como variagées no espectro
optico (mudangas de intensidade, deslocamento e alteracdo nas formas das
bandas) [1, 4]. O tipo de informacé&o contida no espectro dinamico depende do tipo
de perturbacdo e do monitoramento (técnica espectroscopica: p.ex. IR, NIR

Raman ou Fluorescéncia) empregado.
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Espectros dinamicos

Perturbagao

Sonda eletromagnética
(NIR, IR or RAMAN) | == —

Andlise de correlagao

Figura I.1 - Esquema geral de obtencgao de espectros de correlagao 2D.

.1.2.1. Analise de correlagao 2D

No experimento 2D descrito anteriormente, uma alteracdo na
intensidade espectral y(v, t) € observada durante o intervalo de uma variavel t
entre Tnmin € Tmax. A variavel t € tomada na maioria das vezes como sendo o tempo,
mas ela pode assumir o valor de outra grandeza fisica como a pressao,
temperatura ou concentragdo. A variavel espectral v pode ser o deslocamento
Raman, o comprimento de onda ou numero de onda para a espectroscopia NIR e

IR, respectivamente, ou o angulo de difracdo de raios-X.

Os espectros de correlacdo bidimensional (2D) sdo entdo gerados a
partir das flutuagbdes dindmicas induzidas pela perturbacéo externa, calculando-se

primeiro os espectros dinamicos como descrito a seguir.
1.1.2.1.1. Espectro dinamico

O espectro dinamico ¥y (v, t) de uma amostra afetada pela perturbagéo

€ definido como:
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y(v, t) - ¥(v), para Tmin <t < Trax

0, para qualquer outra situacao

onde y(v) é o espectro de referéncia da amostra ou sistema. O espectro de

referéncia, por sua vez, pode ser obtido de diversas formas. Normalmente esta
referéncia € assumida como o espectro estacionario ou médio definido por:

Ty, tdt (12)

Y= JT in

O espectro de referéncia pode também ser selecionado como o
espectro observado em algum ponto de referéncia como antes do inicio da
perturbacao (t —» -«), apds seu efeito ter se extinguido (t - +w) ou a um intervalo
de tempo fixo apds a sua aplicacdo ao sistema. O espectro de referéncia pode
ainda ser assumido como sendo igual a zero. Nesse caso, o espectro dinamico se

iguala a variagao da intensidade espectral observada sob efeito da perturbacgao.
1.1.2.1.2. Funcao de correlacédo 2D

A correlagao 2D nada mais € que uma comparagao de variagdes de
intensidade espectrais observadas em duas variaveis espectrais diferentes sob um
intervalo de observacao finito entre Tmin € Tmax. Portanto, o espectro de correlagéao

pode ser escrito como:

1 "V ()Y, (@)do (13)

(T _Tmin)jo

max

XV,v,)=
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onde:

1) X(v1, v2) — intensidade de correlagao 2D;
2) Y,(w)e ¥, (0)sdo as trasformadas de Fourier para as variagdes dinamicas de

intensidades espectrais observadas em vq e vy, respectivamente [2, 4].
A fungdo X(vi1, v2) é tratada convencionalmente como uma funcéo

complexa

X(V1 , V2) = (I)(\/1 , V2) + I\P(\M , Vz) (|4)

compreendendo dois componentes ortogonais conhecidos como intensidades de
correlacdo sincrona e assincrona, respectivamente. A correlacdo 2D sincrona
d(v1, vo2) representa as similaridades entre as duas variagdes espectrais medidas
em variaveis espectrais diferentes quando o valor de t é alterado. A correlacédo 2D
assincrona ¥(v+, v2) pode ser considerada como a nao-similaridade das variagoes

espectrais.
1.1.2.1.3. Calculo do espectro de correlacao 2D sincrono

A computagcdo numérica do espectro 2D pode ser implementada com
algoritmos que permitem uma simplificacdo e otimizagao dos calculos e do tempo
de computacao [2]. Para um grupo de m espectros dindmicos coletados durante o
intervalo entre Tmin € Tmax, a0 longo da varidavel t a intervalos iguais,

At = (Tmax — Tmin)/(M-1), a intensidade de correlagdo 2D sincrona, usando a

V(V’t1)
notagdo matricial: : , € dada pela expresséo:
Y. to)
I m_ -
cD(Vlavz):—ZyJ‘(Vl)yJ‘(Vz) (15)
m—1 j

onde y;(v;) € aintensidade espectral no ponto da variavel fisica t;, ou seja:

~ ~

Yi(v;)=Y(vi.t;) i=1,2 (1.6)
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Para um conjunto de dados consistindo de espectros que nao estao
igualmente espagados sobre t, um procedimento numérico simples, como
interpolagcdo ou ajuste de curva, pode converté-los em um conjunto de dados

igualmente espagados [4].
1.1.2.1.4. Calculo do espectro de correlacao 2D assincrono

A computacao da intensidade de correlacdo 2D assincrona é mais
complicada existindo diferentes caminhos para estima-la. Entre esses,
provavelmente o mais simples e eficiente método computacional disponivel para a

estimativa do espectro de correlagcédo 2D assincrono é:
L ooo 8y % (1.7)
LP(VDVZ):EEYj(VI)'glek‘Yk(VZ) '

onde Ny corresponde aos elementos da jin linha e ki coluna da matriz de
transformacao discreta de Hilbert-Noda [2], os quais sao dados por:

0 (zero sej=k
N= ) 0 ) / (1.8)

1/m(k -j)  em qualquer outra situacao

1.1.2.1.5. Informacdes provenientes dos espectros de correlacdo 2D

sincrono e assincrono

O espectro de correlagdo 2D sincrono (Figura |.2a) representa
mudancgas de intensidade espectrais simultdneas ou coincidentes, e constitui-se
de: auto-picos (presentes na linha diagonal), cuja intensidade reflete as regides do
espectro que alteram sua intensidade sob efeito da perturbacao externa e picos
cruzados (localizados fora da diagonal) que informam sobre as mudancas de

intensidade espectral entre duas variaveis espectrais diferentes v e v,.

Em um espectro 2D sincrono, picos cruzados negativos indicam que
as mudancas de intensidade observadas em duas coordenadas espectrais

ocorrem em direcao oposta, isto €, uma aumenta enquanto a outra diminui. Um
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pico cruzado positivo, por outro lado, indica que as mudangas de intensidade
estdo na mesma diregéo [1 - 2].

(a) (b)

A(%4) A(%4)
A(r2) /\ A(:,) /\
Quadrado de correlacéo, Quadrado de correlacio,

+/- " ~ +/- 4 -~
< <
A A
© [
7] ]
@ @
a o
") 7]
o v
S S
bl 2
) ; s ; G
-+ Auto-pico Picos cruzados > Picos cruzados >

Variavel espectral (1.,) Variavel espectral (1.,)

Figura 1.2 — Representagdo de mapa de contorno para: (a) Espectro de correlagéo
2D sincrono; (b) Espectro de correlagao 2D assincrono.

O espectro de correlagao 2D assincrono (Figura 1.2b) informa sobre as
respostas espectrais que ocorrem fora de fase com o pulso de perturbacdo. Essa
informacédo se manifesta na forma de picos que sempre sao registrados fora da
diagonal do espaco bidimensional. O sinal de um pico assincrono revela a ordem
temporal na qual as intensidades espectrais observadas para as variaveis vq € v;
ocorrem em relagdo a perturbacdo. Por exemplo, o sinal sera positivo se a
alteracdo de intensidade espectral em v4 ocorrer predominantemente antes da
alteracao da intensidade espectral em v,, considerando-se a ordem sequencial da

variavel externa t [1 - 2].
1.1.3. Espectroscopia no Infravermelho Préximo (NIR)

A regido do Infravermelho Proximo (NIR) abrange a faixa espectral de
12.800 — 4.000 cm (780 — 2500 nm) que compreende bandas de absorgcao
correspondentes a sobretons e combinagdes das vibracbes fundamentais,
predominantemente de ligagdes C — H, O — H e N — H. Dentre as vantagens

apresentadas por essa técnica, pode-se destacar: simplicidade no preparo das
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amostras, natureza nao-invasiva e nao-destrutiva com alta penetragao da radiagao
na amostra, além dos instrumentos serem mais simples e robustos (quando
comparados aqueles da regido do Infravermelho Médio — MID), permitindo a
monitoracdo em linha de processos de producao [46 — 49]. A principal
desvantagem dessa técnica € sua menor sensibilidade, visto que as bandas de
absorgao nessa regidao sdo menos intensas. Entretanto, essa caracteristica torna
possivel a anadlise de amostras com espessuras significativamente superiores

aquelas analisadas na regiao do Infravermelho Médio.
1.1.3.1 Principios da espectroscopia NIR

A maioria das moléculas, a temperatura ambiente, encontra-se em
seus niveis fundamentais de energia. Nessas moléculas, existe um deslocamento
dos atomos ou grupos de atomos cuja frequéncia é definida pela forgca das
ligacdes existentes entre eles e pela massa de cada desses atomos ou grupos de
atomos. As amplitudes dessas vibragdes sdo de poucos nandmetros e serao
aumentadas se alguma energia, por exemplo, de um féton de um dado
comprimento de onda (1), for transferida para a molécula [48 — 49]. A energia (E,)

desse foton pode ser dada por:
hc (1.9)

onde:
h é a constante de Planck;

¢ é a velocidade da luz.
[.1.3.1.1 Oscilador harménico

A absorgdo de radiagdo eletromagnética na regido do infravermelho
(médio e proximo) causa vibragdes nas ligagcbes moleculares de maneira similar a
um oscilador diatébmico (Figura 1.3) [47]. Nesse caso, uma molécula diatbmica

pode ser vista como constituindo de duas massas esféricas (m; e my) conectadas
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por uma mola com uma dada constante de forga (k). A energia desse sistema é

dada pela Lei de Hooke:

nolk (1.10)
E=— |—
21w\
onde u é a massa reduzida:
myn, (1.11)
ml + m2

‘ Xméximo ‘

Xequlibrio
Atomo 1 ' ‘ Atomo 2
‘X-n::n:'

Figura 1.3 — Modelo dipolo vibracional para moléculas ativas no infravermelho.

O modelo mais simples para descrever a vibragao molecular € a do
oscilador harménico ideal, cuja energia potencial (V) em fungdo do deslocamento
dos atomos (x), é dada por:

1 (1.12)
V=—hx*
2

O comportamento da energia potencial, em fungcdo do deslocamento
dos atomos para posig¢ao de equilibrio (energia minima), € mostrado na Figura 1.4.
Apesar de ser util para o entendimento da energia vibracional, esse modelo, falha
para sistemas microscopicos (moléculas). Segundo esse modelo, os sistemas

moleculares s6 podem assumir niveis de energia discretos (ED) definidos por

mecanismos quanticos pela equacgao:
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.13
E, :(u+1]hv (-19)
2

onde v é 0 numero quantico vibracional, E, € a energia associada com a v, nivel

quantico e v € a frequéncia vibracional fundamental. No modelo classico esta
freqUéncia é definida por:

1 [k (1.14)

v=— |&=

2w\ p
Outra restricdo do modelo quantico harménico é que as transigdes so
podem ocorrer entre niveis adjacentes, Av = +1, de modo que para esse modelo, a
diferenca de energia entre dois niveis adjacentes é sempre a mesma (Figura 1.4A).
Ou seja, todas as transigbes possuem a mesma frequéncia que aquela da

transicao fundamental.

Duas observagdes experimentais evidenciam que as moléculas nao se
comportam como osciladores harménicos ideais: (1) as transicdes entre niveis de
maior energia ndo tem a mesma frequéncia que aquela da banda fundamental
(isto porque os niveis de energia vibracional ndo sdo igualmente espagados); (2)
transigcdes entre niveis nao adjacentes sao permitidas. Dessa forma, o modelo que
explica melhor o comportamento vibracional das moléculas ativas no

infravermelho € o do oscilador anarmoénico, descrito no proximo item.
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A B
Potencial Harmonico Potencial Anarménico
A

\ ; .. .......... .
fany) s ¥
o B Dissociac¢io
N’ ‘._ N
:c_j \ / 3 — f
g v=3 \;::/Funcﬁo de Morse
= A
S 0@ R
.a) .‘.U=1\ 7y /. @ \T /
o v= 0 ) 5
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T |

v

d, Distincia Interatomica  d,

Figura 1.4 — Variacdo de energia potencial em func&o da disténcia internuclear
para: (A) oscilador harmbnico, (B) oscilador anarménico.
de = distancia de equilibrio (U = minimo)

[.1.3.1.2 Oscilador Anarmodnico

O oscilador anarménico € uma forma mais realista de representar o
comportamento das moléculas ativas no infravermelho proximo (Figura 1.4B).
Apesar de ainda tratar a molécula como duas esferas ligadas por uma mola, esse
modelo considera alguns comportamentos nao ideais do oscilador: (1) a repulséo
entre nucleos atdbmicos; (2) comportamento variavel da forga de ligagdo quando os

atomos movem-se um em relagao ao outro [48 — 49].

A expressao de energia potencial para este modelo, inclui termos
cubicos e maiores:

| | 1115
V=%kx2+kx3 ..... onde k <<k (15)

A funcdo de Morse € a equagao empirica mais utilizada para descrever
a energia potencial da molécula:

V:De(l—e_ﬁx)z (1.16)
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onde D, é energia de dissociacdo espectral, f € a uma constante e x 0
deslocamento dos atomos. Aplicando os mecanismos quanticos a equagao de

Morse, os niveis vibracionais sdo entao descritos pela equacéo:

i % (1.17)
E= hv(u + —j - xmhv(o + —j
2 2

na qual x, € a constante de anarmonicidade da vibragao, cujo valor esta entre
0,005 e 0,05.

Esse modelo do oscilador anarménico, apesar de ainda apresentar
restricdbes sobre os possiveis estados de energia das moléculas, prevé a
ocorréncia de transicdo com Av>2 e a existéncia de bandas de combinagao. Esses
dois tipos de bandas sdo as predominantes na regido do infravermelho préximo.
Além dessas, outras bandas devido a dois outros fendbmenos podem ser
observados na regido NIR, sdo eles: ressonancia de Fermi e ressonancia de
Darling — Dennison [48 — 49], os quais podem conduzir a complexidade dos

espectros NIR na regido de combinagéo de ligagées C — H.

A ressonancia de Fermi acontece quando dois niveis vibracionais
possuem a mesma simetria e apresentam energias semelhantes, resultando assim
no desdobramento em duas bandas de absor¢ao, uma com energia maior e outra
com energia menor que a esperada. Ja a ressonancia de Darling — Dennison pode
promover, por exemplo, a interagdo entre dois niveis de sobretom de maior
energia de uma molécula e uma banda de combinagdo, sendo de relativa

intensidade para ligagdes contendo atomos de hidrogénio.
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1.2. OBJETIVOS

v' Desenvolver e aplicar um sistema de perturbagédo de concentragéo

em fluxo para geragéo de espectros de correlagao 2D;

v'Utilizar a espectroscopia de correlagdo bidimensional na selecéo
de variaveis e/ou regides espectrais, no Infravermelho Préximo, a
serem utilizadas na determinagdo multivariada de parametros de

interesse ao controle de qualidade de gasolinas;

v' Comparar a performance de modelos de calibragdo multivariada
construidos utilizando-se as ferramentas quimiométricas existentes

e a espectroscopia de correlagao bidimensional.
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1.3. PARTE EXPERIMENTAL
1.3.1. Instrumentacgao

1.3.1.1. Espectrofotometro NIR

Os espectros na regido do Infravermelho Proximo foram obtidos
utilizando-se um espectrometro Brimrose modelo Luminar 2000 que opera na faixa
espectral de 850 a 1800 nm. Esse instrumento utiliza um Filtro Optico Acustico
Sintonizavel (AOTF) como monocromador e um detector de Arseneto de Galio e
indio (InGaAs). Cada espectro medido nesse instrumento, contendo 475 pontos
igualmente espagados em comprimento de onda (AL = 2,0 nm), € registrado em

cerca de 0,08 s.

As medidas espectrais foram realizadas utilizando-se duas diferentes
sondas de transflectancia. A primeira delas, constitui-se de um par de fibras
opticas, com 200 um de diametro e 1,0 m de comprimento. Uma dessas fibras é
responsavel pela conducdo da luz monocromatica selecionada pelo AOTF até a
célula de detecgao e a outra, pelo transporte da fragédo nao absorvida da luz até o
detector do instrumento. O caminho 6ptico utilizado nessa sonda é determinado
pelo diametro do tubo de vidro (~5 mm) utilizado na célula de deteccao (sistema
em fluxo descrito no préximo item). A segunda sonda, possui caminho éptico total

de 1 mm e uma area circular de 0,5 cm?.

Para todas as medidas, utilizou-se tetracloreto de carbono (CCls) como

referéncia.

1.3.1.2. Perturbacdao de concentracao para geragao dos

espectros de correlagao 2D

O diagrama do sistema de fluxo utilizado para efetuar a perturbacgéo de
concentracdo € mostrado na Figura |.5. Nesse sistema, primeiro, a camara de
mistura € preenchida com a amostra e a aquisicdo dos espectros comecga de

forma sincronizada com o acionamento das duas valvulas solendides. Esse
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acionamento gera um gradiente de concentragcdo de R sobre a amostra S. A foto

geral do sistema é mostrada na Figura I.6.

Figura 1.5. Diagrama do sistema de fluxo para perturbagdo de concentragéo. S,
amostra e R, solucdo de perturbacdo; P, bomba peristaltica Ismatec®
(tubos de teflon); Vi e Vj, valvulas solendides de trés vias para
comutacdo dos reagentes (desligadas); C, cadmara de mistura com
agitacdo magnética (volume = 1,6 mL); D, célula de deteccao
(caminho optico ~5 mm); E, agitador magnético; F1 e F», fibras épticas
para transportar radiacdo para a célula e coletar a fragdo néo
absorvida que passa da célula para o espectrofotometro NIR; W,

descarte.

Para estimar o intervalo de variagdo de concentracdo igualmente
espacado desse gradiente de concentragdo, um modelo de calibragdo multivariada
foi construido utilizando-se nove misturas binarias (etanol + tolueno), cujas
concentracdes variaram de 4% a 96% v/v (A = 12% vl/v, exceto para as misturas 1
e 9) para cada reagente. O conhecimento desse intervalo de concentragao
(igualmente espacgado) € importante para a utilizagdo do programa de calculo dos

espectros de correlagéo 2D.
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Figura 1.6. Foto geral do sistema de perturbagado de concentragdo em fluxo. (a)
bomba peristaltica, (b) valvulas solendides, (c) camara de mistura dos
reagentes, (d) célula de detecgao, (e) espectrofotbmetro NIR
Brimrose.

Esse sistema de perturbacédo de concentragdo em fluxo, proposto para
geracao de espectros de correlacdo 2D, foi testado na selecdo de regides
espectrais para utilizagdo em modelos de calibracido multivariada para previséo de
teor de etanol, MON (Método Motor) e RON (Método Pesquisa) em gasolinas.
Esses dois métodos definem a octanagem da gasolina que é sua caracteristica
antidetonante, isto €, sua compressibilidade, que indica se a combustdo da
mistura ar/combustivel ndo esta ocorrendo antes do ponto, o que prejudica o

rendimento do motor.

O método MON avalia a resisténcia a detonagdo da gasolina na
situacdo em que o motor estd em plena carga e em alta rotacédo. J&4 o método
RON, avalia a resisténcia a detonagao da gasolina na situagcdo em que o motor
esta carregado e em baixa rotagédo [50]. A octanagem ¢&, portanto, uma das mais

importantes propriedades da gasolina.
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1.3.1.2.1. Obtencao dos espectros de correlacdo 2D

No presente trabalho, apenas espectros de correlacdo 2D sincronos
foram utilizados, uma vez que, em todos os estudos realizados, estava-se
interessado apenas nas variagdes espectrais originadas atraves das perturbagdes

externas aplicadas as amostras investigadas.

Os calculos dos espectros 2D sincronos das amostras submetidas a
perturbacdo de concentragcao foram realizados no software 2D POCHA - for
Windows (disponivel na Internet) [51]. Todos os espectros obtidos por meio da
perturbagao externa foram pré-processados com corregdo de linha base (offset).
Tal procedimento é indicado ja que, qualquer variagao sistematica nos espectros
dinamicos ira gerar autopicos nos espectros de correlagao 2D sincrono, sendo que
essas variagdes na linha base nao estao relacionadas com a(s) espécie(s) de

interesse.
1.3.2. Teor de etanol em gasolinas

O teor de etanol em gasolinas foi investigado entre 10 e 38% (v/v).
Para tanto, preparou-se um conjunto de 36 amostras, adicionadas de etanol, a
partir de uma amostra de gasolina do tipo A (gasolina que nao possui etanol em

sua formulagéo).

As medidas espectrais na regiao NIR foram realizadas utilizando-se
uma sonda de transflectancia com caminho optico total de 1,0 mm e uma area
circular de 0,5 cm?. Os espectros de absorcéo foram medidos como média de 100
varreduras e para a construcdo dos modelos de calibracido multivariada, utilizou-se

a primeira derivada dos mesmos.

Para avaliar a robustez dos modelos multivariados construidos para a
previsdo do teor de etanol, foram preparadas amostras de gasolina adulteradas
com 10% de tolueno, 10% de hexano e 10% de iso-octano (cinco amostras de

cada, com concentragao de etanol dentro da faixa investigada).
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Numa segunda etapa do trabalho, foram preparadas 36 amostras de
gasolinas adulteradas com 10% de tolueno com teor de etanol entre
10 — 38% (v/v). Esse conjunto de amostras foi combinado aquelas 36 amostras de
gasolinas nao adulteradas, e entdo, utilizado na constru¢do dos modelos de
calibracdo multivariada. Tal procedimento teve como objetivo demonstrar o ajuste

dos modelos a variagdo global das amostras utilizadas na etapa de calibragéo.

1.3.3. Avaliagao dos parametros MON e RON em gasolinas de

Petroquimica

Para o presente estudo foram utilizadas 293 amostras de gasolinas
sintéticas tipo A da fabrica BRASKEM S/A localizada no podlo petroquimico de
Camacari (BA). Os espectros no Infravermelho Préximo (NIR) dessas amostras
foram registrados como média de 300 varreduras, utilizando-se a sonda de

transflectancia com caminho éptico de 1,0 mm.

Para a construgdo dos modelos de calibragdo multivariada para
previsdo de MON e RON nas gasolinas, os espectros medidos foram tratados com
as seguintes transformagdes matematicas: primeiro, os valores de transmitancia
foram convertidos em valores de absorbancia e, entdo, a primeira derivada dos

espectros foi calculada para corregao das variagoes na linha-base dos espectros.

As propriedades MON (Método Motor) e RON (Método Pesquisa)
foram medidas pela BRASKEM utilizando-se os métodos de referéncia ASTM
D2700 e ASTM D2699, respectivamente.

Para a selecado de regides espectrais por meio da espectroscopia de
correlagao 2D, realizou-se perturbagdo de concentragao (Figura 1.5) de octano,
iso-octano e tolueno sobre a gasolina A. Tais compostos foram selecionados
levando-se em considerag¢ao que no método padrao para determinagcao de MON e
RON utiliza-se o iso-octano e n-heptano para calibragdo do motor. Além disso,
essas propriedades sao influenciadas pelos teores relativos de hidrocarbonetos

lineares, ramificados e aromaticos presentes na gasolina.
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1.3.4. Tratamento Quimiométrico dos Dados

Para modelar os parametros de qualidade de gasolinas: teor de etanol,
MON e RON, utilizou-se a ferramenta quimiométrica PLS (Regresséo por Minimos
Quadrados Parciais). Para tanto, utilizou-se o Software Unscrambler®, verséo 9.2
(CAMO Process AS).

Para a selegcdo de variaveis espectrais por meio do Algoritmo das
Projecdes Sucessivas (APS) [52], utilizou-se o Software Matlab, versdo 6.1. A
construgdo dos modelos multivariados para esse algoritmo é feita utilizando-se a

ferramenta quimiométrica MLR (Regresséo Linear Multipla).

Em todos os modelos construidos o método de pré-processamento
utilizado consistiu em centrar os dados na média e para validacdo dos modelos
PLS (Regressdo por Minimos Quadrados Parciais) utilizou-se o método de
validagao cruzada total. Ja para os modelos MLR com sele¢cdo de variaveis
espectrais com o APS, a validagao interna do modelo foi feita utilizando-se um
conjunto de amostras externas a etapa de calibragcdo (um terco do total de

amostras).
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1.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

1.4.1. Sistema de Perturbacao em Fluxo

A Figura |.7a mostra os espectros obtidos para as nove misturas de
etanol e tolueno de 4 a 96% (v/v) para cada reagente. Esses espectros mostram
variagdes espectrais nas regides de primeiro e segundo sobretons dos modos de
estiramento C — H, 1600 — 1800 nm e 1100 — 1300 nm, respectivamente. Além
disso, observa-se uma grande variagao espectral na regiao de 1400 a 1600 nm, a
qual é atribuida a sobreposicdo das vibracbes de estiramento dos grupos
metileno/OH [47]. Esse conjunto de espectros foi utilizado na construg¢do de um
modelo de calibragdo multivariada (PLS) para estimar o intervalo de variagdo de
concentracao igualmente espacado desse gradiente de concentragdo obtido no

sistema de perturbacao de concentracédo em fluxo proposto.
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Figura 1.7 — (a) Espectros NIR obtidos para misturas etanol + tolueno

(4 — 96% v/v). (b) Previsao do teor de tolueno para perturbacao de
tolueno sobre etanol no sistema em fluxo proposto.

Um bom coeficiente de correlagdo (0,998) e um baixo erro médio de
previsao — RMSEP (1,41% v/v) foram obtidos para toda a faixa de concentragéo
de etanol estudada (4 a 96% v/v). Esses resultados mostram uma boa capacidade

de previsdo do modelo construido e indica que o mesmo pode ser utilizado para
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estimar o intervalo de variagdo igualmente espacado do gradiente de

concentrag&o obtido com o sistema em fluxo proposto (Figura 1.7b).

1.4.2. Robustez de Modelos de Calibracao Multivariada para

Previsao de Teor de Etanol em Gasolina

A gasolina, como se sabe, possui em sua constituicdo inuUmeras
familias de hidrocarbonetos gerando assim espectros NIR com varias bandas
devido aos inumeros modos vibracionais decorrentes dos atomos e suas ligagoes
presentes em seus diferentes compostos (Figura 1.8). No Brasil, a gasolina que é
comercializada possui alcool etilico anidro em sua formulagdo (gasolina tipo C).
Tal composto € empregado para aumentar a octanagem do combustivel e seu teor
€ controlado pela ANP (Agéncia Nacional de Petréleo). Alteracbes no teor de
alcool definido pela ANP podem ocasionar problemas de mau funcionamento do

motor do veiculo e constitui uma fraude.
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Figura 1.8 — Espectro NIR da gasolina C. (a) segundo sobretom de deformacgéo
axial C — H; (b) segundo sobretom do estiramento O — H; (c¢)
primeiro sobretom de deformacéao axial C — H.

Considerando a importancia da determinacdao do teor de etanol em
gasolinas, utilizou-se a espectroscopia de correlagao 2D para a selegéo de regides

espectrais mais informativas sobre esse constituinte majoritario da gasolina
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comercializada no Brasil. O principal objetivo desse estudo foi avaliar se a
espectroscopia de correlagdo 2D poderia amplificar a informagdo associada a
esse composto, melhorando a performance dos modelos multivariados, tornando-

0S mais robustos.

O sistema de perturbacdo de concentracdo em fluxo (Figura 1.5) foi
utilizado para avaliar variagdes espectrais decorrentes do etanol na gasolina do
tipo C. O conjunto de espectros obtidos por meio dessa perturbagdo € mostrado
na Figura 1.9, onde se pode verificar que ha uma intensificagdo das bandas entre
1400 e 1600 nm. Essas bandas de absorgao sao atribuidas ao primeiro sobretom
das bandas de combinacédo das ligagcbes C — H (1350 — 1530 nm) e primeiro

sobretom dos modos de estiramento da ligagdo O — H do alcool (1530 — 1600 nm).
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Figura 1.9 — Espectros NIR de gasolina C com perturbagdo de concentragao de
etanol. Faixa espectral: 850 — 1800 nm, caminho 6ptico = 5,0 mm.

Esse conjunto de espectros, obtidos por meio da perturbagdo de
concentracdo em fluxo, foi entdo submetido aos calculos de correlagdao 2D
sincronos, e os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 1.10. Pode-se
observar que para a faixa espectral 1100 — 1250 nm, regido de segundo sobretom

dos modos de estiramento das ligagbes C—H, trés autopicos sao formados
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indicando que essas regides sao influenciadas pela concentragao de etanol na

gasolina. Tais variagdes sdo bastante sutis nos espectros originais.
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Figura 1.10 — Mapas de contorno para espectros de gasolina C perturbados com
etanol. (A) 1142 - 1158 nm; (B) 1176 - 1186 nm;
(C) 1190 — 1210 nm; (D) 1454 — 1662 nm; (E) 1678 — 1690 nm.
Picos positivos em vermelho, picos negativos em preto.

Para a faixa espectral entre 1300 e 1800 nm, um autopico dominante &
observado entre 1454 e 1662 nm. Essa regido € bastante acentuada, pois tem
origem no primeiro sobretom das bandas de combinagdo das ligagbes C — H e
primeiro sobretom dos modos de estiramento da ligagédo O — H do alcool, as quais
sao facilmente observadas nos espectros originais. Um autopico fraco entre 1678
e 1690 nm pode também ser observado no mapa de contorno 2D, o qual tem
origem no deslocamento da banda do primeiro sobretom dos modos de

estiramento das ligagdes C — H.

Todos os autopicos obtidos para perturbagcédo de concentracdo de
etanol sobre gasolina C foram utilizados na construgdo de um modelo de
calibragdo multivariada (PLS), uma vez que, esses representam as regides
espectrais que variam em fung¢ao da perturbacdo aplicada ao sistema (Tabela I.1).

Para fins de comparacéao, foram construidos modelos de calibragdo multivariada
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(PLS) utilizando todas as variaveis espectrais e as variaveis mais influentes (com
base nos graficos de loadings e coeficientes de regressdo), e um modelo MLR
com as variaveis selecionadas utilizando o Algoritmo das Proje¢des Sucessivas —
APS (Tabela I.1).

Tabela 1.1 — Resultados dos erros de previsdao (RMSEP) para o teor de etanol
(%v/v) em gasolinas, empregando diferentes formas de selegdo de regides
espectrais na regiao NIR e amostras externas aos modelos de calibragao.

Amostras PLS —2D* | PLS-t° | PLS - L/ICR® | MLR"
Nao adulteradas 0,653 0,651 0,654 0,701
10% tolueno 4,53 6,99 7,58 3,61
10% hexano 1,09 0,945 0,921 1,56
10% iso-octano 0,744 0,686 0,498 2,35
N° de variaveis espectrais 131 476 271 4
N° de componentes principais 1 1 1 -

despectroscopia 2D, "todas as variaveis espectrais; ‘com base nos loadings e
coeficientes de regressao; e “Algoritmo das Projecdes Sucessivas.

O gréafico de scores obtido para os espectros derivativos das gasolinas
utilizados nos modelos de calibracdo, mostra que apenas uma componente
principal é suficiente para explicar a maior parte da varidncia desses dados
espectrais (Figura |.11a). O grafico de ‘“loadings” (pesos de cada variavel
espectral) para a primeira componente principal (Figura I.11b) mostra, de forma
semelhante ao resultado obtido com a espectroscopia de correlagdo 2D, que as
regides de segundo sobretom dos modos de estiramento das ligagdes C-H e
primeiro sobretom das bandas de combinagdo das ligacbes C — H, além do
primeiro sobretom dos modos de estiramento da ligacdo O — H do alcool, sdo as

mais importantes na determinagao do teor de etanol em gasolinas.
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Figura .11 — (a) Grafico de scores da primeira e segunda componentes
principais da Analise de Componentes Principais (PCA) para
amostras de gasolinas (teor de etanol = 10 — 30% v/v),
(b) Grafico de Loadings.

Os valores de erros médios de previsdo (RMSEP) obtidos por meio
dos diferentes modelos de calibragdo para as amostras de gasolina nao
adulteradas estao (Tabela I.1) dentro da faixa de erro aceitavel para teor de etanol
em gasolinas (£1% v/v). Pode-se verificar por meio dos RMSEP obtidos, que a
selecdo de regides espectrais utilizando a espectroscopia de correlagdo 2D nao
melhora a previsdo do teor de etanol em gasolinas, apresentando valores de
previsdo semelhantes aos modelos construidos utilizando todas as variaveis
espectrais e as variaveis selecionadas com base nos loadings e coeficientes de

regressdo. De forma analoga, quando comparada ao Algoritmo das Projegdes
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Sucessivas (APS), que é uma ferramenta desenvolvida para a selegcao de
variaveis espectrais, a espectroscopia de correlacdo 2D mostra também
desempenho bastante semelhante. Essa semelhanca entre os valores de RMSEP
obtida para todos os modelos construidos foi confirmada através do teste F (teste
de Fisher) realizado (Tabela 1.2) [53].

Tabela 1.2 — Valores calculados do teste F, com 95% de confianca, para os erros
de previsdo (RMSEP) para o teor de etanol (%v/v) em gasolinas, empregando
diferentes formas de selecdo de regides espectrais na regido NIR e amostras
externas aos modelos de calibracio.

Amostras F teérico | PLS -2D? PLS-t° |PLS-L/CR°| MLR®
No adulteradas 3,79 1,01 1,00 1,01 1,16
10% tolueno 6,39 1,58 3,75 4,41 1,00
10% hexano 6,39 1,40 1,05 1,00 2,87
10% iso-octano 6,39 2,23 1,89 1,00 22,3

despectroscopia 2D; “todas as varidveis espectrais; ‘com base nos loadings e
coeficientes de regressao e “Algoritmo das Projeces Sucessivas.

A robustez dos modelos construidos foi testada utilizando-se amostras
de gasolinas adulteradas com 10% de tolueno, 10% de hexano e
10% de iso-octano. Para essas amostras, verificou-se que os modelos tiveram sua
capacidade de previsdo diminuida, principalmente para as amostras adulteradas
com 10% de tolueno (Tabela I.1). Essa influéncia do tolueno sobre a determinagao
de etanol em gasolinas pode ser proveniente da grande sobreposi¢gao de bandas
devido as vibragdes das ligagdes C — H de aromatico e O — H do alcool, que
ocorre na regiao entre 1400 — 1800 nm (Figura 1.12). Tal regido, como visto, é a

mais influente nessa determinacgao.
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Figura 1.12 — Espectros de absor¢ao da gasolina C, tolueno e etanol. Regides de
absorgdo dos grupos: (a) C—H de aromatico; (b) e (c) metila e
metileno, (d) metila/OH e metileno/OH, (e) O-H e (f) OH/C-H de
aromatico.

Uma vez verificada a influéncia da alteragdo de matriz sobre a
determinacdo do teor de etanol em gasolinas, construiu-se entdo, modelos de
calibracdo multivariada onde amostras adulteradas com 10% de tolueno foram

também incluidas na etapa de calibragao.

A Analise de Componentes Principais (PCA) para esse novo conjunto
de calibracao (Figura 1.13a) mostra que a inclusdo de amostras adulteradas com
10% de tolueno conduz a uma maior varidncia dos dados e duas componentes
principais sdo necessarias para explicacdo desses dados. Pode-se observar ainda
a clara separagao entre os dois grupos de amostras de gasolinas (amostras nao

adulteradas e amostras adulteradas com 10% de tolueno).
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Figura 1.13 — (a) Grafico de scores da primeira e segunda componente principal
da Analise de Componentes Principais (PCA) para amostras de
gasolinas ndo adulteradas (GN) e adulteradas (GT) com 10% de
tolueno (teor de etanol = 10 — 30% v/v), (b) Grafico de Loadings
para PC1 e PC2.

O grafico de Loadings para esse conjunto de amostras (Figura 1.13b)
mostra que a primeira componente principal € a principal responsavel por explicar
as bandas decorrentes das vibragbes do O — H do alcool, e a segunda
componente principal foi requerida para explicar as variacbes espectrais

decorrentes dos grupos C — H de aromaticos.

A inclusdo de amostras de gasolinas adulteradas com 10% de tolueno

na etapa de calibracdo dos modelos melhorou a capacidade de previsdo do teor
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de etanol para amostras adulteradas externas a etapa de calibragao (Tabela 1.3).
Apesar disso, verificou-se que a capacidade de previsdo dessas amostras ainda é
inferior as obtidas para as amostras ndo adulteradas (Tabela 1.1). De forma geral,
os modelos construidos (Tabela 1.3) sao estatisticamente semelhantes
(Tabela 1.4), sendo o0 modelo MLR/APS mais susceptivel ao efeito de matriz, o que
pode ser verificado através do maior valor de RMSEP obtido. Tal modelo é
estatisticamente diferente dos demais (Tabela 1.4).

Tabela 1.3 - Resultados dos erros de previsdo (RMSEP) para o teor de etanol
(%v/v) em gasolinas, empregando diferentes formas de selegdo de regides
espectrais na regido NIR. Modelos de calibragéo incluindo amostras de gasolinas
nao adulteradas e adulteradas com 10% de tolueno.

Amostras PLS —2D* | PLS -t° | PLS - L/CR® | MLR®

10% tolueno 1,61 0,808 1,04 2,97
N° de variaveis espectrais 131 476 310 9
N° de componentes principais 2 2 2 -

despectroscopia 2D; “todas as varidveis espectrais; ‘com base nos loadings e
coeficientes de regressao e “Algoritmo das Projegdes Sucessivas.

Os resultados obtidos com esses modelos de calibragdo (Tabela 1.3),
indicam que a robustez de modelos de calibragdo multivariada é significativamente
afetada pela alteracdo de matriz, a qual, pode ser advinda nao somente de
adulteragdes, mas também das diferentes origens do petréleo a partir do qual a
gasolina é obtida. Portanto, o conjunto de amostras de calibragdo deve contemplar
a maior variagdo possivel de composicdo das amostras, para garantir maior

robustez aos modelos multivariados construidos.

Tabela 1.4 — Valores calculados do teste F, com 95% de confianca, para os erros
de previsdo (RMSEP) para o teor de etanol (%v/v) em gasolinas, empregando
diferentes formas de selegdo de regides espectrais na regido NIR e amostras
externas aos modelos de calibragdo. Modelos incluindo amostras de gasolinas nao
adulteradas e adulteradas com 10% de tolueno.

Amostras F teérico | PLS -2D? PLS-t* |[PLS-L/CR°| MLR®
10% tolueno 6,39 3,97 1,00 1,66 13,5

espectroscopia 2D; "todas as variaveis espectrais; ‘com base nos loadings e coeficientes
de regressao e “Algoritmo das Projegdes Sucessivas.
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1.4.3. Previsao de MON e RON em gasolinas de Petroquimica

No presente trabalho, os pardmetros MON e RON foram avaliados
utilizando-se um conjunto de 293 amostras de gasolinas do tipo A, as quais
apresentam significativa variagdo de composi¢cao conforme descrito na Analise de

Componentes Principais (PCA) mostrada na Figura 1.14.
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Figura 1.14 — Gréfico de scores para a Andlise de Componentes Principais (PCA)
para amostras de gasolinas tipo A de petroquimica utilizadas para
previsdo de MON e RON.

A Figura 1.15 apresenta os espectros de absorbéncia NIR para cinco
diferentes amostras de gasolinas na faixa espectral de 850 a 1800 nm. Nos
comprimentos de onda préximos de 1144 e 1674 nm surgem as bandas
decorrentes do segundo e primeiro sobretom do estiramento C — H de aromaticos,
respectivamente. Em 1190 nm ocorre o segundo sobretom de C — H de metileno e

em 1395 nm combinagéo das vibragdes de estiramento C — H de metileno [54].
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Figura 1.15 - Espectros NIR da gasolina tipo A produzida pela BRASKEM S/A,
medidos com sonda de transflectdncia com caminho 6ptico de
1 mm. Faixa de 850 a 1800 nm (AA = 2 nm) e média de 300
varreduras.

A espectroscopia de correlagao 2D foi utilizada nesse trabalho a fim de
selecionar regides espectrais informativas a respeito de espécies que influenciam
os parametros MON e RON em gasolinas. Os mapas de contorno, obtidos para as
trés perturbacdes de concentragdo (octano, iso-octano e tolueno) sobre gasolina

A, sdo mostrados nas Figuras |.16, .17 e 1.18.

A perturbagcdo de concentragdo do hidrocarboneto linear, octano
(menor octanagem), sobre a gasolina do tipo A (Figura 1.16a), gerou um autopico
de relativa intensidade na faixa espectral de 1200 — 1226 nm, regido de absorgao
que € atribuida aos grupos metileno. Além desse, picos cruzados negativos nas
coordenadas espectrais (1144 e 1214 nm) sdo observados. Esses picos cruzados
negativos indicam o aumento da banda atribuida aos grupos metileno
(1200 - 1226 nm), em decorréncia do aumento da concentragdo de octano, e
diminuicao da banda em 1144 nm, que € atribuida a ligacdo C — H de aromaticos

presentes na gasolina.
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Figura 1.16 — Espectros de correlagdo 2D sincronos para perturbagdo de
concentragado de octano sobre gasolina tipo A (representacéo de
mapa de contorno). (a) faixa espectral = 1100 — 1300 nm;
(b) faixa espectral = 1300 — 1800 nm.

A diminuicdo no teor de aromatico para essa perturbacdo pode
também ser verificada no surgimento do autopico entre 1636 e 1692 nm

(Figura 1.16b), regido de primeiro sobretom de estiramento C — H de aromaticos.

Ja a perturbacdo de concentragdo de iso-octano (maior octanagem)
sobre a gasolina tipo A (Figura I.17a) apresenta um autopico de pouca intensidade
entre 1186 e 1200 nm, cuja banda é atribuida aos grupos metila, e outro de menor
intensidade entre 1206 e 1212 nm (grupos metileno). Picos cruzados negativos
entre esses dois autopicos, indicam a variagdo, em sentidos opostos, dessas duas
regides. Picos cruzados negativos com coordenadas espectrais (1144 € 1192 nm)
s&o também observados, e indicam o aumento da banda em 1192 nm, atribuida
aos grupos metila e diminuigdo da banda em 1144 nm, atribuida a ligacédo C — H

de aromaticos.
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Figura 1.17 — Espectros de correlagdo 2D sincronos para perturbacdo de
concentragao de iso-octano sobre gasolina tipo A (representacao
de mapa de contorno). (a) faixa espectral = 1100 — 1300 nm;
(b) faixa espectral = 1300 — 1800 nm.

De forma semelhante a perturbacédo de concentragao de octano, essa
diminuicdo da concentracdo de aromaticos também se manifesta por meio do
autopico entre 1636 e 1692 nm (Figura 1.17b). Entretanto, picos cruzados
negativos sao observados nas coordenadas (1382 e 1676 nm), os quais indicam a
relacdo entre variagbes espectrais nessas duas regides, atribuidas aos grupos

metileno e C — H de aromaticos, respectivamente.

As variagbes espectrais em decorréncia da ligagdo C — H de aromatico
sao mais evidentes nos espectros de correlagao 2D sincronos para perturbagao
de tolueno sobre gasolina A (Figura 1.18). Para esses espectros, dois autopicos de
relativa intensidade sdo obtidos para a faixa espectral de 1100 — 1300 nm
(Figura 1.18a). O primeiro deles, entre 1130 e 1150 nm, ¢é atribuido a ligagédo C — H
de aromatico e o segundo, entre 1172 e 1234 nm, compreende regides de
absorgao dos grupos metila e metileno. Os picos cruzados negativos entre esses
dois autopicos, indicam que ha variacdo em sentidos opostos para essas duas
regides. Ou seja, ha uma intensificagdo da banda devido a ligacdo C — H de

aromatico e diminuicdo da banda atribuida aos grupos metila e metileno.
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Comportamento semelhante ao obtido para as perturbagcées de concentracao de
octano e iso-octano, na regido de primeiro sobretom dos modos de estiramento
das ligacbes C — H de aromaticos, também foi observado para a perturbagéo de

concentragao de tolueno sobre gasolina A (Figura 1.18b).
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Figura 1.18 — Espectros de correlagdo 2D sincronos para perturbagdo de
concentragdo de tolueno sobre gasolina tipo A (representagao
de mapa de contorno). (a) faixa espectral = 1100 — 1300 nm; (b)
faixa espectral = 1300 — 1800 nm.

A Tabela 1.5 resume todas as regides selecionadas através da
espectroscopia de correlagao 2D. A regido espectral 1658 — 1688 nm, apesar de
estar relacionada a ligagdo C — H de aromaticos, n&o foi utilizada nos modelos de
calibragdo multivariada construidos, ja que essa variagao foi sistematica para os
trés diferentes compostos utilizados, sendo, portanto, influenciada por espécies

que causam aumento e diminui¢ao da octanagem.
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Tabela 1.5 — Regides espectrais selecionadas pela espectroscopia de correlagao
2D para perturbacbes de concentracdo de octano, iso-octano e tolueno sobre
gasolina tipo A.

Reagente Regido espectral (nm)
Octano 1188 — 1200
1208 — 1210
1658 - 1688
Iso-octano 1200 — 1226
1658 — 1696
Tolueno 1130 - 1152
1172 — 1234
1658 — 1688

Com a finalidade de comparacdo, foram construidos modelos de
calibracido multivariada utilizando todas as variaveis espectrais, as variaveis mais
influentes (com base nos graficos de loadings e coeficientes de regressao) e
variaveis selecionadas utilizando o APS. A propriedade MON foi modelada
utilizando-se 196 amostras de calibracdo e 97 amostras para validagao externa.
Para a propriedade RON, foram utilizadas 192 amostras de calibragcdo e 97

amostras de validacao.

Os resultados obtidos para previsao de MON e RON em amostras de
gasolinas, externas aos modelos de calibragdo, utilizando-se as diferentes

ferramentas de selegdo de variaveis sao apresentados a seguir.

Para a previsdo do parametro MON, todos os modelos construidos
apresentaram valores de previsdo semelhantes (Tabela 1.6), o que foi confirmado
através do teste F realizado (Tabela 1.7). Entretanto, as vantagens de cada um
deles devem ser destacadas. O modelo MLR/APS foi o que apresentou melhor
desempenho na previsdo de MON em gasolinas, uma vez que, trata-se de um
procedimento de modelagem mais simples, além de utilizar um numero de
variaveis espectrais significativamente menor (15 variaveis) que o total registrado.
Dentre os modelos PLS, destaca-se o modelo que utilizou a espectroscopia de
correlagdo 2D. Nesse caso, um numero de variaveis espectrais menor (44), em
relagao ao total de variaveis registradas e as selecionadas com base nos loadings

e coeficientes de regressao, foi utilizado. Além disso, o numero de componentes
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principais requeridas para explicar a maior variancia dos dados foi também menor
(Figura 1.19). Essas componentes principais requeridas para explicar a maior
variancia dos dados nos modelos PLS/2D, provavelmente, referem-se aos trés
compostos escolhidos para a perturbagédo de concentragdo sobre gasolina A
influenciam a

(hidrocarbonetos lineares, ramificados e aromaticos) e que

octanagem.

Tabela 1.6 - Resultados dos erros médios de previsdo (RMSEP), numero de
variaveis espectrais, componentes principais e coeficientes de correlacdo para o
parametro MON em gasolinas da BRASKEM S/A, empregando diferentes formas
de selecdo de regides espectrais (NIR) e amostras externas aos modelos de
calibragao.

Modelo PLS -2D? | PLS-t* | PLS - L/CR® | MLR®
RMSEP 0,53 0,53 0,55 0,52
N° de variaveis espectrais 44 476 233 15
N° de componentes principais 3 6 6 -

despectroscopia 2D; “todas as varidveis espectrais, ‘com base nos loadings e
coeficientes de regresséo; e “Algoritmo das Projegdes Sucessivas.

Tabela 1.7 — Valores calculados do teste F, com 95% de confianga, para os erros
de previsdo (RMSEP) para o parametro MON em gasolinas da BRASKEM S/A,
empregando diferentes formas de selegao de regides espectrais (NIR) e amostras
externas aos modelos de calibracio.

F teodrico

PLS - 2D?

PLS —t°

PLS - L/ICR®

MLR®

1,44

1,04

1,04

1,12

1,00

despectroscopia 2D; °todas as varidveis espectrais; ‘com base nos loadings e
coeficientes de regressao e “Algoritmo das Projegdes Sucessivas.
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Figura 1.19 — Variancia total explicada com os modelos construidos para a
previsdo de MON utilizando todas as variaveis espectrais (m),
espectroscopia de correlagdo 2D (®) e Loadings/Coeficientes de

)-
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1"

O gréfico de Coeficientes de Regressao para todas as componentes

principais sugeridas para explicar a maior varidncia dos dados espectrais

(Figura 1.20), sugere que as regides de segundo (1100 — 1300 nm) e primeiro

sobretom (1400 — 1800 nm) de estiramento C — H sdo as mais importantes nessa

analise. Além dessas, a regidao de combinacdo das vibragdes de estiramento

C — H de metileno (1350 — 1440 nm), apesar de apresentar menores pesos nessa

modelagem, foi também incluida na calibragao.
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Figura 1.20 — Grafico de coeficientes de regressdo para as seis componentes
principais sugeridas para explicar a maior variancia dos dados
espectrais para o parametro MON.

As variaveis selecionadas com o APS (Figura [.21) séao,
preferencialmente, aquelas na regido de primeiro sobretom dos modos de
estiramento C — H, o que é bastante semelhante aquelas dos graficos de Loadings
do modelo PLS. Entretanto, o estudo realizado com a espectroscopia de
correlagao 2D, mostrou que essa regido, apesar de ter grande influéncia, conduz a

utilizacdo de um maior numero de componentes principais.

Por fim, vale ressaltar que, os valores de erros médios de previsao
(RMSEP) obtidos por meio dos diferentes modelos de calibragdo para a previséao
de MON, estdo abaixo do valor de reprodutibilidade (0,7) do método padrao
(Norma ASTM 2700) [53], podendo, portanto, ser utilizados como método

alternativo para determinagao desse parametro.
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Figura 1.21 - Variaveis selecionadas com o APS para previsdo de MON em
gasolinas tipo A.

Os resultados de previsdo para o parametro RON em gasolinas do
tipo A sdo mostrados na Tabela 1.8. Pode-se verificar através dos mesmos, que o
modelo PLS que utilizou a espectroscopia de correlagcdo 2D como método para
selecao de variaveis espectrais, foi 0 que apresentou menor valor numerico de
previsdo para as amostras externas ao modelo de calibragcdo. Entretanto, esse
valor nao é estatisticamente diferente daqueles obtidos para os demais modelos
(Tabela 1.9). Outra caracteristica importante que deve ser destacada desse
modelo, € que de forma semelhante ao modelo para previsao de MON, um
numero menor de componentes principais foi utilizado (Figura 1.22), e, portanto, o

mesmo esta menos suscetivel a sobreajuste.
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Tabela 1.8 — Resultados dos erros médios de previsdao (RMSEP), niumero de
variaveis espectrais, componentes principais e coeficientes de correlacdo para o
parametro RON em gasolinas da BRASKEM S/A, empregando diferentes formas
de selecdo de regides espectrais (NIR) e amostras externas aos modelos de

calibracao.
Modelo PLS-2D° | PLS-t° |PLS-L/CR®|MLR®
RMSEP 0,67 0,71 0,69 0,69
N° de variaveis espectrais 44 476 171 14
N° de componentes principais 3 6 5 -

despectroscopia 2D; “todas as varidveis espectrais; ‘com base nos loadings e
coeficientes de regresséao e “Algoritmo das Projecdes Sucessivas.

Tabela 1.9 — Valores calculados do teste F, com 95% de confianca, para os erros
de previsdo (RMSEP) para o parametro RON em gasolinas da BRASKEM S/A,
empregando diferentes formas de selegao de regides espectrais (NIR) e amostras
externas aos modelos de calibracao.

F teodrico

PLS - 2D?

PLS - t°

PLS - L/CR®

MLR®

1,44

1,00

1,12

1,06

1,06

3espectroscopia 2D; °todas as varidveis espectrais; ‘com base

coeficientes de regresséo e “Algoritmo das Projecdes Sucessivas.
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Figura 1.22 - Variancia total explicada com os modelos construidos para previsao
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todas

as variaveis
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O grafico de Coeficientes de Regressao (Figura 1.23), para todas as
componentes principais sugeridas para explicar a maior variancia dos dados,
mostra de forma semelhante a obtida para o pardmetro MON, que a regido de
primeiro sobretom de estiramento C — H é a mais influente na determinacédo do
parametro RON. Além dessa, as regides de segundo sobretom de estiramento
C — H e segundo sobretom de combinagéo das vibragdes de estiramento C — H de
metileno, mostraram-se importantes na previsao desse parametro de qualidade.
Entretanto, com o auxilio da espectroscopia de correlagao 2D, foi possivel verificar
que a regiao de primeiro sobretom de estiramento C — H é influenciada tanto por
compostos responsaveis pelo o aumento da octanagem (iso-octano e tolueno),
quanto por aqueles que a diminuem (octano), podendo, portanto, ser excluida da
calibracdo, o que diminuiu o numero de componentes principais requeridas para

explicar a maior variancia dos dados.

300 —————1———F——T——1——T——T——1

200 4 -

100 1 -

i

;
<>
;{%
=
=

=100 -

Coeficientes de Regressao

-200 -
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900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800

Comprimento de onda / nm

Figura 1.23 - Graficos de coeficientes de regressao para as seis componentes
principais sugeridas para explicar a maior variancia dos dados
espectrais para o parametro RON.

As variaveis selecionadas com o APS (Figura 1.24), na sua maioria,
também contemplam a regido de primeiro sobretom de estiramento C — H, e
apenas quatorze variaveis sao requeridas para previsdo do parametro RON em

gasolinas.
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A octanagem RON néao faz parte do quadro da especificagao brasileira
da gasolina automotiva dos tipos A ou C, porém, quando comparados aos valores
de reprodutibilidade (0,9) para o método RON (Norma ASTM 2699) [53], os erros
médios de previsdo (RMSEP) obtidos para os diferentes modelos de calibragéo
sao inferiores, indicando que os mesmos podem ser utilizados como método

alternativo para esse tipo de determinagao.

0,4 B S p e e e s S m e N B |

[
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]

0,0
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T 1T 1T T T T T
900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800
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Figura 1.24 - Variaveis selecionadas com o APS para previsdo de RON em
gasolinas tipo A.
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1.5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos através da analise de correlagdo 2D mostram o
potencial do uso da perturbagdo de concentracdo em fluxo em experimentos
conduzidos de forma a selecionar regides espectrais Uteis aos algoritmos de
regressdo multivariada. Tal perturbagdo apresenta algumas vantagens: os
experimentos séo realizados em sistema fechado (menor risco de contaminagao
das amostras); maior velocidade na aplicacdo da perturbagdo, além de se

trabalhar em micro-escala (menor consumo de amostras e compostos de teste).

Os modelos de calibracdo multivariada utilizando a espectroscopia NIR
para previsdo de etanol em gasolina sdo influenciados de forma significativa pela
alteragcdo de matriz advinda de adulteragbes. A incorporagdo de amostras

adulteradas na modelagem minimiza essa influéncia.

Por meio dos resultados obtidos, foi possivel avaliar a capacidade de
previsdo de diferentes modelos de calibragcdo multivariada para MON e RON em
gasolinas utilizando diferentes ferramentas de selecdo de variaveis. A
Espectroscopia de Correlagao 2D, apesar de ndo ser uma ferramenta descrita na
literatura para selegcdo de variaveis, mostrou-se viavel apresentando resultados
semelhantes aos modelos obtidos com o APS e com base nos Loadings e
Coeficientes de Regressao. Além disso, a espectroscopia 2D faz uso de um
experimento de perturbagdo de concentragdo que pode correlacionar as variaveis
selecionadas a informagdo quimica da espécie ou parédmetro que se deseja

determinar.

Evidentemente, a espectroscopia de correlacdo 2D apresenta
limitagbes quanto a selegdo de regides espectrais quando o parametro a ser
analisado é global, ou seja aquele parametro que nao depende apenas de um
constituinte da gasolina, como é o caso da octanagem. Porém, como visto no
presente estudo, o uso de trés espécies que estdo relacionadas com esse
parametro de qualidade, utilizando um experimento simples de perturbagao de
concentracao em fluxo, foi possivel alcangar resultados semelhantes as outras

ferramentas de selegdo com redugdo significativa do numero de variaveis e
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manutencdo da interpretacdo quimica do efeito dessas variaveis sobre os

parametros analisados.
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I.1. INTRODUGAO

O desenvolvimento de instrumentacdo adequada para determinacgao
de substancias opticamente ativas tem sido um tema de bastante relevancia nas
ultimas décadas. Tal fato decorre principalmente da necessidade das industrias
farmacéutica e acucareira em desenvolver produtos de maior pureza e qualidade.
No caso da industria farmacéutica, sabe-se que dentre as muitas drogas
encontradas como misturas racémicas, geralmente, apenas um dos seus
enantibmeros possui efeitos terapéuticos, sendo que o outro pode apresentar
efeitos colaterais significativos [1 — 3]. Um exemplo classico disso, é a talidomida,
sedativo bastante utilizado no inicio da década de 60, sendo um de seus
enantibmeros extremamente teratogénico [4]. Ja para a industria agucareira, a
utilizacdo de solugdes de agucar nao clarificadas e instrumentos que operem na
regidao do Infravermelho Préximo (NIR) faz-se necessaria em decorréncia da

proibi¢cao, por questdes ambientais, do uso de clarificantes a base de chumbo.

Dentre as técnicas existentes para medida de substancias opticamente
ativas, i. e. polarimetria, Dispersdo Optica Rotatéria (ORD) e Dicroismo Circular
(CD), essa ultima é certamente a mais utilizada porque fornece informagao direta
sobre a atividade Optica dos centros quirais que absorvem na molécula em estudo
[2]. Entretanto, essas medidas sao consideradas dificeis devido a pequena
magnitude do sinal obtido (102 a 10 de uma unidade de absorbancia), além dos
instrumentos CD serem mais eficientes na investigagdo de compostos quirais que

apresentam cor, ja que esses instrumentos realizam medidas na regido do visivel.

A regiao do Infravermelho Proximo (NIR), por apresentar bandas de
absor¢do devido aos sobretons e combinacdo das transi¢cdes vibracionais
fundamentais de grupos C — H, O — H e N — H, presentes em todas os tipos de
moléculas organicas, constitui uma boa alternativa no desenvolvimento de

instrumentos para medida de substancias opticamente ativas.

Considerando esses aspectos, o presente trabalho descreve a
construcdo de um espectropolarimetro baseado em Filtro Optico Acustico

Sintonizavel (AOTF) que opera na regido do Infravermelho Préximo (NIR).
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Il.1.1. Origem da Atividade Optica

A constatagao da atividade optica de alguns sélidos e substancias esta
diretamente relacionada a descoberta, em 1809 pelo fisico francés Malus, da luz
plano-polarizada. Em 1811, outro cientista francés, Biot, descobriu que um cristal
de quartzo, cortado em um determinado angulo, girava o plano de polarizagao da
luz em um angulo proporcional a espessura do cristal [5]. Tal fenbmeno é

conhecido como rotagao optica e sua descrigao é feita a seguir.

A luz nao polarizada consiste de grupos de ondas que se propagam
em todas as dire¢cdes perpendiculares a sua diregdo de deslocamento (Figura
[l.1a). Ao contrario, se a radiacdo é filtrada, de modo a remover todas as
oscilagbes deixando passar apenas uma dire¢cdo no plano x, z, entdo a luz é
denominada plano-polarizada (Figura Il.1b) [5, 6]. Nesse caso, a luz consiste de
duas componentes polarizadas circularmente, em fase, que tragam caminhos
helicoidais de sentidos opostos. A Figura Il.1c representa a componente da luz
polarizada circularmente para a direita. Tal denominagdo € dada, em virtude da
trajetéria de propagacéao, no sentido dos ponteiros do relégio (6 — 0), a partir do

observador até a fonte de radiacéao [5, 6].

No vacuo, tanto a luz polarizada circularmente para a direita quanto
para a esquerda possuem velocidades iguais. Entretanto, fora do vacuo, quando a
luz passa através de um meio ou material, sua velocidade de propaga¢ao muda e
depende do indice de refracdo desse meio ou material. Se a luz plano-polarizada
passa através de uma substancia quiral, ndo s6 sua velocidade de propagacao
muda, mas, também sua dire¢ao é alterada por um angulo (o) que € caracteristico
da substancia. A atividade Optica, portanto, resulta da diferenga no grau de
refragdo da luz polarizada circularmente para a direita e esquerda pela substancia

quiral. Ou seja, a fonte da rotacao é a birrefringéncia [5, 6].

58



Parte 2 Introdugédo

(c)

Propagacido da luz

b
v

Fonte —>z >
observador

0 1 2 3 4 5 6
Figura .1 - Propagacdo da luz (a) ndo-polarizada, (b) plano-polarizada,
(c) circularmente polarizada para a direita.

Se a onda polarizada circularmente para direita passar através do
meio ou material opticamente ativo com maior velocidade que a onda polarizada
circularmente para a esquerda, uma rotacao positiva (+) da luz plano-polarizada é
observada, e o meio ou material € denominado dextrogiro. Ao contrario, se a onda
polarizada para esquerda apresentar maior velocidade de propagag¢ao, o meio ou

material € denominado levogiro.

Essa mudanca no plano de polarizacdo da luz por substancias quirais
(Figura 11.2), é a unica propriedade capaz de distinguir seus enantibmeros, uma
vez que, as demais propriedades dessas substancias, tais como, propriedades

fisicas, espectros RMN e no Infravermelho, sdo iguais.

As principais técnicas utilizadas para investigar a atividade éptica de

substancias quirais s&o apresentadas no préximo item.
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Eixo X
A

........ Substéncia quiral

Luz polarizada ao LTI
longo do eixo x /

Figura 1.2 — Rotagao da luz polarizada por um material quiral.

I.1.2. Técnicas Utilizadas para Medida de Substancias

Opticamente Ativas

A técnica tradicionalmente empregada para medidas de rotagao 6ptica
€ a polarimetria, cujo instrumento utilizado para essas medidas € o polarimetro.
Esse instrumento € constituido por uma fonte de radiagdo monocromatica
(geralmente uma lampada de sédio com filtro para A = 589 nm), um polarizador,
normalmente um prisma de Nicol, célula polarimétrica e um analisador, o qual
pode ser tanto uma lente Polaroid quanto um outro prisma de Nicol. A rotacao
Optica imposta pela amostra investigada € medida girando o analisador até que

uma quantidade minima de luz seja detectada no detector [6, 7].

Segundo a Lei de Biot, a rotagdo observada é proporcional ao
comprimento (/) da célula ou tubo que contém o liquido ou solugdo opticamente

ativa e a sua concentracao ¢ (ou densidade, no caso de liquido puro):

o= [l (I1.1)
onde:

[a] = rotacdo especifica;
o = rotacao observada;

| = comprimento do caminho éptico (em decimetros);
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¢ = concentracdo, g mL™ para liquidos puros ou g 100 mL™" quando solu¢des sdo
utilizadas (Equagao 11.2).

[OL]= (0 _ 100 (”2)
I(dm)c(gmL™) I(dm)c (g100mL™)

A rotacdo especifica [a] depende do comprimento de onda e da
temperatura nas quais as medidas sdo realizadas. Essas duas variaveis,
geralmente sado indicadas como itens subscrito e sobrescrito na constante [ao],
respectivamente. Além disso, [a] também depende do solvente no qual a solugéo

da amostra é preparada [5].

O campo de aplicagdo de maior destaque da polarimetria €, com
certeza, a industria do acgucar, devido a grande importancia comercial desse
produto. A determinagdo da sacarose, geralmente, ndo é feita de forma direta,
pois esse acgucar ocorre naturalmente junto com outros agucares opticamente
ativos. Frequentemente, essa determinacao é feita através da reacao de hidrdlise
da sacarose, a qual é conhecida como reagcdo de inversdo, em que uma mistura
de glicose e frutose é obtida. Além da industria do agucar, a polarimetria é
vastamente empregada no controle de qualidade, processos e pesquisas nas

industrias farmacéuticas, quimicas, de 6leos essenciais e alimentos [8].

Quando o interesse € investigar as estruturas e conformacdes das
moléculas de substancias opticamente ativas, as técnicas Dispersdo Optica

Rotatdéria (ORD) e Dicroismo Circular (CD) sao as escolhidas.

A técnica ORD baseia-se na medida da rotagcdo 6ptica em fungao do
comprimento de onda. Para um composto que n&do apresenta absor¢ao na regiao
espectral estudada, a atividade O6ptica diminuira, progressivamente, com o
aumento do comprimento de onda, e uma curva ORD continua (normal) é
observada (Figura 11.3a) [5, 9]. Esse comportamento da curva ORD continua, em
fungcdo do aumento do comprimento de onda, é representado matematicamente

pela Equacéao de Fresnel:

o=(n, —n,)1800//2, (1.3)
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onde:

a = coeficiente de rotagao optica;

n. e ng = indices de refracdo para os feixes circularmente polarizados para a
esquerda e direita;

I = comprimento do caminho éptico (em decimetros);

Ao = comprimento de onda no vacuo do feixe de luz (em centimetros).

(a) (b)

[@] [@]

A(nm)—

A (nm) —>

Figura 1.3 — Curvas ORD na regido espectral UV/Vis. (a) substancia que nao
apresenta absorgdo, (b) substéncia que apresenta absorgao.
(----) espectro de absorgao, (—) curva ORD. [®] = rotagdo molar.

Ja uma substancia cuja molécula possua centros quirais que
apresentam absorgao, as curvas ORD sao descontinuas (anormais) e apresentam
maximos ou minimos (picos ou vales) e um ponto de inflexdo na regido do
espectro referente aquela de absor¢do maxima do centro quiral (Figura 11.3b).
Esse comportamento de inflexdo das curvas anormais € conhecido como Efeito
Cotton (Figura 11.3b). Para a regido do ultravioleta e visivel (UV/Vis), o Efeito
Cotton, coincide com o comprimento de onda de absorcdo maxima. Entretanto,
sua forma pode nao ser simétrica, devido as sobreposi¢cées desse efeito ao longo

da regiao espectral estudada [5, 9].

A técnica CD consiste em medir a diferenga de absorcdo da luz

polarizada circularmente para a direita e esquerda para as mesmas transi¢des
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observadas na espectroscopia de absor¢cdao normal. Tal diferenga de absorgao
esta associada a transigao eletrbnica ou vibracional do centro quiral presente na
molécula quiral [5, 9, 10]. A Lei de Beer € obedecida para ambas componentes da
luz polarizada circularmente (E = esquerda, D = direita), e a diferenca de absorgao

€ dada por:
AA = AelC (11.4)
onde:

Ae = g - gp (sendo &g e gp as absortividades molares para a luz polarizada

circularmente para a esquerda e direita, respectivamente).

A Figura 1.4 mostra espectros hipotéticos de absor¢cdo e CD. Pode-se
observar por meio deles, que existe correspondéncia entre as bandas CD e as
bandas de absor¢ao normal, mas as bandas CD podem ter tanto valores positivos
quanto negativos, dependendo de qual componente da luz € absorvida mais
fortemente. De modo geral, as bandas CD tém forma muito semelhante as bandas
de absorgdo como mostrado na Figura 11.4. No entanto, em moléculas mais
complexas como polinucleotideos e polipeptidios, curvas mais complexas podem
ser obtidas devido a interagdo entre os centros quirais presentes nessas

moléculas [10].

N ANPAN
1\

Figura 1.4 — Espectro hipotético de absor¢ao normal e seu correspondente
espectro CD.
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Como citado anteriormente, as técnicas ORD e CD tém maior campo
de aplicacdo na investigacdo de configuracdes e conformagdes de moléculas
biolégicas. Atualmente, a técnica CD € a preferida, sendo a técnica ORD utilizada
apenas de forma complementar, nos seguintes casos: (1) para verificar Efeito
Cotton fora da faixa espectral de operacédo de espectrometros CD comerciais, (2)

medidas de propriedades Opticas de substancias com baixa atividade oOptica [5].

A preferéncia pela técnica CD deve-se ao fato dessa fornecer
informacéo direta sobre os centros quirais presentes nas moléculas em estudo.
Além disso, a técnica € nao destrutiva e requer pequena quantidade de amostra.
Entretanto, as medidas CD s&o consideradas dificeis de serem realizadas devido
a pequena magnitude do sinal obtido (10* — 10 de uma unidade de absorbancia)
e ao fato das medidas preferencialmente, serem feitas com compostos que
apresentam cor, ja que, a maioria dos instrumentos CD comerciais existentes

opera na regiao UV/Vis.

Nos ultimos anos, o interesse por instrumentos CD que operem na
regido espectral de transi¢des vibracionais (Infravermelho Médio e Proximo) tem
aumentado e alguns trabalhos podem ser encontrados na literatura [11 — 15]. A
maior motivagdo para o desenvolvimento de instrumentos nessas regides
espectrais, € que a mesma compreende transi¢gdes vibracionais de grupos C — H,
O - H e N — H, presentes em todas os tipos de moléculas organicas, além de a

mesma permitir a medida de substancias incolores.

. 1.2.1. Medidas Vibracionais de Substancias Opticamente

Ativas

A idéia de se utilizar a regido espectral que compreende transigdes
vibracionais para investigagdo de substancias opticamente ativas € bem antiga.
Entretanto, as baixas sensibilidades das medidas, as quais em sua grande maioria
sdo baseadas na técnica de Dicroismo Circular (CD), limitaram o desenvolvimento
de instrumentos comerciais para a regido do Infravermelho Médio (MID) e

Infravermelho Proximo (NIR) até o inicio da década de 90. Entretanto, nos ultimos
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anos a utilizacdo de diferentes acessorios Opticos e eletrdnicos tem sido descrita
na literatura a fim de melhorar a sensibilidade e eficiéncia das medidas nessas

regides espectrais [11 — 15].

Um dos primeiros instrumentos descritos para medidas CD na regido
NIR (800 — 3000 nm) foi proposto em 1973, por Osborne et al. [16]. O instrumento
que utiliza um modulador fotoelastico de quartzo mostrou-se bastante sensivel e
com alta resolugéo instrumental em medidas CD de complexos de tartarato de
samario e niquel, conduzindo a resultados comparaveis aos obtidos com
instrumentos CD UV/Vis.

Nafie et al.[17], em 1976, investigaram diferentes compostos quirais
utilizando um instrumento CD na regido espectral 2500 — 4000 nm. As bandas de
absorgcao para essa regiao apresentaram sinais entre 0,08 — 0,89, e os sinais CD
obtidos foram da ordem de 10°. Segundo os autores, a baixa sensibilidade do
instrumento poderia ser melhorada com o aumento da intensidade da fonte de
radiacdo, aumento na sensibilidade dos detectores e qualidade dos dispositivos

Opticos de polarizacéao.

O comportamento CD da canfora na faixa espectral de
1600 — 3600 nm foi descrito em 1976 por Keiderling e Stephens [18] utilizando um
instrumento dispersivo baseado em uma grade de difragdo como monocromador.
Vérias bandas CD em decorréncia dos diferentes modos vibracionais das ligagdes
CH e CO foram observadas. Os sinais obtidos foram da ordem de 10, sendo os
mesmos considerados de magnitude razoavel e comparaveis aos obtidos com
transicoes fundamentais. Entretanto, o tempo de analise para o par enantiomérico
foi alto (4h) e para as regides de sobretom uma maior quantidade de amostra foi

necessaria.

Espectros CD na regido 800 — 1300 nm de uma série de terpenos e
compostos correlatos (p.ex: limoneno, propileno e ciclohexeno) foram investigados
por Abbate et al. [19] em 1989. Para esses estudos foi utilizado um espectrometro
Jasco Modelo J200D. Para a regido de segundo sobretom, utilizou-se um detector

de HgCdTe e uma cubeta de 1 cm de caminho Optico. Ja para a regido de terceiro
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sobretom, a deteccao foi feita com uma fotomultiplicadora Hamamatsu R316 e
uma célula de 10 cm de caminho Optico. Nesse estudo foram investigados,
comparativamente, os diferentes modos vibracionais das ligagdes CH dos

compostos citados acima.

Um espectropolarimetro que utiliza um laser de titanio-safira
sintonizavel na faixa espectral de 670 — 1030 nm como fonte de radiagao, foi
descrito por Tran e Grishko em 1994 [2]. A utilizacdo de amplificadores do tipo
“lock-in” conduziu o instrumento a uma sensibilidade viavel para medidas de
dicroismo circular das transicbes de sobretom de compostos quirais, p. ex:
(R)- e (S)-canfora, (R)- e (S)-2-octanol, e (R)- e (S)-2-amino-1-octanol. A
magnitude dos sinais CD obtidos com esse instrumento foi da ordem de 10,

utilizando células de medida com 20 cm de caminho éptico.

Um detector baseado na medida de CD/NIR de efluentes quirais de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia foi desenvolvido por TRAN et al. em 1994
[3]. Nesse instrumento, um laser no estado sdlido, sintonizavel na faixa espectral
de 2400 — 3500 nm, foi utilizado como fonte de radiagcdo. A luz polarizada
linearmente do laser foi convertida em luz circularmente polarizada para a
esquerda e direita por meio de um modulador fotoelastico (42 kHz), e os sinais
transmitidos foram medidos utilizando-se detectores de antimoneto de indio.
Nessa configuracéo, o instrumento pode ser usado para medidas VCD (Dicroismo
Circular Vibracional) de grupos OH e os limites de deteccdo obtidos para os

compostos investigados foram da ordem de microgramas.

Em 1997, LONG et al. [11] descreveram um instrumento VCD para a
faixa espectral de 2500 — 4000 nm. O instrumento € um FT-IR-VCD que utiliza
fonte tungénio-halégena, janelas de BaF,, lentes de ZnSe e detectores de InSb.
Os resultados obtidos foram semelhantes aos obtidos com um VCD baseado em
grade de difracdo, com sinais da ordem de 10° AA e tempo de coleta dos

espectros com resolucdo de 8 cm™ de 4 h.

Castiglioni et al. [12], em 2002, desenvolveram e aplicaram um

instrumento CD/NIR que opera na regiao espectral de 800 — 1300 nm. Os autores
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demonstraram o comportamento CD de 12 pares enantioméricos de moléculas de
cetonas biciclicas e monoterpenos. O instrumento utiliza uma fonte tungsténio-
halégena, polarizador linear, um modulador fotoelastico e detectores de InGaAs.
Os resultados obtidos demonstraram uma maior sensibilidade analitica (10®° AA) e
menor consumo de amostra para a regido de segundo sobretom de ligagdes C — H
eC=0.

O estudo realizado por Keiderling e Stephens em 1976 para canfora
na faixa espectral de 1600 — 3600 nm, foi repetido em 2003 por Nafie et al. [13]
utilizando um instrumento baseado em Transformada de Fourier. A principal
vantagem apresentada pelo instrumento proposto é a redugao significativa do
tempo de medida espectral (de 4h para menos de 2 minutos para o par
enantiomérico). Além disso, as medidas sdo mais facies, uma vez que se utilizam
detectores de InGaAs, que operam a temperatura ambiente ou sao
termoeletricamente resfriados, ndo havendo necessidade do uso de nitrogénio

liquido para realizar as medidas.

Longhi et al. [14], em 2004, investigaram o comportamento
espectropolarimétrico da canfora e fencona na faixa espectral de 850 — 1500 nm.
O instrumento utilizado é uma versdao modificada daquele descrito por Castiglioni
et al. [15]. Nessa regiao de sobretom e sobretons de combinagao de vibragdes de
ligagdes C — H, os sinais CD obtidos foram da ordem de 10°. Apesar da menor
sensibilidade obtida para a regido de terceiro sobretom dos modos de estiramento
C - H, quando comparados aos resultados obtidos por Tran e Grishko [2], o
trabalho citado inclui o estudo CD da canfora na regido de combinagao de modos

de estiramento C — H, a qual ainda ndo havia sido descrita na literatura.

Um instrumento comercial VCD FT/IR foi modificado por Cao et al. [15]
para operar na ampla faixa espectral que compreende as regides NIR/MID (1000 —
12.500 nm). O comportamento espectropolarimétrico de substancias como: 2,2 —
dimetil-dioxalano — 4 — metanol (DDM), a. - pineno e canfora, foram demonstrados.
Um conjunto de detectores de HgCdTe resfriados termoeletricamente e com

nitrogénio liquido, além de detectores de InGaAs e Ge, foram utilizados para
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operacao em toda a faixa espectral estudada. A magnitude dos sinais VCD obtidos
foram da ordem de 107 utilizando-se caminhos dpticos que variaram de 0,003 —

50 mm e tempo de medida de 1 — 12 h.

Pode-se verificar por meio dos trabalhos citados que ha um grande
interesse na literatura pelo desenvolvimento de instrumentos para medida de
substancias opticamente ativas na regido de transigbes vibracionais,
principalmente na regido NIR. Esse interesse deve-se as vantagens que essa
regido espectral pode oferecer. ndo ha necessidade de preparo da amostra, as
medidas séo rapidas, pode-se utilizar caminhos épticos de tamanhos variaveis,
aléem das bandas de absorcdo nessa regido compreenderem transicoes

vibracionais de ligagdes C — H, N — H, O — H presentes nas moléculas organicas.

De modo geral, os instrumentos desenvolvidos para as regides
MID/NIR, possuem sensibilidades analiticas inferiores as obtidas para a regiao
UV/VIS. Entretanto, ha uma tendéncia clara em se utilizar dispositivos opticos e
eletrénicos, p.ex: laser como fonte de radiacdo, amplificadores do tipo “lock-in”,
detectores de InGaAs etc., que melhoram a sensibilidade dos sinais CD obtidos

com esses instrumentos.

O tempo de analise nos instrumentos sugeridos é outro fator que deve
ser considerado. A maioria deles € de instrumentos dispersivos baseados em
grade de difracdo, que apesar de apresentarem baixo custo tém as desvantagens
de serem de varredura lenta e perderem a precisdo nos comprimentos de onda
com o decorrer do tempo de uso. A tendéncia em se utilizar instrumentos
baseados em Transformada de Fourier deve ser destacada, pois esses
instrumentos possuem melhores caracteristicas como: melhor precisdo (0,05 nm)
e exatiddo nos comprimentos de onda, maior relagdo sinal/ruido e velocidade de

varredura [20].

Considerando todos os aspectos citados, o desenvolvimento de
espectropolarimetros baseados em Filtros Optico Acustico Sintonizaveis (AOTF)
pode ser uma boa alternativa para a regido do Infravermelho Proximo (NIR),

devido as caracteristicas inerentes desses dispositivos: ndo possuem partes
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moveis, apresentam alta velocidade de varredura dos comprimentos de onda,
sendo que essa varredura pode ser feita de forma aleatdria, a precisdo nos
comprimentos de onda é da ordem de 0,05 nm, sua resolucéo fica entre 5 e 15 nm
dependendo da faixa espectral utilizada, e apresenta uma alta taxa de transmissao

da radiagdo monocromatica.
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Objetivos

1.2.

OBJETIVOS

v’ Construir um espectropolarimetro baseado em Filtro Optico
Acustico Sintonizavel (AOTF) para a regidao do Infravermelho

Préximo (NIR);

v' Avaliar a performance do instrumento na investigagdo de

substancias opticamente ativas.
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I.3. PARTE EXPERIMENTAL

1.3.1. Montagem do Instrumento Proposto

O instrumento desenvolvido (Figura 11.5) € composto de: fonte de luz
tungsténio-halégena, lente colimadora de radiacdo, modulador mecénico
(freqiiéncia de 1 KHz), polarizador colorPol® IR 1300 BC5, célula de medida de
10 cm de comprimento, AOTF de TeO, fabricado pela Brimrose (TEAF_0,8 - 1,6)
que opera na regidao de 800 a 1600 nm com resolugédo espectral de 2 — 6 nm e
dois detectores de InGaAs. O sinal de radio-frequéncia (rf), na faixa de
190 — 90 MHz, utilizado para acionar o AOTF é produzido por um gerador de rf TTi
(Thurlby Thandar Instruments) modelo TGR 1040, o qual é controlado via RS-232
através de um programa computacional desenvolvido em Visual Basic 5.0. Esse
programa computacional também é responsavel pela aquisicdo de dados dos
amplificadores do tipo lock-in (Femto, LIA-MV-150). Essa aquisigao é feita atraves
das saidas analdgicas dos amplificadores, que foram conectadas a interface
paralela (PCL-711S), a qual é responsavel pela conversao do sinal do dominio

analogico para o digital com resolucéo de 12-bits.

Fotos do espectropolarimetro construido sdo mostradas na Figura 11.6.

Gerador de rf

(b) ® Amplificador
@ -, “lock-in"
—_— ‘
=2 )8) ) i) '
radiacdo Se
Ampliﬁc_aclllor
@ © (e @ lock-in
Figura 1.5 - Esquema geral do espectropolarimetro proposto. (a) Lente

colimadora de radiagéo, (b) modulador mecanico, (c) polarizador,
(d) célula de medida, 10 cm, (e) AOTF, (f) e (g) detectores de
InGaAs.

73



Parte 2 Parte Experimental

|~
@

Figura 1.6 — Fotos do espectropolarimetro construido. (a) Visdo geral do
instrumento: (1) modulador mecanico (frequéncia de 1 KHz), (2)
gerador de rf, (3) controlador de poténcia da fonte de radiagao,
(4) amplificadores do tipo “Lock-in". (b) Detalhe das partes
principais do instrumento, (5) Fonte de radiagdo tungsténio-
halégena, (6) lente colimadora de radiagao, (7) polarizador, (8)
célula de medida, (9) AOTF, (10) detectores InGaAs.
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11.3.1.1. Polarizador

O elemento polarizador utilizado neste trabalho, Codixx ColorPol® IR
1300 BC5, cuja tecnologia foi desenvolvida em 2002 [21], consiste de uma |amina
de vidro (10 x 10 mm? e espessura igual a 220 + 20um) contendo particulas
alongadas de prata uniformemente orientadas. Essas particulas alongadas de
prata sdo responsaveis pela conversdo da luz ndo polarizada em luz linearmente
polarizada. O grafico da transmitancia e contraste (razdo entre as transmitancias
dos feixes paralelo e perpendicular) em fungdo do comprimento de onda mostra
que para a faixa espectral utilizada neste trabalho (800 — 1600 nm), o polarizador

apresenta o efeito maximo de polarizagao (Figura 1.7).
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Figura Il. 7 — Transmitancia e contraste em fungdo do comprimento de onda do
polarizador ColorPol® IR 1300 BC5 utilizado.

75



Parte 2 Parte Experimental

11.3.2. Filtro Optico Acustico Sintonizavel (AOTF)

Os Filtros Opticos Acusticos Sintonizaveis (AOTF) sdo dispositivos que
operam como filtros Opticos sintonizaveis eletronicamente, que servem
simultaneamente, para modular a intensidade e o comprimento de onda de uma
fonte [22, 23]. Esses dispositivos consistem de um cristal birrefringente cujas
propriedades 6pticas variam em funcéo da interacdo com uma onda acustica. No
presente trabalho, o AOTF utilizado, consiste de um cristal de TeO, (diéxido de
telurio) ao qual um transdutor piezoelétrico (LiNbO3;) esta ligado (Figura 11.8).
Quando um sinal oscilante de radiofrequéncia (RF) é aplicado no transdutor, esse
gera uma onda (acustica) vibracional de alta frequéncia que se propaga pelo
cristal. Essa onda acustica induz uma re-distribuicdo periodica do indice de
refracdo através do cristal, que age como uma grade de difragao, difratando a luz
incidente em um feixe de primeira ordem. A alteracdo na frequéncia do sinal do
transdutor aplicado ao cristal altera o periodo de variagao do indice de refracao e,
portanto, o comprimento de onda da luz que é difratada. A intensidade relativa do

feixe difratado é determinada pela amplitude do sinal de rf aplicado ao cristal [24].

Em um AOTF de configuragdo n&o-colinear (Figura 11.8), utilizado
neste trabalho, quando a luz incidente ndo é polarizada, a porcédo difratada do
feixe incidente consiste de dois feixes de primeira ordem separados espacialmente
e ortogonalmente polarizados. Se o feixe de entrada que incide sobre o AOTF é
linearmente polarizado a 90°, sé um feixe difratado sai do dispositivo e seu estado
de polarizagao sofre uma rotacdo de 90° em relacdo ao eixo de polarizagado do
feixe de entrada. Entretanto, se o feixe de entrada é linearmente polarizado a 45°
em relacdo ao AOTF, dois feixes ortogonalmente polarizados e de mesma

intensidade sao difratados.

Essa propriedade dos AOTF foi utilizada na construgdo do

espectropolarimetro descrito neste trabalho.
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Figura I1.8 — Filtro Optico Acustico Sintonizavel (AOTF).

1.3.2.1. Calibragdo do Comprimento de Onda

Para calibracdo dos comprimentos de onda dos dois feixes difratados
pelo AOTF utilizou-se o espectro de absorcdo Optica do cloroférmio, o qual
apresenta varias bandas de absor¢do caracteristicas na regido espectral de
interesse (800 — 1600 nm). As medidas de referéncia foram realizadas em um
espectrofotometro comercial NIR com transformada de Fourier da AMM Bomen
Inc. (modelo MB 160D), com resolucéo espectral (8 cm'1) e caminhos O6pticos de
0,5e5,0cm.

Il. 3.3. Reagentes e Solugdes

Os principais reagentes utilizados no presente trabalho foram:
(+) sacarose (Synth), (+) glicose (Synth), (-)frutose (Synth), () canfora (Acros),
(+) canfora (Acros), (-) canfora (Acros), tetracloreto de carbono (Merck),

cloroférmio (Synth).

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e as solugdes

aquosas preparadas diariamente com agua desionizada.
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11.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

1.4.1. Calibracdao do Comprimento de onda

No instrumento construido a selecdo dos comprimentos de onda ¢ feita
por meio da radiofrequéncia aplicada ao AOTF. A dependéncia do comprimento
de onda da radiagao difratada com o sinal de radiofrequéncia (rf) ndo ¢é linear [24,
25], e, portanto, uma calibragdo dos feixes difratados pelo AOTF deve ser

realizada.

Para estabelecer a relacdo entre comprimento de onda e
radiofrequéncia, obteve-se os espectros de absor¢do do cloroféormio (CHCIs) na
regido espectral de 800 — 1600 nm utilizando-se caminhos épticos de 0,5 e 5,0 cm
(Figura 11.9). Pode-se observar nesses espectros de absorcdo varias bandas
devido aos diferentes modos vibracionais da ligacdo C — H, seus sobretons e

combinacgao de sobretons.
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Figura 1.9 — Espectros de absor¢cdo NIR do cloroférmio em fungdo do
comprimento de onda. Referéncia = CCly, (a) caminho 6ptico =
0,5 cm, faixa espectral: 800 — 1600 nm, (b) caminho éptico = 5,0

cm, faixa espectral: 850 - 1100 nm. Medida em
espectrofotometro NIR com transformada de Fourier da AMM
Bomen Inc.

Essa mesma medida de absorcdo foi realizada no instrumento

construido utilizando-se a célula de 10 cm de caminho Optico. Nesse caso, para a
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regidao de terceiro e segundo sobretom de estiramento da ligaggo C — H
(800 — 1100 nm), cujas bandas s&o de menor intensidade, a medida foi realizada
utilizando-se cloroférmio puro (Figura 11.10a). Ja para a regido de combinacéo de
sobretom e combinacéo das vibragdes de estiramento C — H (1100 — 1600 nm),
como as bandas sdo mais intensas, utilizou-se uma solugdo (1:5) v/iv de
cloroféormio em CCl, (Figura 11.10b). Pode-se observar nos espectros obtidos, que
ha uma diferenca nas radiofrequéncias relativas as bandas de absor¢do medidas
nos dois feixes difratados pelo AOTF. Essa diferenca, segundo a literatura, pode
chegar a dezenas de nanbmetros, dependendo da configuragcdo do dispositivo
[24].
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Figura 11.10 — Espectros de absor¢cao NIR em fungao da radiofreqtiéncia aplicada
ao AOTF utilizado no instrumento construido. (a) cloroférmio puro
e (b) sua solugao (1:5) v/iv em CCls. Referéncia = CCly, caminho
optico =10 cm.
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Todos os comprimentos de onda das bandas de absorgdo observadas
(Figura 11.9) na regido espectral de interesse (800 — 1600 nm) foram
correlacionados com os valores de rf (Figura 11.10) para estabelecer a relagéo

entre essas duas grandezas. Tais valores sdo mostrados na Tabela I1.1.

Tabela Il.1 — Bandas de absor¢cdao do cloroférmio na faixa espectral de

800 — 1600 nm e seus correspondentes valores de frequéncia em MHz.

Bandas de absorc¢éo | Frequéncia (MHz) | Frequéncia (MHz) | Arf (MHz)

do cloroférmio (nm) | feixe da direita | feixe da esquerda
883,30 161,36 161,66 0,30
964,30 146,36 146,59 0,23
1015,91 138,43 138,68 0,25
1067,39 131,45 131,71 0,26
1152,46 120,74 120,97 0,23
1214,79 114,20 114,42 0,22
1410,38 97,53 97,71 0,18
1499,04 91,42 91,60 0,18
1529,47 89,61 89,78 0,17
1592,17 85,78 85,95 0,17

As curvas de calibragcdo para os dois feixes difratados pelo AOTF
foram geradas para converter os comprimentos de onda nos valores de rf
desejados (Figura 11.11). O conjunto de valores de rf gerados pelas equagdes
(Equacéo I1.5, 11.6) foi armazenado no computador e quando um espectro é varrido
no instrumento proposto, esses valores sdo sucessivamente enviados ao gerador
de rf. Com essa configuracdo, um espectro de transmissdo com a resolugao
nominal de 2 nm pode ser varrido de 800 — 1600 nm em aproximadamente 1,5

min.
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Figura 11.11 — Curvas exponenciais geradas para calibragdo dos comprimentos de
onda para os dois feixes difratados pelo AOTF. (a) Feixe de direita,
(b) Feixe da esquerda.
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Apos a calibragdo dos comprimentos de onda dos feixes difratados
pelo AOTF, a medida do espectro de absor¢do para uma solugédo 1:5 (v/v) de
cloroférmio em CCls mostra uma boa coincidéncia nos comprimentos de onda das
bandas de absorgcédo para esses dois feixes (Figura 11.12). Além disso, pode-se
verificar a concordancia entre os espectros de absor¢do medidos no instrumento
construido e o espectrofotdmetro comercial BOMEN (Figuras 11.12 e 11.9). E
importante ainda, ressaltar que a diferenga no formado dos espectros deve-se,
provavelmente, a diferenca de resolugao entre os instrumentos utilizados.
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Figura 1.12 — Espectro de absor¢ao para solugao 1:5 (v/v) de cloroférmio em
tetracloreto de carbono. Medida no espectropolarimetro
construido. Caminho optico = 10 cm, resolugdo espectral =
0,5 nm. (a) toda a faixa espectral (800 — 1600 nm), (b) detalhe
para a regiao 1120 — 1240 nm.

11.4.2. Caracteristicas Gerais do Instrumento Construido

O instrumento construido possui uma faixa de operagao, como citado
anteriormente, entre 800 — 1600 nm e uma resolugdo espectral entre 2 e 6 nm
(podendo o usuario definir uma resolugdo fora dessa faixa). No modo que o
instrumento opera sao realizadas medidas de transmissao, cujos dados podem ser
facilmente manipulados matematicamente para obtencdo dos espectros de

absorgao ou de rotagao optica.
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O controle de todos os parametros para as medidas espectrais € feito
através de um programa computacional desenvolvido em linguagem Visual Basic

5.0, cuja tela de acesso principal € mostrada na Figura 11.13.

Dentre os parametros que podem ser controlados pelo usuario nessa
tela destacam-se: numero de varreduras obtidas para uma mesma amostra
(replicatas), numero de leituras por comprimento de onda, faixa de comprimento
de onda de interesse selecionando aquele inicial e o final, resolugdo espectral,
tempo de espera (Delay), intervalo de tempo entre as replicatas (Rest), poténcia
da radiofrequéncia aplicada ao AOTF, além do usuario poder escolher a medida
para os dois detectores (A/D 0 e A/D1).
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800 Compnmento de Onda / nm 1600

Figura 11.13 — Tela principal de acesso do programa desenvolvido em Visual
Basic 5.0 para aquisicdo dos dados no instrumento construido.

O tempo de espera (Delay), 0,1 s, representa o intervalo entre a
aquisicao dos comprimentos de onda, o qual corresponde a aproximadamente 33
vezes a constante de tempo dos filtros analdgicos, nesse caso 3 ms. Ja o intervalo

de tempo entre as medidas das replicatas (Rest), 1 s, € necessario para que o
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transdutor piezoelétrico do AOTF estabilize a onda acustica no cristal de TeO, ao

retornar do valor final para o valor inicial de varredura.

Todos os espectros de transmissao, tanto para as referéncias quanto
para as amostras, foram obtidos mantendo-se os parametros com os valores
descritos anteriormente. Além disso, em todas as medidas realizadas, os

espectros foram obtidos como uma média de 10 varreduras.

11.4.3. Medidas de Rotacdo Optica no Espectropolarimetro

Construido

No instrumento proposto (Figura 11.5), a luz que incide sobre a célula
de medida é plano-polarizada a 45° em relacdo ao AOTF (Figura Il.14a). Isso
significa que, quando essa célula é preenchida com uma substancia opticamente
inativa, parte da luz transmitida que chega ao AOTF ira sofrer o efeito éptico
acustico e dois feixes, ortogonalmente polarizados, de intensidades idealmente
iguais serao difratados. Ou seja, a transmissdo ou absor¢do desses dois feixes
pela substancia sera, a principio, idéntica. Tal fendmeno é demonstrado na Figura
[1.14, onde a célula de medida foi preenchida com agua (substdncia que nao
apresenta atividade optica). Nesse caso, os sinais de transmissao obtidos para os
dois feixes difratados pelo AOTF, medidos alternadamente nos dois detectores,

possuem intensidades praticamente iguais (Figura 11.14b).
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Figura 1l.14 — (a) Comportamento do espectropolarimetro quando uma substancia
opticamente inativa (agua) esta presente na célula de medida. (b)
Sinais semelhantes obtidos para os dois detectores sob essa
condigcao. DD = Detector da direita, DE = Detector da esquerda.

Ao contrario, quando a luz encontra uma substancia opticamente ativa,
que gira seu plano de polarizagao para a direita (substancia dextrogira — rotagéo
positiva), por exemplo, sacarose, essa mudanca no plano de polarizacédo é
refletida na diferenga de intensidade dos dois feixes difratados pelo AOTF. Ou
seja, a transmissédo do feixe da direita € maior que a transmissao do feixe da

esquerda, como mostrado na Figura 11.15.
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Figura I1.15 — (a) Comportamento do espectropolarimetro quando uma substancia
opticamente ativa (sacarose — rotagao optica em 589 nm = +66,5°)
estad presente na célula de medida. (b) Sinais diferentes obtidos
para os dois detectores, intensidade do detector da direita (DD)
maior que para o detector da esquerda (DE).

Comportamento oposto € obtido quando a luz polarizada encontra uma
substancia opticamente ativa que gira seu plano de polarizagdo para a esquerda
(Figura 11.16). Esse € o caso, por exemplo, da frutose, cuja rotagcdo optica em
589 nm é —92°. Nesse caso, a transmissdo do feixe da esquerda é maior que a

transmissao do feixe da direita.
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Figura 11.16 — (a) Comportamento do espectropolarimetro quando uma substancia
opticamente ativa (frutose) esta presente na célula de medida. (b)
Sinais diferentes obtidos para os dois detectores, intensidade do
detector da esquerda (DE) maior que para o detector da direita
(DD).

Essa mudancga nas intensidades dos dois feixes difratados pelo AOTF,
quando o plano de polarizacdo da luz incidente € alterado, €, entdo, utilizado no
instrumento construido, para identificar a atividade 6ptica de substancias quirais
na regiao do Infravermelho Préximo (NIR). Pode-se notar nas Figuras 11.15 e 11.16,
que a diferenca de intensidade dos sinais de transmissédo para as solugdes de
sacarose e frutose medidos no espectropolarimetro proposto, esta de acordo com
o sinal do angulo de rotagdo Optica especifica dessas substancias em 589 nm.
Portanto, a razdo entre as intensidades dos dois feixes difratados pelo AOTF, na
faixa de comprimento de onda citada, também é proporcional ao angulo de
rotacdo da luz polarizada imposto pela amostra. Neste trabalho, as medidas de

rotacao optica foram efetuadas utilizando-se razao entre as intensidades do feixe
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da direita (DD) e do feixe da esquerda (DE), Ipp/lpg, a qual corresponde a relagao
cosO/send = cotgh, onde 6 € o angulo de rotagdo, conforme mostrado na Figura
[1.17.

Apesar da raz&do, como citado, ser proporcional ao angulo de rotagéo
especifica das substancias em 589 nm, sua dependéncia em fungéo do angulo de
rotacdo nao € linear e obedece a relagdo mostrada na Figura 11.17. Desta forma,
foi gerada uma equacéao (Equagao 11.7) que se ajusta aos valores de cotgb e que
permite determinar o angulo de rotagdo, 6 (em graus), conhecendo-se a razéo
Ioo/lpe (cotgb) determinada experimentalmente. A variagdo do &ngulo de rotacdo
em funcdo do comprimento de onda define, entdo, um espectro de rotagcao

Optica.

(b)
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cotg 6
Figura 1.17 — Comportamento dos feixes difratados pelo AOTF. (a) Situagao
inicial dos feixes para cotgb = cotg 45° = 1. (b) Situacdo dos
feixes apds passar através de uma substdncia dextrogira
(cotgb = Ipp/lpe > 1). (c) Dependéncia do angulo de rotagdo e sua
cotangente.
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0 =78,67-e(“’°tg9 1 15j+12,46 (I1.7)

11.4.4. Avaliacago do Comportamento do Instrumento

Construido para Medidas de Rotacao Optica

As primeiras aplicagdes do instrumento construido consistiram na
obtengao de espectros de rotagéo Optica, na regido NIR, de solugdes aquosas de
agucares. Nesse caso, os estudos foram realizados utilizando-se a faixa espectral
de 800 — 1200 nm, uma vez que essa é a regidao de menor absor¢ao da agua para
o caminho 6ptico (10 cm) utilizado (Figura Il. 18a). Pode-se verificar nos espectros
de transmissdo obtidos para os dois detectores, que mesmo para essa regiao,
uma forte banda de absorcdo entre 930 — 1060 nm é observada. Tal banda é
atribuida ao segundo sobretom dos modos vibracionais da ligacédo O — H da agua
[26].

Outra caracteristica importante que pode ser verificada nos espectros
obtidos (Figura 11.18a), € que ha uma variacdo nas linhas de base dos dois
detectores, a qual pode ser atribuida a diferengas intrinsecas dos detectores e dos
seus circuitos eletrénicos. Essa diferenga poderia ser corrigida eletronicamente,
porém, uma corre¢ao matematica, que consistiu na subtragdo do menor valor de
intensidade obtido para os espectros de transmissdo de cada um dos detectores,
foi realizada. Tal procedimento foi adotado, uma vez que, esses sinais sao

semelhantes aos sinais de fundo obtidos quando o AOTF esta desativado.

A Figura 11.18b mostra o resultado obtido com o ajuste matematico
proposto, onde pode-se verificar uma boa concordancia entre os sinais obtidos
para os dois detectores. Portanto, esse procedimento matematico foi utilizado em
todas as medidas de rotagcdo Optica de solugbes aquosas realizadas neste

trabalho.
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Figura 11.18 — Espectros de transmissao para agua. Caminho oOptico = 10 cm,
DD = Detector feixe da direita, DE = detector feixe da esquerda.
(a) sem corregéo, (b) com corregao.

As medidas de rotagao 6ptica de solu¢des aquosas de (+) sacarose,
(+) glicose e (-) frutose foram realizadas na faixa de concentracdo de
5 - 25% (m/v). Para a sacarose, cuja rotagao especifica em 589 nm é +66,5°, os
espectros de rotacdo éptica para a regido espectral estudada, mostram que ha um
aumento no angulo de rotagdo Optica com o aumento da concentragdo das
solugdes (Figura 11.19a). Além disso, o angulo de rotagdo Optica, para essas
solugdes, tende a diminuir com o aumento do comprimento de onda. Esse
comportamento € mais evidente quando os espectros de rotacdo Optica sao
obtidos utilizando-se agua como referéncia (Figura 11.19b), a qual ja apresenta
uma variagao no espectro de rotacao 6ptica que pode ser decorrente tanto de um
efeito do proprio AOTF quanto da geometria dos componentes O6pticos no

instrumento.

O comportamento da rotagdo Optica em fungcdo do aumento do
comprimento de onda obtido para as regides onde ndo ha bandas de absorcao
(Dispersao Optica Rotatéria), 800 — 930 nm e 1040 — 1120 nm (Figura 11.19), esta
de acordo com a Equacéao de Fresnel (Equacgéao 11.3) [5]. Segundo essa equagéo, o
valor absoluto da rotagéo 6ptica tende a diminuir com o aumento do comprimento

de onda.
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Resultados semelhantes para a regiao espectral de 800 — 900 nm
foram obtidos por Emmerich et al. em 1998 [27]. Entretanto, a dispersao optica
rotatoria para comprimentos de onda maiores que 900 nm nao foi explorada pelos

autores, mas uma tendéncia semelhante ao sinal obtido, € observada.

(a)
18 T T T T L R | T
16
14 4
12 4
10
@ 8
6 -
44
2-/\
0-/\
-2 e ——————
800 840 880 920 960 1000 1040 1080 1120
Comprimento de onda / nm
(b)
18— ——————r— —
16-. 5% miv | ]
| — 10% m/v| ]
14 4 15% m/v (]
| — 20% m/v/| ]
s 124 25%m/v_
&

-0°

\
—

— 1 T T T 1 - T - T 7T
800 840 880 920 960 1000 1040 1080 1120

¥

sacarose

Comprimento de onda / nm

Figura 11.19 — (a) Espectros de rotagcao Optica para solugbes aquosas de
sacarose (5 — 25% m/v); (b) Espectros de rotagado optica para
solugdes aquosas de sacarose utilizando-se agua como
referéncia. Caminho 6ptico = 10 cm, 6 = angulo de rotagdo em
graus.
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Quanto ao comportamento do angulo de rotagéo 6ptica em funcgéo da
concentracido da sacarose, pode-se verificar através dos espectros de rotagao
Optica obtidos que ha uma tendéncia de se obter uma resposta linear da rotacao
em funcdo da concentracido para as faixas espectrais de 800 — 930 nm e 1040 —
1120 nm (Figura 11.19). Na Figura 11.20a sdo mostradas as curvas analiticas
obtidas para a rotagao Optica da sacarose nos comprimentos de onda, 840, 880 e
1080 nm em fungao da sua concentragdo. Todas as curvas analiticas obtidas para
esses comprimentos de onda mostram bons coeficientes de correlagdo. Quando
agua é utilizada como referéncia (Figura 11.20b), uma diminuigdo nos coeficientes

lineares das retas é obtida.

Esse comportamento linear do angulo de rotagdo 6ptica em fungéao do
aumento da concentragao, esta de acordo com a Lei de Biot (Equacéo 11.2) [6], a
qual diz que a rotagédo observada é proporcional a concentragdo e ao comprimento
da célula utilizada para as medidas. Além disso, para a sacarose, a literatura
relata uma rotagdo observada de 14,84°, para uma solugdo 26% (m/v) a 20°C e
célula de 1 dm, no comprimento de onda de 882 nm [27]. Esse valor de rotacao
observada se aproxima do valor que pode ser obtido por meio da curva analitica
obtida a 880 nm que é igual a 14,153°. A diferenga no valor obtido pode ser
atribuida a diferenca de temperatura na qual se realizaram as medidas no

instrumento proposto (~25°C).

Uma avaliagao da repetibilidade das medidas de angulo de rotagao foi
realizada utilizando-se uma solugao de sacarose15% (m/v). Essa solugédo foi
empregada em 9 medidas consecutivas do angulo de rotagéo (6°) simulando-se o
procedimento de amostragem (esvaziando-se e enchendo-se a célula de medida).
Os resultados obtidos para o comprimento de 880 nm mostram um desvio padrao
de 0,111°.
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Figura 1.20 — Curvas analiticas obtidas para rotagdo Optica da sacarose em
diferentes comprimentos de onda. (a) Dados originais,
0°s40 m=1,10 + 0,572x, 6°%s m = 0,495 + 0,533,
0°1080 nm = -0,279+ 0,358x. (b) Dados apds subtragao do sinal
da agua, 6°s40 nm = 0,553 + 0,572x, 06°s80 nm = 0,295 + 0,533x,
0°1080 nm = -0,196+ 0,358x.

Comportamento semelhante foi obtido para solu¢cdes de glicose na
mesma faixa de concentracao, 5 — 25% m/v (Figura Il.21a). Para esse agucar, cuja
rotacao especifica em 589 nm (+53,0°) € inferior a da sacarose, os espectros de
rotagao Optica para a faixa espectral estudada, mostram angulos de rotagao optica
inferiores (Figura 11.21a). Tal comportamento esta de acordo com o esperado, ja

que, segundo a Lei de Biot (Equacao 11.2), a rotagdo observada é proporcional a
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rotacdo especifica da espécie opticamente ativa, sua concentracdo e ao

comprimento do caminho 6ptico.

As curvas analiticas, obtidas a partir dos angulos de rotagdo Optica da
glicose para os comprimentos de onda de 840, 880, 1080 nm, utilizando agua
como referéncia, também mostram bons coeficientes de correlagao (Figura [1.21b).
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Figura 1l.21 - (a) Espectros de rotagcado 6ptica para solugbes aquosas de glicose
(5 - 25% m/v), referéncia: agua; (b) Curvas analiticas obtidas para
rotacdo Optica em diferentes comprimentos de onda.
0°840 nm= 0,457+ 0,441x, 0°%s m= 0,599 + 0,415x,
0°1080 nm = 0,166 + 0,269x.
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Quando solugbes de frutose, cuja rotagdo especifica em 589 nm é
-92,0°, sdo analisadas, os espectros de rotacdo Optica apresentam

comportamento inverso (Figura |l.22a) aos obtidos para os agucares dextrogiros,
como era esperado. Além disso, também se observou uma boa relacao linear da
rotacdo Optica em fungdo do aumento da concentragao da frutose em solugéo

aquosa (Figura 11.22b).
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Figura 1l.22 — (a) Espectros de rotagao oOptica para solugbes aquosas de frutose

(5 — 25% mlv), referéncia: agua; (b) Curvas analiticas obtidas para
rotacdo Optica em diferentes comprimentos de onda.
0°840 nm= -0,439 - 0,741x, -0,454 - 0,665,
601080 nm = -0,149 - 0,453X.

0°880 nm=
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A regiao espectral entre 930 e 1060 nm (sombreada nas Figuras 11.19,
[I.21a e Il.22a), que compreende uma regido de forte absor¢do da agua e onde as
espécies estudadas também absorvem, pois decorre dos diferentes modos
vibracionais da ligagdo O — H, apresentou comportamento diferente daquele obtido
para regides espectrais onde nao existem bandas de absor¢ao. Entretanto, esse
comportamento, apesar de sistematico e parecer influenciado pela concentracio e
tipo do agucar (o que se torna mais evidente para sacarose e frutose), ndo condiz
com o efeito Cotton, o qual é previsto para acontecer nos espectros de dispersao

Optica rotatoria em regides que apresentam bandas de absorgao [5].

Para investigar os sinais obtidos para essa regido espectral
(930 — 1060 nm), registrou-se os espectros de absor¢do das solugdes aquosas
dos agucares estudados, na faixa espectral de 800 — 1200 nm utilizando-se a agua
como referéncia (Figura 11.23a). Pode-se verificar nos espectros obtidos, que os
mesmos sao influenciados de forma significativa pela agua, a qual apresenta forte
banda de absor¢cdo entre 900 — 1050 nm. Tal fato dificulta a interpretacdo de
espectros NIR de solugbes aquosas dos agucares nessa regido, ja que, as bandas
decorrentes dos diferentes modos vibracionais de ligacbes C — H e O — H,
presentes nos acucares, sao previstas para ocorrer também nessa regiao
espectral. Além disso, ha a formacdo de ligagées de hidrogénio nesse tipo de
sistema, o que dificulta ainda mais a interpretacdo dos espectros NIR para essa

faixa espectral [28].

A sobreposicdo das bandas de absorg¢ao previstas para o terceiro e
segundo sobretom de vibragdes de estiramento e deformacao de ligacbées C—H e
O — H, predominantes nos agucares estudados, pode ser verificada nos espectros
de reflectancia dos mesmos (Figura 11.23b). De modo geral, todos os espectros
obtidos sao bastante semelhantes, com diferenca mais significativa para aquele da
sacarose, 0 qual apresenta um pico mais acentuado com maximo de absorcao
préximo a 980 nm. Porém, esse pico parece ser decorrente do estado cristalino da

sacarose e é observado somente no material no estado sdélido.
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Considerando todos esses aspectos, € dificil realizar qualquer
interpretacdo para os sinais de dispers&o Optica rotatoria na regido espectral de
930 — 1040 nm obtidos para as solugdes aquosas dos acgucares estudados,
fazendo-se necessaria uma investigagao mais detalhada desses sistemas.
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Figura 11.23 - (a) Espectros de absorgdo obtidos em um instrumento comercial
(Bomen) para solugdes de frutose, glicose e sacarose. Referéncia
= agua, caminho 6ptico = 5 cm. (b) Espectros de reflectancia para
acucares frutose, glicose e sacarose. Referéncia = espectralon
99%.

Para as regides espectrais onde n&do ha bandas de absorgao
(800 — 930 nm e 1040 — 1120 nm), o instrumento proposto mostra boa
sensibilidade para medidas de rotacdo éptica (Dispersdo Optica Rotatéria), apesar
de se trabalhar em uma regido espectral onde esse tipo de medida € menos

sensivel, como demonstrado pela equacao de Fresnel.

A observagao da resposta linear para essas duas diferentes regides
espectrais no Infravermelho Préximo, para todas as solugbes aquosas de
agucares analisadas, € um bom indicativo para o desenvolvimento de
instrumentos que operem nessa regido espectral, uma vez que existe esse
interesse por parte da industria agucareira. Tal interesse advém da necessidade
de medidas de solugbes de agucar nao clarificadas, como consequéncia da
proibicdo do uso de clarificantes a base de chumbo. Tal tendéncia tem sido
descrita na literatura [28 — 31], entretanto, poucos trabalhos utilizando a Dispersao

Optica Rotatdria na Regido NIR tém sido publicados [27].
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De modo geral, o instrumento mostra bom desempenho como
polarimetro duplo feixe de varredura, com boa sensibilidade para medida
quantitativa de espécies opticamente ativas. Sob esse aspecto, o instrumento
apresenta a vantagem de tolerar flutuagdes da fonte de radiagéo (Figura 11.24), o
que, no polarimetro convencional, compromete as medidas, ja que a determinagao
da rotagao optica € feita pela extincdo da luz que é medida por meio do elemento
analisador [6, 7].
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Figura 1l.24 — Espectros de transmisséo para solugdo aquosa de sacarose 15%
(m/v) com diferentes intensidades da fonte de radiacido. (a)
detector da direita. (b) Detector da esquerda. (c) Espectros de
rotagcao Optica para as diferentes intensidades da fonte; |, obtidos
com feixes gerados pela mesma intensidade e Il, obtido com
feixes a duas intensidades (sistema de feixe unico).
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11.4.5. Avaliagao Preliminar de Medidas do Efeito Cotton na

Regiao do Infravermelho Préximo

Com a finalidade de avaliar o potencial do instrumento construido na
investigacdo do efeito Cotton na regido do infravermelho préximo, foram
realizadas medidas espectropolarimétricas da céanfora, a qual é utilizada como
uma espécie de padrao em instrumentos desenvolvidos para medidas de

Dispers&o Optica Rotatéria (ORD) e Dicroismo Circular (CD).

A cénfora é um produto natural pertencente a classe dos Oleos
essenciais, sendo bastante utilizada na formulacdo de medicamentos. Sua forma
mais abundante é a (+) canfora, que é extraida, principalmente, da canforeira
(Cinnamomum camphora L.) [32]. A Figura 11.25 mostra os espectros de absorgao
da () canfora obtidos no instrumento desenvolvido no presente trabalho e em um
instrumento comercial. Tais espectros mostram diferentes bandas de absorg¢do na
regidao NIR. Entre 1350 e 1500 nm situam-se bandas de absorgéo atribuidas ao
primeiro sobretom das bandas de combinagao dos grupos CH; e CHy, entre 1100
e 1250 nm esta a regido de segundo sobretom dos modos de estiramento das
ligagbes C — H e em 900 nm a banda devido ao terceiro sobretom dos modos de
estiramento das ligagdes C — H [26]. Pode-se verificar nos espectros obtidos nos
dois instrumentos, que ha uma boa concordancia entre as bandas de absorcao, e
as diferencas no formato dos espectros, como ja mencionado, deve-se
principalmente a diferenca de resolugdo de cada um deles. Vale ressaltar ainda,
que ha uma variacdo na intensidade das bandas dos espectros medidos no
espectropolarimetro que nao é proporcional ao caminho 6ptico utilizado. Isso
ocorre porque ha uma saturacdo dos sinais de intensidades obtidos para essa

concentragéo de canfora (30% m/v) no caminho éptico de 10 cm.
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Figura 11.25 — Espectros de absorgédo para solugéo de (+) canfora 30% (m/v) em
CCls na faixa espectral de 850 — 1600 nm. Medidas realizadas no
espectropolarimetro construido (caminho 6ptico = 10 cm) e em um
espectrofotometro comercial NIR com transformada de Fourier da
AMM Bomen Inc. (caminho 6ptico = 5,0 cm). Referéncia = CCl,.

Para investigacao do efeito Cotton em espectros de rotagdo éptica da
canfora, utilizou-se a regido espectral de 1000 — 1300 nm e solugdes de
(x) canfora e (+) canfora 2,5 e 5,0% (m/v) em CCl4. Ja as solugdes de (-) canfora
mostraram-se turvas e com a presenca de impurezas que atribuiram cor a solugao
e, portanto, ndo foram empregadas neste trabalho. A Figura 11.26 mostra os
espectros de rotagcdo oOptica da (+) canfora na faixa espectral citada. Pode-se
verificar, que ha uma variagédo na rotagéo optica na regidao da banda de absorgao
atribuida ao segundo sobretom dos modos de estiramento das ligagées C — H. Tal
variagdo nao deveria ocorrer uma vez que essa espécie constitui-se da mistura
racémica da canfora. Essa variagdo surge da diferenga nos sinais medidos nos
dois detectores, a qual torna-se mais evidente em regides que apresentam bandas

de absorc¢ao intensas.

101



Parte 2 Resultados e Discussao

0,4 —r———

(*) Canfora 2,5% (m/v)
(*) Canfora 5,0% (m/v)

-2,0 —
1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300

Comprimento de onda / nm

Figura 11.26 - Espectros de rotacéo O6ptica da (+) canfora na faixa espectral
1000 — 1300 nm. Referéncia: CCl,, célula de medida = 10 cm.

Para evidenciar melhor a diferenga de sinais entre os dois detectores,
registrou-se o espectro de rotagdo Optica de uma substancia opticamente inativa
que apresentasse sinal de absorcdo proximo ao obtido para canfora nas
concentragbes estudadas. No caso, utilizou-se uma solugdo de cloroférmio
1:5 (v/iv) em CCls (Figura Il.27a). Pode-se verificar nos espectros de absorgao
obtidos para o cloroférmio que a pequena variagdo de sinal entre os detectores
(quase imperceptivel) no pico de absor¢do também atribuido ao segundo
sobretom dos modos de estiramento da ligagdo C — H, é responsavel por um sinal
no espectro de rotagdo optica da ordem de 0,6° (Figura 11.27b). Tal observacgéo,
confirma que o sinal de rotagdo Optica obtido para a (+) cénfora, a qual é
opticamente inativa, deve-se a essa variagdo nos sinais obtidos nos dois

detectores.
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Figura 11.27 — (a) Espectros de absor¢cdo da solugao de cloroféormio (1/5 v/iv) em
CCls nos dois detectores, DD, detector da direita, DE, detector da
esquerda. Referéncia: CCls. (b) Espectro de rotagdo optica do
cloroférmio para a solug&o descrita em (a).

Uma vez confirmada a variagcdo de sinal existente entre os dois
detectores para essa banda de absorcdo, as medidas dos espectros de rotagao
optica da (+) canfora foram realizadas utilizando a mistura racémica (+) canfora
como referéncia, uma vez que essa ja apresenta uma variagéo de sinal, que como
demonstrado, é sistematica no instrumento construido. A Figura 11.28 mostra os

espectros de rotagcao Optica obtidos para as solugdes de (+) canfora 2,5 e 5,0%
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(m/v) em CCls. Observa-se nesses espectros de rotagao Optica, que a rotagao
optica na regido espectral onde ndo ha absorgdo aumenta em funcdo da
concentracdo da solugdo, entretanto, essa rotacdo € bem inferior aquelas
observadas para solugdes aquosas de agucares em concentragbes semelhantes.
Além disso, observa-se, na regido de absorgdo, o surgimento de curvas com
pontos de minimo, maximo e um ponto de inflexdo, o qual é bem proximo aquele
de absorgdo maxima (Figura 11.28). Tal comportamento se assemelha bastante ao
efeito Cotton, e sua magnitude varia com a concentragdo da solugdo de (+)
canfora. Esse sinal surge em decorréncia do desvio do plano de polarizagéao da luz

pela (+) canfora.

A observagdo desses sinais semelhantes ao efeito Cotton, previsto
para acontecer, conforme descrito na introducado deste trabalho, em regides de
absorcdo em espectros de rotagdo Optica, € um resultado preliminar e a
confirmacao do mesmo deve ser realizada. Tal confirmacgao se faz necessaria uma
vez que, a ocorréncia do efeito Cotton esta associada ao carbono assimétrico da
molécula quiral, e as bandas de absor¢éo na regido do Infravermelho Préximo
decorrem dos diferentes modos vibracionais de todas as ligagbes C — H presentes
nas moléculas. Portanto, a observacdo desse efeito € mais dificil de ser

evidenciada na regidao NIR.
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Figura 11.28 — Espectros de rotagao 6ptica para (+) canfora utilizando (+) canfora
como referéncia. Em azul, espectro de absorgéo para (+) canfora.
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I1.5. CONCLUSAO

A construcdo e avaliagcdo de um espectropolarimetro baseado em
Filtro Optico Acustico Sintonizavel (AOTF) para a regi&o do infravermelho préximo
foram realizadas. O instrumento construido é simples, de facil operagao, pois nao
ha necessidade de pré-tratamento da amostra, apresenta um baixo custo e nao
necessita de partes mecanicas moéveis. Além disso, o instrumento apresenta uma
forma inédita de utilizacdo do efeito Optico-acustico de cristais birrefringentes para
medidas de rotacdo Optica expressas em graus, de substancias quirais em fungéo

do comprimento de onda.

A investigacao de espectros de rotagcao optica de solugdes aquosas de
(+) sacarose, (+) glicose e (-) frutose mostrou que esses espectros s&o
influenciados de forma significativa pela presenga da agua, a qual apresenta forte
banda de absorgédo (930 — 1060 nm) na regido NIR. Entretanto, para as regides
onde n&o ha bandas de absorg¢ao, 800 - 930 nm e 1040 — 1120 nm, obteve-se boa
sensibilidade analitica para as medidas de rotacdo Optica em fungdo da
concentracdo dos acucares. Sob esse aspecto, o instrumento demonstra bom
desempenho como um polarimetro duplo feixe de varredura, com as vantagens de
tolerar variagcbes significativas na intensidade da fonte de radiacdo e de nao

possuir partes moveis, o que o torna mais robusto.

Na analise qualitativa de substancias quirais, o instrumento demonstra
boa sensibilidade analitica para medidas de rotagcéo 6ptica na regido de segundo
sobretom dos modos de estiramento das ligagdes C — H, como demonstrado no
estudo realizado para solugbes de canfora em tetracloreto de carbono (CCly).
Nesse caso, sinais semelhantes aquele atribuido ao efeito Cotton, previsto para
ocorrer em regides de absor¢cao do espectro, foram obtidos para o enantidbmero
(+) canfora. Entretanto, esses resultados para o efeito Cotton s&o preliminares e
devem ser confirmados. Além disso, verificou-se uma tendéncia de resposta linear
em fungdo da concentragdo dos sinais de rotagdo dptica obtidos para a regido
espectral estudada (1000 — 1300 nm).
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Considerando que, a rotacdo 6ptica também esta relacionada com as
bandas de absorgdo das espécies estudadas, essas medidas na regido do
Infravermelho Préximo podem ser consideradas universais, uma vez que, essa
regidao compreende bandas de combinagdo de transigdes fundamentais e
sobretons de grupos C — H, O — H e N — H, presentes em todas as moléculas

organicas.
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11.6. PERSPECTIVAS FUTURAS

O instrumento proposto demonstra boa sensibilidade para medidas de
rotacdo Optica na regido do Infravermelho Proximo, e, portanto, deve ser
explorado para investigar o comportamento de outras substancias quirais de

interesse, principalmente, aquelas da industria farmacéutica.

Como descrito neste trabalho, uma limitagdo do instrumento esta na
diferenca nos sinais obtidos para os dois detectores, o que dificultou a
interpretacao dos sinais de rotagao optica obtidos para as substancias quirais.
Entretanto, as corregbes matematicas utilizadas demonstraram que essas
medidas podem ser feitas de forma efetiva. Para melhorar o desempenho do
instrumento, propde-se uma investigagdo mais detalhada do comportamento dos
dois feixes difratados pelo AOTF e a estabilidade das medidas em funcdo do
tempo e temperatura. Apds essa investigagdo, o uso de diferentes caminhos
opticos pode ser testado com a finalidade de investigar o comportamento
espectropolarimétrico de solu¢gdes aquosas na regidao NIR. Além disso, um estudo
mais detalhado dos espectros de rotacao 6ptica da canfora na regido NIR deve ser

realizado para evidenciar melhor o surgimento do efeito Cotton.

Outra possibilidade € a utilizagdgo do AOTF como polarizador de
radiacdo e usar um modulador fotoelastico para converter a radiagao linearmente
polarizada em circularmente polarizada para obtencdo de espectros de Dicroismo
Circular. Nesse caso, o AOTF poderia diminuir os tempos de analise, uma vez que
possui uma maior velocidade de varredura dos comprimentos de onda da luz
difratada.
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