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1. OBJETIVO

Descrever o procedimento a ser adotado para realizagdes de andlise por espectroscopia de
absorc¢do de radiagdo na regido do infravermelho no equipamento Varian 660 FTIR, localizado
no laboratdrio 200 do Instituto de Quimica da UFF, Campus do Valonguinho.

2. DEFINICOES E ABREVIATURAS

Tabela 1 Termos e siglas

TERMO / SIGLA OBIJETO

UFF Universidade Federal Fluminense

LAME Laboratério Multiusuario de Espectroscopia

FTIR Fourier Transform Infrared Spectoscopy

ATR Attenued Total Reflectance
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3. REFERENCIAS

Agilent Technologies. Agilent Cary 600 Series FTIR Spectrometers and Microscopes — User’s
Guide. 2013. Disponivel no menu Help do programa de analise.

4. RESPONSABILIDADES GERAIS

Tabela 2 Atribuicdo de Responsabilidades
Fungao Responsabilidade
Coordenador do LAME Responsavel pelo laboratério e
orientagdo do estagidrio
Responsavel pelo equipamento
Orientagao do estagiario
Manutengao e treinamento
Manutengao e treinamento

Nome

Glaucio Braga Ferreira

Coordenador do LAME
Supervisdo de estagio
Quimico

Estagidrio do LAME

Mauricio Lanznaster
Méri Domingos Vieira
Francisco Bustamante
Marcelo Mendes Stieger

5. CONDICOES E DESCRICOES GERAIS

O equipamento descrito neste POP é apresentado na Figura 1. Na Tabela 3 encontra-se a
descricao de cada nimero da figura.

4
Figura 1 Visdo frontal do equipamento com detalhe do painel esquerdo inferior

Tabela 3 Descrigdo das numeragdes da Figura 1

N° Descricao Funcgao
1 Tampa circular lateral Permitir acesso ao laser
Quando verde, indica que o equipamento esta ligado.
- Durante uma medida, é normal que fique piscando uma
2 Luz indicadora )
luz verde. Caso a luz fiqgue constantemente amarela,
ocorreu um erro e o equipamento deve ser reiniciado.
- Indica problema ao realizar scan por excesso de radiagdo
3 Luz indicadora azul

no detector. Utilize o atenuador.

4  Alavancas laterais inferiores Interromper sistema de Purga
Fixar acessorios no compartimento de amostra

Pagina 2 de 20
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5.1. Preparo das amostras

5.1.1. Preparo para o ATR

Verificar se o acessério ATR estd instalado no compartimento de amostra. Nao é necessdrio um
pré-tratamento da amostra, basta separar uma pequena fracdo da amostra, uma ponta de
espatula ou uma gota, e coloca-la sobre o cristal do acessério do ATR. A Figura 2 destaca as
principais partes do acessorio ATR.

Controle
de
pressdo

Regulagem
de
altura

pUE

Cristal

Figura 2 Acessorio ATR instalado no compartimento de amostra

Ao posicionar a amostra sobre o cristal, tomar cuidado para ndo mexer nos quatro parafusos
indicados pelos nimeros 1 — 4 na Figura 2, e no controle de pressdo da prensa do acessorio,
também destacado na figura. Com a amostra posicionada sobre o cristal, gire os botGes de
regulagem de altura até atingir a amostra, firmando-a sobre o cristal.

ATENCAO: Nem todo tipo de amostra pode ser utilizado no acessério. O cristal disponivel é de
ZnSe, que é um material relativamente macio. Desta forma, amostras de materiais
relativamente duros, como silica e nanoparticulas de ferro, NAO podem ser medidas utilizando
0 acessorio ATR com este cristal. Outras caracteristicas do acessdrio sdo:

Tabela 4 Propriedades do cristal de ZnSe
Propriedade Valor

indice de refracdo 2,4

Comprimento de onda de corte (cm™) 525

Profundidade de penetracdo do feixe (um) 2,0
Solubilidade em agua (g/100 g — 25 °C) Insolavel

Faixa de pH 5-9

Dureza (kg/mm?) 120
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5.1.2. Preparo para Transmissao.

Para utilizar o modo de transmissao é necessario fazer a instalacdo do seu acessério, um suporte
vertical para placas apresentado na Figura 3, no compartimento de amostra. A instalagdo do
acessorio deve ser feita por um dos responsaveis pelo equipamento.

3 Acessorio de Transmissdo

Figura

A amostra consisitird de uma pastilha feita com um material transparente que nao absorve no
espectro IV como, por exemplo, KBr, e com o analito desejado.

Tabela 5 Propriedades do KBr

Propriedade Valor
indice de refracdo 1,5
Faixa de operacdo (cm™) 40000 - 380
Solubilidade em 4gua (g/100 g — 0 °C) 53,5

Para a preparag¢do da amostra, certa quantidade de KBr deve ser macerada em um gral de 4gata,
disponibilizado nos acessérios do equipamento, junto com uma pequena quantidade do analito.
Usualmente, em andlises qualitativas, utiliza-se trés partes de KBr para uma parte de analito.
O KBr deve ser espectroscépico e estar livre de umidade. Para isto, deve ser armazenado em
uma estufa entre 100-105 °C pelo tempo minimo de 5 h.

A mistura é macerada até se tornar homogénea e transferida para um pastilhador. O pastilhador
é prensado em uma prensa manual ou em uma prensa hidraulica. O equipamento do LAME
possui uma prensa manual. A utilizacgdo do mesmo é demonstrada pessoalmente durante o
treinamento no equipamento.

Figura 4 Direita: suporte de pastilha de 7 mm gerada por pastilhador de prensa manual. Esquerda: suporte de
pastilha de 13 mm gerada por pastilhador de prensa hidrdulica.
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5.2. Inicializacdao do software e reconhecimento das fung¢des basicas.

I Verifique se o espectrometro esta ligado. Se ndo estiver, comunique o responsavel pelo
equipamento. Recomenda-se que o aparelho seja ligado ao menos 30 minutos antes da
primeira medida.

Il. Ligue o computador. Na tela de login do Windows selecione o usuario “UFF”. Ndo ha
senha de acesso.

==

EF=
Agilent
Resoluki, ..

Il. Na drea de trabalho, dé um duplo clique no icone

IV.  Aparecerd a janela inicial do programa de andlise.

=5 Resolutions Pre - [Multi-Spectral Document] ] 1
kb ple [ Yew Colect Dawfoms jfrobos ook Weoe e i 2
N v - | e s i » i I
|=]H ] %)-9]0) |8 i-[ta] I=[S|ad] G T[] D070 A o @ 3
I""_f" t[l’.u-tri?-:m -‘l}'_'\, m [ Setect Gosart Calbwnton - =] I Gelect Flegion Template =] il [-Seeor bop =8

35

+ i M- Spectral Document |

Figura 5 Tela inicial do programa de analise

Tabela 6 Informagdes da tela inicial
Numero Descrigao
1 Barra do titulo
Linha do menu
Barra de fungées
Painel de espectro
Planilha de navegacao de espectros
Historico de operacges e de erros
Box de visdo geral do espectro
8 Barra de status

Nooubh~,WN

Cddigo:
POP-LAME-001

Data de aprovagao: | Revisdo: Pagina 5 de 20

15/06/2015 0




PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO
Andlise de Espectro IV - FTIR

Proposto por: Analisado por: Aprovado por:
LAME Marcelo Mendes Francisco L. S. Meéri D. Vieira

Stieger de Sant’Anna | Bustamante Glaucio B. Ferreira

V. Para configurar o equipamento para sua medida, acesse Collect > Method Editor ou

clique no icone w presente na barra de funcdes. A condi¢ao usual para amostras
sélidas é resolu¢ido de 4 cm™ e 32 scans. O numero de scans do background deve ser
igual ou superior ao da amostra.

32 Method Editor, - C:\Program Files\Warian\Resolutions\Sample Data\Standard Method - Abs.clm
File

Contents | Common Settings m Sean
bl @ This page contains the most commonly used setkings, Press F1 for mare help

=12 Method Surnmary

T Comman Settings Iﬂ Background

TE Motes .

TEl Background Scan Sean Settings —r——
T2 Slow Kinetics ' Signal Monitor
Sample scan Background scan

#[1 Advanced Settings Summary &

Mumber of zcans 32 § 3 £ j.J Microzcope
Spectrum name Fample background j/
| ‘
Besalution [cm-1] 4 w SV
Scan type *% Tranzmittance b j,J
[ Method List )
Scan range [cm-1] 4000 5| o (500 3 W

] Standard Method - %T.clm

= Standard Method - &bs.clm Usable range: 6000... 400 ¥ Festore Defaults

+- [ Advanced Methods [4)

= ATR(3) Spectrometer Configuration
=] Diamond.clm
ﬂ ge.sclml Method accessory Set to Inztalled j,)
| ZnSeclm

+- 1 Microscope [3)

Installed accessony j,)

Figura 6 Configuragbes Padréo

VI.  Ainda na janela apresentada acima, do Method Editor, clique no botdo Signal Monitor
para ter acesso ao interferograma. No menu direito da tela do interferograma, no grupo
denominado Parameters, deixe o parametro Aperture como sendo Open e o parametro
Sensitivity como sendo 1. Quando o acessorio a ser utilizado na medida é o ATR, o sinal
grafico deve estar acima de 2,0 V. Caso contrario, clique no botdo Align e espere o
alinhamento do equipamento. Se o problema n3o se resolver, avise a um responsavel
pelo equipamento para que este possa realinhar novamente o equipamento. Utilizando
0 acessorio para pastilha de KBr, o valor deve estar por volta de 8,0 V. Da mesma forma,
cligue em Align caso o valor esteja distante do ideal.
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3% Resolutions Pro - [Multi-Spectral Document1:2]

) File View Options Help a
CHe XD MBEYR MG 1+ UHAMARESGD
B LA\ [l | [ Sefect Quant Caltration = ] ZJL |- Select Report Template = v | {23 | [~ Select Seript - v

Ax
— ux Backgiound
@ multi-Spectral Documert:1 2.671
. Scan

0K Cancel

=
T
2

20- @© Interferogram

O Single-beam
15 O Processed

Zoom

Centerburst
1.0=

Parameters
058 Aperture

<

Open
ool 4

Sermilivity

B

LES

<

Waolts

Align

Aut Sersiivity

Help
20~

25—

l -3.0-

35—

40—

100 200 300 400 400 600 700 600 800
Paints

Enord302 Ratie: Camot load background spectrum,

Figura 7 Sinal de Interferograma em condigdes normais de operagdo
VII. Caso o sinal do interferograma esteja apropriado, faga uma corrida de background
clicando no botdo Background presente no campo superior direito.

VIII. Logo apds o término da aquisicdo do background, o software exibird uma janela
solicitando o salvamento do arquivo de medidas. Este arquivo conterd todas analises
que realizar apds este primeiro background. Busque a pasta My Documents/Usuarios.
Dentro dela crie uma pasta para seu orientador e, dentro desta, uma pasta para vocé.
Dé um nome para seu arquivo e clique em Save.
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Save as ype: | Resalutions Pro Spectra [*.bsp) b Scans
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25-
@
H
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2
:
[vd
1.6-
1.0-
05-
00-
05—
1.0~
e
7500 7000 6500 GO0 5500 5000 4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wawanumber

For Help, press F1

Copyright @ 1993-2009 Agilent, Inc.

Figura 8 Janela de salvamento de arquivo apds medida do background

IX.  Apds o salvamento, a tela serda apresentada conforme abaixo, com o espectro
background na parte superior da tela e uma tabela na parte inferior.
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Figura 9 Janela de medida apds background

X. Para realizar uma medida, acesse Collect > Method Editor - Scan. Ou clique no icone

M

Collect sample presente na barra de fungdes.

Xl.  Apds o término da varredura, o espectro serd exibido na parte superior da tela. Para
alterar o nome da amostra, clique na linha correspondente da tabela e digite o nome,
conforme ilustrado abaixo.

Cadigo: Data de aprovagao: | Revisdo: Pagina 9 de 20
POP-LAME-001 15/06/2015 0




PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO
Andlise de Espectro IV - FTIR

Proposto por: Analisado por: Aprovado por:
LAME Marcelo Mendes Francisco L. S. Meéri D. Vieira

Stieger de Sant’Anna | Bustamante Glaucio B. Ferreira

2% Resolutions Pro - [Multi-Spectral Document2. bsp]
{2l File Edit View Colect Transforms Analysis Tooks Windows Help -a %

SHLEYXEEDNMESBEr e -oM G I ¢ N MAREGD

A e | Curent Scan LA ik |- Select Quant Caltnation - v | 22 [~ Select Fopon Temlete = | {5 |~ Select Scrpt - < B
) To0=
& @ Muli-Spectral DocumentZ.bsp
95~
90~
P

Tl

e T P P PP
3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1800 1400 1200 1000 800 B
Wavenumber

Name Spectrurm Hitlist Feaklirea
1 [v]Hits =0
2 sem amostra ey | Hits = 0
3 background Hits =0
4 background Hits =0
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Figura 10 Renomeag¢do de amostra apds varredura

XII. Caso queira repetir a amostra, basta repetir os itens X e XI. Para medir outra amostra,
faca:

a. Medidas utilizando o ATR: Levante a prensa e, com um pedago de lengo de

papel, limpe a superficie de suporte do cristal e a cabega da prensa. Colete a

amostra sobre outro pedago de papel para ndo sujar o compartimento de

amostras. Umedeg¢a com um pouco de dlcool um chumacgo de algodao ou lengo
de papel fino e limpe as superficies do ATR e do cristal e a cabega da prensa.
NUNCA aplique solvente diretamente ao cristal.

b. Medidas com o acessdrio de transmissdo: Retire o suporte de pastilha do

acessorio. Cuidadosamente, retire a pastilha de seu suporte.
*ATENCAO: o laboratério ndo fornece frasco de rejeitos. Certifique-se de trazer
recipientes adequados para destinar seus residuos.

XIll. Para outras amostras, basta repetir os itens X - Xl quantas vezes for necessario. Cada
nova amostra sera colocada na primeira linha da tabela de espectros passando as
anteriores uma posi¢ao para baixo. Se a banda do CO,, entre 2300 e 2400 cm™, estiver
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XIV.

aumentando muito, recomenda-se fazer novo background para correcdo mais
adequada. De uma forma geral, recomenda-se realizar um novo background a cada 30
minutos ou até menos, dependendo do fluxo de pessoas na sala. Ndo aparecerd a janela
de salvamento para estes outros backgrounds.

Apo6s a ultima medida, certifique-se que limpou adequadamente o compartimento de
amostras. Desligue apenas o computador, o espectrometro deve permanecer ligado a
menos que orientacdo em contrario seja dada diretamente por um dos responsaveis
pelo equipamento.

6. TRATAMENTO DE DADOS

Sdo trés os tipos de manipulacdo de espectros usualmente mais utilizados: correcdo de linha
base, identificacdo de picos e retirada do pico de CO,

Retirada do pico de CO»

Espectros feitos algum tempo depois de o background ter sido feito, podem apresentar uma
banda por volta de 2350 cm™ referente a deformac3o axial da ligagdo C—0 do gas CO, presente
na atmosfera. O ideal é que um novo background seja feito pelo usudrio ao se perceber este
efeito. No entanto, é possivel retirar esta banda através de uma das fung¢des do software. Siga
as etapas abaixo:

Clique no icone ‘Jr—'u— presente na barra de fung¢bes. Uma barra cinza surgira em cima
da escala horizontal do espectro. Clique na barra nas proximidades do comprimento de
onda desejado. Uma linha pontilhada vertical preta surgira. Clique e arreste a linha para
um dos lados e a linha se desdobrara em duas. Arraste as linhas de forma a deixar o pico
a ser retirado entre elas. O software reconhecerd a drea entre as linhas como sendo uma

regido (region) e dard um numero a essa regido (0, 1, 2...).
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Figura 11 Delimitagdo de regido de espectro

1. Acesse o menu Transforms e selecione a opg¢do Zap.

M. Na janela que aparece na tela, selecione a regido que pretende retirar e clique no botdo
Add. Um novo espectro sem bandas na regido sera gerado na tabela de espectros. Caso
cligue em Replace o espectro original serd substituido pelo novo, devendo essa opgao
ser utilizada com cautela.

Zap X

Regions [in Waverumbers):
Add
Fieqion

Left: Right:
2402196 | |2284.E4E |

Apply

Figura 12 Janela da fungdo Zap
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V. Na tabela, selecione, segurando a tecla Ctrl, o novo espectro e o espectro original para
compara-los. E recomendavel fazer a comparagdo pois, em casos onde a banda ja estava
muito intensa, a transformacgao ndo costuma ser bem feita.
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Figura 13 Comparagdo espectro original X espectro apds Zap

V.  Também é possivel comparar os espectros sem sobrep6-los. Acesse View = Display type
= Stack. Os espectros serdo exibidos de forma a dividir a por¢do superior da tela.
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6.2.

Corregdo de linha base
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Figura 14 Diferente forma de comparagdo dos espectros

Considere o espectro da Figura 15 abaixo.
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Figura 15 Exemplo de espectro para corregéo da linha base
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Para corrigir a linha base do espectro, siga os seguintes passos:

I Acesse Transforms =2 Baseline Correction...
1. Aparecera na tela uma janela com dois espectros. O espectro superior aparece
com uma linha azul sobreposta.
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Figura 16 Janela da fungdo Baseline Correction

1. Clique, no espectro superior, nos pontos que gostaria que fossem ajustados. O
espectro inferior mostra o resultado da operagao.
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Figura 17 Exemplo de utilizagdo da fung¢do Baseline Correction
V. Quando estiver satisfeito com a corre¢do de linha base, cliqgue em Add. O novo

espectro corrigido serd exibido na tabela, mantendo-se o espectro original. Caso
cligue em Replace o espectro original sera substituido pelo novo, devendo essa
opg¢ao ser utilizada com cautela.

6.3. Identificacdo de picos

Sigas as etapas abaixo.

I Selecione o botao n presente na barra de fungdes.
Il Aparecerda uma janela para colocar um numero referente a sensibilidade para
descobrir picos. Quanto maior o nuimero, mais picos serdo identificados pelo

software. Recomenda-se comecar com 1 e aumentar caso ndo sejam identificados
todos os picos desejados.
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Figura 18 Janela para escolha da sensiblidade da funcdo Peak Pick

1. Os picos serdo identificados, conforme a figura abaixo, e uma tabela com a descricdo
de cada pico surgird na parte de baixo da tela. A func¢ao original do software informa
o valor do centro do pico com trés casa decimais além da area do pico. Desta forma,
0s numeros acabam se sobrepondo. Para resolver este problema, cligue com o

botdo direito em cima de algum dos valores dos picos e selecione Properties...
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Figura 19 Exemplo do resultado da aplicagdo da fung¢do Peak Pick

V. Na primeira aba da janela exibida, no grupo Value marque a opgao Center. Abaixo,
marque as caixas Apply style to all existing peaks e Use this peak style when creating
new peaks.
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Figura 20 Primeira aba da janela para editar as propriedades dos picos. Configure de acordo com a figura, exceto o
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Na aba Display, deixe exatamente conforme a figura abaixo. Clique em OK.
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Figura 21 Segunda aba da janela para editar as propriedades dos picos. Configure de acordo com a figura
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VI. Agora os picos serao exibidos conforme a figura abaixo.
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Figura 22 Visualizagdo dos picos apds a correta configuragdo da fungdo Peak Pick

VII. Para voltar a ver a tabela de espectros ao invés da tabela com os picos, acesse o
menu View = View spreadsheet.

6.4. Comparacdao com banco de dados e analises quantitativas

O software possui as seguintes bancos de espectros:

e EPAlibrary

e Gas phase library

e Georgia State Crime Lab Drugs
e Georgia State Crime Lab Paints
e Near IR library

e Mineral Collection

e Pharmaceutical

e Polymers

O treinamento para utilizacdo desses bancos deve ser solicitado apds o treinamento nas fungdes
basicas caso o usuario perceba a necessidade de utiliza-los em seus estudos. Da mesma forma,
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os interessados em realizar analises quantitativas devem passar pelo treinamento basico e
posteriormente pelo treinamento em anadlises quantitativas.

7. EXPORTACAO DOS DADOS

Os dois principais formatos de exportacado sdo o spc e o csv. O formato spc sé permite exportar
um espectro por vez. O formato csv permite exportar todos os espectros apresentados.

*Atencdo: o programa acusa erro quando se tenta utilizar a exportagdo no formato csv e existe
espectros de background na lista de espectros. Desta forma, delete os espectros background
antes de exportar no formato csv, exporte os dados e desfaca a operacao de deletar.

*Atencdo: Ndo confunda exportar com salvar. Sempre salve os espectros no formato padrao do
software (bsp). A exportacdo é para plotar os espectros em softwares como Excel e Origin.

Para exportar, siga 0s passos a seguir:

I Acesse File = Export spectrum...

II. Na janela que apareceu, procure a pasta onde deseja salvar os arquivos e selecione
o formato. Conforme destacado anteriormente, ao selecionar o formato spc serd
exportado apenas o espectro selecionado. Ao selecionar csv todos serdo
exportados, desde que ndo exista espectros background na lista.

Save i | Iy 25 V| o ? * -
]-u File: rarne: zample | [ Save ] i
Save as type: | GRAMS Spectrum, Win-R [*.spc) w Cancel
3 GRAMS Spectrum, “Win-B [.spc)
= Sadtler Searchidaster [*.irf)
ASCI Comma Separated Values [*.cav]

IE!I ﬁ Hits 5 4gilent Spectra [*.bsp]

Figura 23 Janela de exportagdo de arquivos
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