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Métodos Instrumentais
O Processo de Medida

W

sistema a ser;

estimulo .
analisado

fonte de

energia resposta direta, analise,
interpretacao
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Espectroscopia

Define-se espectroscopia como a interagao de
qualquer tipo de radiagao eletromagnética com
a matéria.

radiagéo eletromagnética —e— respe
sistema a ser

estimulo .
analisado o

fonte de
energia

resposta direta, analise,

interpretacao
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pergunta x método

Tipo de espectroscopia Faixa de Faixade numero Tipo de transicao
comprimento | deondajusual, quantica
de onda usual cmt
Emissdo de raios gama 0,005-1,4 A - Nuclear
Absorc¢do, emissdo, fluorescéncia 0,1-100 A - Elétrons internos
e difragdo de raios-x
Absorc¢ao de ultravioleta de vacuo 10 —180 nm 1x10° a 5x10* Elétrons ligados
Absorgdo, emissdo e fluorescéncia 180 — 780 nm 5x10%a 1,3x10*  Elétrons ligados
no UV/Visivel
Absorgao no IV e espalhamento 0,78 —300 mm 1,3x10%a 33 Rotacdo/vibracdo de
Raman moléculas
Absorgdo de microondas 0,75-375 mm 13a0,03 Rotagdo de moléculas
Ressonancia de spin eletrénico 3cm 0,33 Spin de elétrons em
um campo magnético
Ressonancia Magnética Nuclear 0,6—-10m 1,7x102a 1x103  Spin de ntcleos em
um campo magnético
Ca‘;'aceﬂi
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Espectroscopias
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N métodos paraa ‘. ¢ métodos que permitem .
- identificagdo de elementos = = obter informacdes .
E presentes em amostrase * E relevantes sobre a estrutura E
» paraadeterminagdode = = moleculare o modo de .
k.. uasconcentrahes | ;3 interacio entre moléculas |
espectrometria espectrometria

= Optica = UV/visivel

= de massa * luminescéncia

* deraios X * infravermelho

Ignez = outras
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Parénteses:
Numeros quanticos
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Numeros Quanticos

Se resolvermos a equacao de Schrodinger, teremos as fungdes de
onda e as energias para as funcdes de onda.

Chamamos as func¢des de onda de orbitais.

A equacdo de Schrodinger necessita de trés numeros quanticos:

1. Nimero quantico principal, n. Este é o mesmo n de Bohr. A
medida que n aumenta, o orbital torna-se maior e o elétron
passa mais tempo mais distante do nucleo.

Ignez
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Numeros Quanticos

O nuimero quantico principal, no dominio das configuracdes
eletronicas, caracteriza um orbital, isto é, a zona em volta do
nucleo de um dtomo, onde ha maior probabilidade de se
encontrarem elétrons.

n 1 2 3 4 5 6 7

camada K L M N (o) P Q
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Numeros Quanticos

2. O numero quantico azimuthal, €. Esse nUmero quantico
depende do valor de n. Os valores de £ comecamde O e
aumentam até (n -1).

As letras para usadas para€sdo(s,p,defpara€=0,1,2,e
3). Geralmente nos referimos aos orbitais s, p, d e f.

Subnivel do Nuimero quantico
elétron secundario (f)
P 1
f 3
Ignez
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Numeros Quanticos

3. O numero quantico magnético, m,. Esse nimero quantico
depende de €. O niumero quantico magnético tem valores inteiros
entre - € e + £. Fornecem a orientac¢do do orbital no espaco.
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Numeros Quanticos

3. O numero quantico magnético, m,.

€ =0: corresponde ao subnivel s, € =1 : corresponde ao subnivel p, onde
onde existe somente uma orientacdo existem trés orientacdes permitidas, que
(m,=0). surgem em decorréncia dos trés valores

de m, (+1, 0, -1). Os trés orbitais p sdo
denominados py, p, € p, e sdo orientados
de acordo com os trés eixos cartesianos
(x,yez).

™Y
Orbital 5 (£ =0, my=0) x y
Orbital p, Orbital p, Orbital p,
orbitais atémicos Subniveis p: trés orientagbes possiveis, que
Ignez coincidem com os trés eixos cartesianos

Caracelli orbitais atémicos

[}
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Numeros Quanticos

€ =2 : corresponde ao subnivel d onde existem cinco orientagdes
permitidas, ou seja, cinco valores de m(-2, -1, 0, +1, +2).

Igne orbitais d: cinco orientagdes possiveis

Caracell orbitais atémicos
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Numeros Quanticos

€ = 3 : corresponde ao subnivel f onde existem sete
orientacdes permitidas, ou seja, sete valores de m(-3, -2, -
1,0, +1, +2, +3).

4f;
4 fy3 Sxz2-3xr2

_3yx2

45335202
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Numeros Quanticos

Numero quantico de spin, m,
Spin é o movimento de rotacdo do elétron em torno do seu eixo.

6/3/2019

O movimento do elétron ao redor do nucleo atdmico gera um campo magnético

externo. Por outro lado, o movimento de rotacdo do elétron em torno do seu
eixo gera outro campo magnético. A mecanica quantica estabelece que a

interacdo desses dois campos magnéticos é quantizada e sdo

- . 1 1
possiveis apenas dois estados: m.= = em,=— =
2 2
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Numeros Quanticos

............................ gés inerte
[ 1]

3= |:|

............................ gés inerte
20 [T

2z |:|

............................ gas inerte
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Mecéanica Quaéntica

A energia para absorcao:

hc :
E=hf=—":
f A
constante de Planck h=6,63 X 1034 J-s energia E
constante de Planck h=4,14 X 10 eV-s frequéncia f
velocidade da luz ¢ =3 X 108 m/s) comprimento de onda 4
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A Energia

A luz é uma forma de energia.
A matéria, ao absorver luz tem um aumento de energia.

A energia potencial de uma molécula geralmente é representada
como a soma das energias eletrbnica, vibracional e rotacional.

EtotaI=E +E E

eletronica vibracional + rotacional

A quantidade de energia que uma molécula possui esta na
forma de estados ou niveis discretos de energia e:

E >E vibracional >E

eletrbnica rotacional

Ignez
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Orbitais Moleculares
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Atdmico X Molecular
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Absorgdao Atdmica: O espectro é

caracterizado por linhas finas devido

ao0s niveis atdmicos sem subniveis

energéticos.
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Absor¢ao Molecular: O espectro de
absorgdo é caracterizado por bandas
largas devido aos varios niveis e
subniveis energéticos dos orbitais
moleculares.
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Emissdo da radiacao

estados

@ 1 excitados

0 —@e@———— estado
fundamental

elétron no sistema em repouso
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Emissdo da radiacdao
estados
@ 1 excitados
0 —@@————— estado
fundamental
elétron no sistema em repouso
2 estados
1 excitados
0 estado
fundamental
Ignez sistema estimulado
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Emissdo da radiacao

estados
excitados

ol
0 —@@———— estado

fundamental
elétron no sistema em repouso

estados
excitados

estado
fundamental

sistema estimulado

2
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0
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relaxamento
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Emissdo da radiacdao

sistema estimulado

estados || 2 e e T @
1 excitados 1
(1) wel
s L%
0 —@@————— estado 0
fundamental
elétron no sistema em repouso relaxamento
2 estados Fe
1 excitados @
: : . . o
0 estado iz Y iy
fundamental E,—E, E,—E, E,—E,

espectro de emissao
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Espectro eletromagnético & Transi¢cdes eletrdnicas

6/3/2019

Microonda
100 000 r 1
Transigdes | 1
] rotacionais
10 000
Infravermelho ;
£ Transigdes | 10
= c vibracionais
g H
g 10001 4 Transigdes =
2 Visivel eletrdnicas: o
g involucro 190 :
= é 100k Ultravioleta S °
= Transigdes E
Eletrénica a eletrdnicas:
~100 T mol E invélucro 1000
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interno
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Espectroscopia

As transi¢des eletrénicas moleculares
ocorrem quando elétrons em uma molécula
sdo excitados de um nivel de energia para
Tra nsi;ﬁo eletrdnica um outro nivel, de energia maior.
E A variagdo de energia associada com esta
f ' transi¢do fornece informagdo sobre a

estrutura de uma molécula e determina
! - muitas propriedades moleculares tais como
* luzvisivel |/
N 4

Ei

= 5 / cor.
absorgao R y
_ raiosX i l / microondas {
raiosgama infravermelho ondasde radio

1 1 L 1 L L 1 -
1 1 i 1 I ¥ Ll hdl

E 10-¢ 10-? 1 10° 109 10° 1012
gnez

Caracelli Comprimentode onda fnm}
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Niveis de energia eletrénica molecular

Em alguns casos é A
possivel a geragdo de o
orbitais moleculares com "E
a mesma energia de um g‘ [0 1 S,
orbital atémico. Este = ‘
orbital é dito ndo-ligante. €
[ I | £ T P Lt
8
£ ndo- N
Q | ligante T 7T T
=4 igante n—e Oo% n— *
L 4
2 R e B
g * * N —» %
- RS S
g —» O*
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Espectroscopia

Ao o Ao

Ao o o

b /

Modos vibracionais

microondas {
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ondasde radio

raiosgama | w
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imentode ond
Ignez Comprimento de onda inm)
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Espectroscopia
UV-Visivel
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Absorcdo da luz (energia)

A espectroscopia de absorgdao molecular esta baseada na
medida da transmitancia T ou da absorbancia A contidas em
células transparentes tendo um caminho 6ptico de tamanho b
(em cm).

A concentragdo de um analito absorvente estd relacionada
linearmente a absorbancia:

A =-logT= Iog%

analito é um componente (elemento, composto ou ion) de interesse analitico de uma
amostra. E uma espécie quimica cuja presenga ou contetdo se deseja conhecer,
identificar e quantificar, mediante um processo de medig¢Go quimica.

Ignez
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Lei de Beer-Lambert

A=—logT= IogIT":EbC'

A — absorbancia medida

£ — é uma constante conhecida como absortividade molar (a qual varia de substancia
para substancia)

b — caminho dptico pela amostra (distancia que a luz percorreu por ela)

C — concentragdo da substanciaem mol/L.

intensidade da luz incidente a
um dado comprimento de onda A

intensidade
da luz transmitida pela
amostra

Ignez
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Espectros

Se um espectro é expresso como absorbancia A como
funcdo do comprimento de onda A, o espectro pode ser
representado como

Ad=fiN) o H-ro

1 |]_JBAIJmJlrt}:anl::el. Ist derivative
] 0.0
0.5: 0.00
: _[u:ﬂ_
0.0 H
Ignez imax }\ imax }\
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Espectroscopia UV-Visivel

=  Absorcdo da radiacdo eletromagnética de comprimentos de onda
na faixa de 160 a 780 nm.

= Comprimentos de onda inferiores a 150 nm sdo altamente
energéticos que levam a ruptura de ligacGes quimicas.

= Acima de 780 nm atinge-se o IV préximo, onde a energia, ja
relativamente baixa, comeca apenas a promover a vibracao
molecular e ndo mais transicdes eletronicas.

= Devido ao grande numero de estados vibracionais e rotacionais,
um espectro de absor¢do no UV/Vis apresenta um formato
alargado (banda).

Ignez
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Absor¢dao Molecular no UV/Vis

Esquema de um espectrémetro UV- visivel — feixe simples

Ignez
Caracelli
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Absorcao Molecular no UV/Vis

espelho
. m A@ referéncia
lédmpada de | Iémpada de
deutério (D,) | tungsténio  espelho .
/ fotodiodo ©
5 saida
<g |
—»  filtro Duta 2
Processing 8 -
_Q "
2|
| comprimento
. de onda (nm
KI z @] fotodiodo (nm)
divisor
. amostra
monocromador de feixe

Ignesz Esquema de um espectrémetro UV- visivel - — feixe duplo

Caracelli
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Absorcdo Molecular no UV/Vis

Instrumentacgao:
Fonte de radiacdo: Iampadas de deutério (UV) e tungsténio (vis) ou de arco de
xenonio para toda a faixa de comprimentos de onda UV/Vis.

Tungsten Lamp Emission Spectrum (relative intensity)

Lampada de Deutério Lampada de Tungsténio
Ignez (h: 160 - 380 nm) (: 350 - 2200 nm)

Caracelli
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Absorcao Molecular no UV/Vis
Fontes de radiagao UV-VIS

Lampada de Tungsténio e Tungsténio-Halogénio:
O filamento da lampada de tungsténio vaporiza-
se e esses vapores fixam-se na face interna do
bulbo da lampada.

Lampada de Tungsténio
(A: 350 — 2200 nm)

Lampada de Deutério:
Normalmente usa-se a lampada de
deutério para comprimentos de
onda entre 180 a 370nm.

Ignez Lampada de Deutério
Caracelli (A: 160 — 380 nm)

Absorcdo Molecular no UV/Vis

Instrumentagao:
Compartimento para amostra (célula ou cubeta):

e Deve ter paredes perfeitamente normais (90°) a diregdo do feixe.
e Quartzo (transparente em toda a faixa UV/Vis)
e Vidro (somente visivel, absorve muito a radiacdo UV).
e Muito frequentemente utilizam-se tubos cilindricos por questées de
economia, mas deve-se ter o cuidado de repetir a posi¢cdo do tubo em
relacdo ao feixe.

Ignez
Caracelli
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Absorcdo Molecular no UV/Vis

3

80,0
)
& s00f
o
Q
.§ 400| —— vidro
E ——— quartzo
c
&
-

o
o
T

200 300 400 50 60 700 80
Comprimento de Onda (nm)

6/3/2019

O vidro absorve fortemente os comprimentos de onda da regiéo do

UV. Abaixo de 300 nm toda a radiagdo é absorvida.

Ignez
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O quartzo comega absorver fortemente somente abaixo de 200 nm.
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Absorcao Molecular no UV/Vis

Instrumentacgao:

Detectores — Transdutores
e Dispositivos capazes de converter luz para o dominio elétrico

¢ Transdutores de radiacdo:

¢ FotOnicos monocanais
e Células fotovoltdicas
¢ Fototubos
e Fotomultiplicadores
¢ Fotodiodos

e FotOnicos multicanais
¢ Arranjo de fotodiodos (PDA)
e Dispositivos de transferéncia de cargas
¢ CID e CCD (bidimensionais)

Ignez
Caracelli
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Absorcdao Molecular no UV/Vis

Instrumentagao:

Detectores — Transdutores
e Dispositivos capazes de converter luz para o dominio elétrico

Tubo fotomultlicador
Muito sensivel. Consegue detectar
niveis muito baixos de luminosidade.

Arranjo linear de fotodiodos

(PDA - photodiode array)

Permite detectar simultaneamente
vdrios comprimentos de onda.

Ignez
Caracelli
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Absorcao Molecular no UV/Vis

Monocromador

— O principal elemento dispersante é a rede de difragdo. Essa rede
consiste de uma placa transparente ou refletora com muitas
ranhuras paralelas e equidistantes.

— A dispersao resultante desta rede é linear. Os varios
comprimentos de onda dispersos sdao igualmente espagados, por isso
a fenda de saida isolard uma banda de radia¢do de largura

constante.
(b) Grating

rede de difragdo

First order N
Second order

Ignez
Caracelli
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Absorcdao Molecular no UV/Vis

Monocromador

— A resolucdo é muito mais elevada que a dos prismas.

{a) Prism (b)  Grating

prisma rede de difracdo

First order -
Second order

Ignez
Caracelli
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Absorcao Molecular no UV/Vis

Em sistema multicomponentes, as absorbancias sdo aditivas
se as espécies ndo interagem entre si:

----------------------------------------------

----------------------------------------------

Ignez
Caracelli
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Absorcao Molecular no UV/Vis

Corante vermelho Corante azul

C=30ppm C=3.0 ppm
b =100cm b = 1.00 cm
0.25 0.25 //\
SN y
o N o T SN
350 400 450 500 550 600 650 700 730 350 400 450 500 550 600 650 700 730

Mistura corante azul + vermelho

" C-3Dppm | C- 300 ppm Mistura:

b=1.00cm

P Asionm= 0,317
\ A 6250m = 0,477

o
350 400 430 300 350 a0 650 700 750
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Absorcdo Molecular no UV/Vis

Quando estimulada com esse tipo radiacao, a molécula do
composto pode sofrer transi¢Ges eletronicas por ocasido da
absorgao de energia quantizada.

O espectro eletrénico de absorgao é o registro grafico da
resposta do sistema ao estimulo.

A absorc¢do da regido UV-vis depende, do nimero e do
arranjo dos elétrons nas moléculas ou ions absorventes.

Ignez
Caracelli
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Parénteses:
Hemoglobina x
Hemocianina
I' '.
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L]
Hemoglobina
Proteina transportadora de O, no sangue
célula
Oxigénio do alvéolo vermelha
pulmonar sanguinea

_®
( —
g
0 0p ¢
© o ¢
Moléculas de Hemoglobina Oxigénio liberado para
Ignez (1 por cadeia, 4 cadeias) as células

Caracelli

uftteom

-respiratorio-image34888190

https://es.dreamstime.com/foto-de-archivo-hemoglobina-
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Hemoglobina

Proteina transportadora de O, no sangue

Grupo heme )
—Fe,4N,40 - Grupo heme
0, ligado ao Fe

Ignez
Caracelli
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Hemoglobina

Proteina transportadora de O, no sangue

Grupo heme
0, ligado ao Fe

Ignez
Caracelli
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Hemocianina Cobre a2

Niguel «— Cobre — Zinco

B -
N~ |

Tabela completa * Tabela estendida

Proteina transportadora de O, no sangue .

B

e
...

Em baixas pressdes de O,

Hemoglobina

B Ferro @
Proteina transportadora de O, no sangue ;

~ Manganés — Ferro — Cobalto
Em altas pressdes de O, ¢

I s
F
ol ni 0
L |
ul
Ignez Tabela completa * Tabela estendida
Caracelli
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Hemocianina

Proteina transportadora de O, no sangue

Ignez
Caracelli
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Hemocianina

His 177. 7 NH HN}/HH 328
Y 'y
| |
Sl NP AN F N His 324
HN ¢
o =NH

His 173——{1‘}' \=< .

His 204
lis 364

Proteina transportadora de O, no sangue

Deoxyhemocyanin
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Hemocianina

Proteina transportadora de O, no sangue

His 177
His 328

Ng\N E
5 VA u-6</CU:\

Hu:208 N N hl‘l\\ His 324 TS” (\‘\j

I \> TS SN 'i‘ N

His 173 ” HN H I

Cl NP N AU NANHis 324
HN' TN \o
- =NH

His 364 J N*
i | e
His 173 y
H His204 |
His 364

Oxyhemocyanin
Deoxyhemocyanin

Ignez
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Absorc¢do Molecular no UV/Vis

1000

100

10

0,01 T
Comprimento de onda, nm i
UV-visivel para hemocianina (Cobre)
Ignez
Caracelli
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Absor¢do Molecular no UV/Vis
Espectros de Absor¢do de Hemoglobinas

Ignez
Fundamentals of modern UV-visible spectroscopy - Agilent
Caracelli
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Sangue

Humans and most other vertebrates.

The iron in our blood proteins is responsible for the red
color. Blood in our veins is a deep red, but when that iron
is exposed to oxygen, through an open wound, it turns the
blood into that iconic, bright red color.

Ignez
Caracelli
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Sangue

Spiders, crustaceans, octopuses and squids,
some mollusks.

These animals contain higher concentrations of copper in
their blood proteins. Normally, the blood is colorless, but
when that copper is oxygenated it turns blue.

Brachiopods, penis worms, peanut worms,
and some other types of marine worms.

Many marine invertebrates rely on the blood protein
hemerythrin to transport oxygen throughout their bodies.
When oxygenated, hemerythrin turns a violet-pink color.

Ignez  https://www.businessinsider.com/animal-blood-comes-in-5-crazy-colors-but-you-have-to-do-something-gruesome-to-determine-
Caracelli which-2016-1
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Beetles, sea squirts, sea cucumber.

These animals have a relatively high concentration of
vanabin in their blood, which contains the chemical
vanadium, which turns yellow when oxygenated. Vanabin
does not aid in the transport of oxygen through the body,
and its purpose is still a mystery to scientists.

Many annelids, including marine worms,
segmented worms, and leeches.

These animals contain a chemical in their blood protein
called chlorocruorin, which turns green when oxygenated
but will sometimes turn a light red in higher concentrations.
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Curva de Calibracdo

Ignez
Caracelli http://www.lightboxkit.com/Science 1 BeersLaw.html
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Curva de Calibracdo

Standard Curve

1
09 - Unknown Sample .
08 A=5.7,C=18.8 //
Yor <
§06 I \; /
‘60.5 /
20 —
<03 /
02 /
01 /
o , : , ®
0 5 10 15 20 25 =0 s

Concentration (mM)
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Caracelli http://www.lightboxkit.com/Science 1 BeersLaw.html
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Precisdo X Exatidao

precisao precisao precisao precisao

N\ QY |

i

fl :
exatidao exatidao exatidao exatidao
Caracelli
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Espectroscopia no
Infravermelho
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Espectros Infravermelhos

— A regiao do infravermelho se da entre 4000 e
400 cm™!

— Energia varia de 4,8 kJ/mol a 48,0 kJ/mol

— Ha interagdo entre a radiagao e as moléculas

Ignez
Caracelli
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Efeito da Absor¢do no IV

— A radiacdo infravermelha quando absorvida, fornece
energia suficiente apenas para alterar as vibracdes
entre os atomos em uma molécula.

Ignez
Caracelli
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Efeito da Absor¢do no IV

- Exemplo: H-—CI

A molécula HCl atua como um
oscilador anharménico que vibra
no nivel de energia E3.

ro€ o comprimento da ligagéo, U
é a energia potencial. A energia
estd expressa em numero de
onda (k).

A molécula de HCl estd fixa a
coordenada do sistema para
mostrar as variagdes do
comprimento de ligagdo.

Ignez
Caracelli
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Tipos de Vibragdo

Existem um grande ndimero de vibragGes possiveis.
As mais comuns sao:
Estiramentos axiais: Deformagdo angular:
* Estiramento simétrico * Angular simétrica no plano (tesoura)
Estiramento assimétrico * Angular assimétrica no plano (balango)
* Angular simétrica fora do plano (torgdo)
* Angular assimétrica fora do plano (abano)

asymmetric stretching

| n | 8@5“’”\“ 096067 - A - FISICA PARA BIOTECNOLOGIA 2 [@Figicd  uffttom
Estiramento simétrico/assimétrico

O\C 9

o}

Q 9
oY
Deformagées Axiais
Simetrica Assimétrica

D ¢

Ignez
Caracelli
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Angular simétrica no plano (tesoura)

deformagdo angular
-y L
I__Q
O b Simétrica
scissoring
cflfffm Tesoura (ou dobramento angular)

(9
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Angular assimétrica no plano (balanco)

deformagdo angular
C

rocking

Assimétrica

Ignez Balango
Caracelli

[}
| 74 | 2@%“’ * 096067 - A - FISICA PARA BIOTECNOLOGIA2  [UFEEd  wfteram

37



6/3/2019

Angular simétrica fora do plano(abano)

deformagdo angular

|
Simétrica

o0 L

Simétrica Fora do Plano
R Ossinal X indica movimentos para dentro e
S 2 para fora do plano do desenho
wagging

Ignez
Caracelli
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Angular assimétrica fora do plano (tor¢ao)

deformagdo angular

I
Assimetrica

Assimetrica Fora do Plano

- C Os sinais X e ® indicam movimentos para
N z dentro e para fora do plano do desenho

twisting \

Torcdo (twist)
| 76 | $%M* 096067 - A- FiSICAPARA BIOTECNOLOGIA 2 (DIFEE  wp-toom
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Todos
Deformagdes Axiais
&—@—o o—@—o

Simétrica Assimétrica

Deformacgées Angulares
oy - Lo | L |
@
Simétrica Assimétrica
ol Simétrica Fora do Plano Assimétrica Fora do Plano
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Modos Normais de vibra¢do da agua

O

Ignez https://www.youtube.com/watch?v=1uE2IlvWkKWO

Caracelli
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Modos Normais de vibracdo da agua

Exemplos:
co, H,0
0=C=0 Ha0
- __, elongagdes ! \
v=1340cmt  O——o———) simétricas /\\ vs=3657cm’”
S
4 ¢
O—e— 3
&=667cm-1 { l deformagdes /.\ §=1595cm-1
O—e—0 NS
¥ - ¥

- N elongagdes /‘{\j v, =3756cmt
ve=2350em? O—— @O assimétricas

rd

Ignez
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| 79 | 5@"’”\“ 096067 - A - FISICA PARA BIOTECNOLOGIA 2  (OFEied  uferam

Espectroscopia Vibracional

Observando vibracdes moleculares

IV distante Espectro IV (cm-Y) IV préximo
MIR NIR
o I I I ®
4000 3000 2000 700 400
[ H ligado heteroatomo ]

e O-H
Ignez e N-H
Caracelli
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Espectroscopia Vibracional

Observando vibracdes moleculares

IV distante Espectro IV (cm-Y) IV préximo
MIR NIR
® I I I o
4000 3000 2000 700 400
| C-H
e C-H
Ignez * C-Hz
Caracelli ° C_H3
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Espectroscopia Vibracional

Observando vibracdes moleculares

IV distante Espectro IV (cm-Y) IV préximo

MIR NIR
L °

! ! !
4000 3000 2000 700 400

e C=C
* C=N

Ignez
Caracelli
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Espectroscopia Vibracional

Observando vibracdes moleculares

6/3/2019

IV distante Espectro IV (cm-Y) IV préximo
MIR NIR
o ! T ! ®
4000 3000 2000 700 400
Impressao digital

>1500 1500> x >700

e C=0

e C=C * Simples
= . N

| &3 | 5@%‘* 096067 - A - FiSICA PARA BIOTECNOLOGIA 2

Wrses  wperm

Espectroscopia Vibracional

Observando vibracdes moleculares

IV distante Espectro IV (cm-Y) IV préximo
MIR NIR
o I I I ®
4000 3000 2000 700 400
Vibrag¢des dos metais
650 - 400
* M-O
e M-N
Ignez
Caracelli ° M-S
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Espectroscopia Vibracional

Observando vibracdes moleculares

- -
p p
O_ C_ O Para que uma transicdo seja ativa no ‘ .
-~ infravermelho é necessdrio que haja variacdo m
do momento dipolar durante a vibragdo

_
presultante =0

Q0O 9000 9000

estiramento estiramento -
L . deformacdo
assimétrico simétrico
2399 cm! 1364 cm! 675 cm
presultante ¢ 0 presultante = 0 presultante ¢ O

Ignez
Caracelli
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Espectroscopia Vibracional

Observando vibracdes moleculares

Para que uma transi¢éo seja ativa no
0=C=0 infravermelho é necessdrio que haja variagéo
do momento dipolar durante a vibragdo

— — —
Ignez p'es""ta"te *0 pvesultante =0 presultante #0
Caracelli 2399 cm! 1364 cm™? 675 cm?
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Resultado da Absorgdo

Quando uma molécula absorve a radiagao
Infravermelha, passa para um estado de energia
excitado.

A absorcao se dd quando a energia da radiacdao IV
tem a mesma frequéncia que a vibracao da ligacao.

Apos a absorcgao, verifica-se que a vibragao passa ter
uma maior amplitude

Requisitos para Ocorrer Absorcao no Infravermelho

* Nem toda molécula absorve no infravermelho.

7z

* E necessario que o momento de dipolo da

ligacdo varie em funcao do tempo

* Ligacdes quimicas simétricas ndao absorvem no

Ignez
Caracelli

IV (Exemplos: H,, Cl,, O,)

6/3/2019
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Moléculas Simétricas

* Verifica-se também que moléculas simétricas,
ou praticamente simétricas também se
mostrarao inativas no Infravermelho.

* Exemplos:
H3C CH3
“c=c’ H,C— C—C — CHj
/ N
H3C CH3

Ignez
Caracelli
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Luminescéncia
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Absor¢do da Radiacao

* Aradiacao eletromagnética pode interagir com a
matéria, sendo assim absorvida.

* Exemplo:
excitagdo
Transigdo eletronica
Ignes (radiacao visivel)

Caracelli
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Absorc¢ao da Radiacao

* A radiacao eletromagnética pode interagir com a
matéria, sendo assim absorvida.

* Exemplo:

Fogos de artificio sdo feitos de
compostos incandescentes, como
nitratos metdlicos. Quando se
acende um fogo de artificio, a
reag¢do de combustéo ocorre,
levando a formagdo de novos
compostos, juntamente com a
emissdo de calor e energia
luminosa .

Ignez http://www.buzzle.com/articles/chemical-change-examples.html
Caracelli
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Luminescéncia
= Quimioluminéscencia —  excitacdo resultante de
uma reagdo quimica
n . A BT\
= Fosforescéncia excitacdo por absorcdo
de fotons:
Fotoluminescéncia

= Fluorescéncia

Ignez
Caracelli
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Luminescéncia

Principio Basico:

1. As moléculas sdo excitadas (elétrons das camadas
mais externas como no fenémeno de absorbancia).

2. As moléculas excitadas fornecem um espectro de
emissao que permite obter informagao qualitativa e
guantitativa.

Ignez
Caracelli
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Estados singlete e triplete

A luminescéncia em materiais organicos ocorre devido as
transicdes eletrénicas entre os orbitais t—t *.

No estado eletronico fundamental, sempre que dois elétrons ocuparem
um mesmo orbital atbmico ou molecular, obrigatoriamente eles devem
possuir spins opostos.

spin spin

+1/2 % ! -1/2

singlete
estado fundamental

Ignez
Caracelli
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Estados singlete e triplete

Porém , quando um elétron é excitado para um orbital atdmico ou
molecular de mais alta energia, duas situagdes distintas _ spin

.
podem acontecer. —if2
1. a excitagdo do elétron )
. k/"”
ocorre sem que haJ.a spin spin spin
alteracao do seu spin +1/2 -1/2 +1/2
original, sendo assim, o
eletro’n promO\{:jdod singlete singlete
mantem o sentido de .
N estado fundamental estado excitado
rotagdo
O estado eletronico molecular é chamado de singlete
quando os elétrons estdo emparelhados e nenhuma
separacao de niveis de energia é observada sob efeito de um
campo magnético. A molécula é diamagnética.
Ignez
Caracelli
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Estados singlete e triplete

Porém , quando um elétron é excitado para um orbital atémico ou
molecular de mais alta energia, duas situagdes distintas - spin
podem acontecer. T 412

2. no segundo caso, a ‘

excitacdo do elétron “

i spin spin spin
ocorre mediante +1/2 -1/2 +1/2
alteragdo do seu spin %
orlgllnal(estado excitado singlete triplete
tripleto). estado fundamental estado excitado

O estado triplete pode ser alcangado se o elétron tornar-se
desemparelhado ao ser excitado para um nivel de maior
energia. Neste caso também ocorre o paramagnetismo.

Ignez
Caracelli
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Estados singlete e triplete

Um elétron nao pode ser
diretamente excitado
para o estado triplete, mas pode

atingir este estado mediante a spin
+1/2

inversao
do elétron singlete, sendo esse ‘

processo chamado de cruzamento
spin

intersistemas. +1/2 ?

triplete
estado excitado

Ignez
Caracelli
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Estados singlete e triplete

spin spin
-1/2 +1/2
spin spin spin spin
+1/2 T } -1/2 +1/2 % +1/2 ?
singlete singlete triplete
estado fundamental estado excitado estado excitado

Ignez
Caracelli
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Processos de desexcitacao

Uma vez que uma molécula é excitada por absorcdo de féton, ela
pode retornar para seu estado fundamental com emissado
fluorescente, porém outros caminhos de desexcitacao sao
possiveis.

Em solucgdo, a energia vibracional em excesso é perdida
imediatamente pelas colisdes entre a molécula excitada e o
solvente, num processo chamado relaxacgao vibracional.

Ignez
Caracelli
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Diagrama de Jablonski

S .
2 : Conversao interna
N Sl v quando 2 niveis estdo
——— T proximos energeticamente;
...... > 1 ndo ha emissdo de radiagédo
e A
o Fluorescéncia
8 g sempre dos mais baixos
© 3 5 estados vibracionais de um
- 3 * estado eletrénico excitado.
Pl = >
o < )
-7 w ® \ﬂl Fosforescéncia
2
<
So ] )
niveis *) cruzamento inter-sistemas
. . . (reversédo de spins), comum em moléculas
vibracionais  que contém atomos pesados ou quando

espécies paramagnéticas estdo presentes
Ay Ay, A3 (0, em solugdo) - a fluorescéncia diminui.

T absorgao .
S singlete

| relaxagdo vibracional devidos Ttriplete

Tones colisGes entre as moléculas das espécies
4 excitadas e as moléculas do solvente
Caracelli
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Diagrama de Jablonski

Relaxagado
vibracional
conversao
/ interna
S, >
»-
Eptpdos singlete
cruzamento
S1 m ~Intersistema Estqdo triplete
T
I
Converséo
Absorcgao | Interna e Externa
Fluorescéncia Fosforescéncia

Sy

Ignez
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Conversao interna

A conversao interna é outro processo de desativagdo pelo qual a molécula
excitada passa para "outro" estado eletrénico de menor energia sem emissdo
de radiagdo.

A conversdo interna parece ser mais eficiente quando os dois niveis eletronicos

envolvidos estdo proximos o suficiente para que haja uma superposicdo de

niveis de energia vibracionais, conforme esta representado §a conversao interna
2

S, = S, do diagrama de Jablonski. s
7S 4
A conversdo interna S, — S, ilustrada Ty
no diagrama de Jablonski explica porque se R R A1
obtém uma banda de fluorescéncia somente g g
em A;, ndo importando se a excitagdo foi 5 g ™
feita no comprimento de onda A, ou A;. E ~ g
w @ ]
L%:
Ignes Ay Ay A
Caracelli absorgao
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Fosforescéncia

A fosforescéncia € um mecanismo alternativo, luminescente, para a
desativacdo de estados eletronicos excitados.

Depois do cruzamento intersistema para um estado triplete, uma
desativagao subsequente pode ocorrer, seja por conversao interna,
externa ou por fosforescéncia.

A conversdo interna e externa competem com tamanha eficiéncia com
a fosforescéncia que esse tipo de emissdo é normalmente observada
apenas em baixas temperaturas, em meios altamente viscosos ou em
moléculas adsorvidas em superficies solidas.

Além disso, as bandas de fosforescéncia sdo encontradas geralmente
em comprimentos de onda maiores que as bandas de fluorescéncia
porgue o estado triplete excitado tem, em muitos casos, energia
menor que o estado singlete correspondente.

Ignez
Caracelli
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Fluorescéncia

O processo de fluorescéncia é
regido por trés importantes
eventos (excitacao, relaxamento
vibracional e emissdo) que
ocorrem em escalas de tempo que
sdo separadas por varias ordens de
grandeza.

Excitacao  Fluorescéncia

GET Fq (1ie)

Intensidade (t)

+«%5=l Tempo

A excitacdo de uma molécula acontece em femtossegundos (10
155), o relaxamento vibracional dos elétrons pode ser medido em
picossegundos (1012 s) e a emissdo de um féton ocorre em um

periodo de tempo relativamente longo de nanossegundos (10°s).
Ignez
Caracelli

Escala de tempo na Fluorescéncia e Fosforescéncia

Transicdo Processo Tempo (s)
So— S;ouS,ouS, Absorcdo (Excitagdo) 101>
S, S, Conversdo Interna 1014 -1010
Relaxacao
1 -12 _ 1 -10
1751 Vibracional 0 0
Si—' S, Fluorescéncia 109 - 107
S, T, Cruzamento 1010 - 108
Intersistema
Supressao 5 =
317 30 (Conversdo Externa) 107-10
T,— S, Fosforescéncia 103 -100
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Fluorescéncia & Fosforescéncia
s ull S CINSe:
=
| | _ /
x “isoquinoline
HO 0 o)
H
l AReee
AA @J oy

thiophene pyrrole . Indole

~quinoline
pyridine furan

Ndo apresentam fluorescéncia Apresentam fluorescéncia
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Fluorescéncia

Empiricamente observou-se que a rigidez da estrutura favorece a

fluorescéncia A rigidez do complexo formado explica
porque o complexo de zinco com a 8-
hidroxiquinolina apresenta uma
fluorescéncia muito maior que a 8-
hidroxiquinolina.

O\ Zn 74 I
o / ‘ Oyl
\ /" (A AN
2

\

N,
z

8-hidroxiquinolina. |
"
complexo de zinco com

Ignez 8-hidroxiquinolina
Caracelli
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Fluorescéncia

Empiricamente observou-se que a rigidez da estrutura favorece a
fluorescéncia

e =
NN s C
biphenyl H,
fluorene

Apresenta fraca fluorescéncia
®=0,2

Ignez
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Luminescéncia

Antigamente se distinguiam os fenémenos de fluorescéncia e de
fosforescéncia pela vida média da emissdo: até 10 ns era
fluorescéncia.

Hoje elas se distinguem pelos estados de spin dos niveis
envolvidos.

Se durante o processo de emissao ndo ocorre mudancga de
multiplicidade de spin, a emissao é fluorescente. Se ha inversao de
spin (ex: triplete — singlete) a emissao é fosforescente.

Ignez http://www.ifsc.usp.br/~donoso/espectroscopia/Luminescencia.pdf
Caracelli
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Quimioluminescéncia

A quimioluminescéncia é a emissdo de luz ndo acompanhada da
emissao de calor em consequéncia de uma reagao quimica.

Um exemplo de reagao deste tipo é a que ocorre entre o luminol
e o perdxido de hidrogénio.

Luminol é uma substancia quimica criada
em 1928 por H. O. Albrecht, durante seu
trabalho de doutoramento.
Posteriormente, Fritz Feigl e seus
colaboradores reconheceram o potencial
desse reagente, na drea da técnica de
analise de toque, para a identificacdo de
diminutas quantidades

de perdxidos e ions ferricianeto.

Ignez
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Quimioluminescéncia

Muito utilizado pela policia cientifica, quando necessita saber se
ha vestigios de sangue em roupas, objetos ou lugares. No caso de
tecidos, mesmo que a cena do crime tenha sido limpa, as fibras
do tecido absorvem partes do composto de ferro, e assim,
guando aplicado o luminol, ele causa uma reacdo de oxidacdo e
"ilumina", literalmente, o local, ficando uma cor azul
fluorescente. E mais util, quando usado junto com

luz ultravioleta,

Ignez .
Caracelli luminol
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Quimioluminescéncia

Para executar um teste com luminol, os criminalistas pulverizam a
mistura em qualquer lugar onde possa haver sangue. Se a
hemoglobina e a mistura de luminol entram em contato, o ferro
na hemoglobina acelera a rea¢do entre o peréxido de hidrogénio
e o luminol.

Ignez .
Caracelli luminol
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Bioluminescéncia

A bioluminescéncia é a producdo e emissao de luz por um
organismo vivo, por meio de uma reac¢do na qual energia quimica

é transformada em energia luminosa.
Célula: fotdcito

2
o luciferase / ATP / My -
luciferina + 0, »  oxiluciferina  + luz

\N oo

Luciferace

1LCI

FIREFLY LUCIFERASE
*DOI: 10.2210/pdb1L Cl/pdb
«Classification: OXIDOREDUCTASE
*Organism(s): Photinus pyralis
*Expression System: Escherichia coli

Ignez
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Bioluminescéncia

A bioluminescéncia é a produgdo e emissao de luz por um
organismo vivo, por meio de uma reag¢do na qual energia quimica

¢é transformada em energia luminosa.
Célula: fotdcito

2+
SN luciferase / ATP / M
luciferina + 0, i oxiluciferina =+

\N oo T

Exemplo:
0s vaga-lumes

Ignez
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Bioluminescéncia
Em um artigo publicado na revista Photochemical and
Photobiological Sciences, pesquisadores da Universidade
Federal de Sao Carlos (UFSCar), campus de Sorocaba,
demonstraram a possibilidade de utilizacao de enzimas
luciferases de vagalumes como indicadores de pH
intracelular em bactérias, uma aplicacdo até entao inédita.

Sensor de pH que usa luciferase do ‘ 0 4
vagalume Macrolampis \ \

pH8.5 pH8O pH7.5 pH7.0 pHE.S

Iﬂ"‘zlr http://agencia.fapesp.br/enzima_de vagalume pode ser usada como indicador de ph intrac
Ceracell  o11ar/20548/
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Bioluminescéncia
exemplo: agua-viva

Agua-viva Capacete-Rosa (Aglantha digitale) encontrada em mares do norte e norte
dos oceanos Atlantico e Pacifico. »

Tém o corpo (umbrela) em forma de
sino, com cerca de 80 minusculos
tentdculos na base, que auxiliam no
momento de nadar e na
alimentagdo. Mede cerca de 20 mm,
se alimenta de pequenos crustaceos
e organismos plancténicos (como
microalgas) e essas estruturas
brancas penduradas em seu interior
sdo as gbnadas, drgdos que
produzem as células sexuais
(gametas).

Ignez
c,,fmm http://biologiavida-oficial.blogspot.com.br/2015/09/Aglantha.html
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Termoluminescéncia

A termoluminescéncia é a emissdo de luz em resultado do
aquecimento dos minerais apds absorcdo prévia de energia de
fonte ionizante . As temperaturas de aquecimento sdo inferiores
a temperatura de incandescéncia, tipicamente entre 50°C e
475°C. 1 ;

aplicagao: dosimetro TLD
LiF, CaF
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