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Divulgacao

TWO-DIMENSIONAL CORRELATION SPECTROSCOPY: FUNDAMENTALS, APPLICATIONS AND PERSPECTIVES. This
paper presents the basic theory of generalized two-dimensional correlation spectroscopy. This method is applicable to various types

of spectroscopy, including Infrared, Near Infrared and Raman Spectroscopy and it emphasizes spectral features not readily observable

in conventional one-dimensional spectra. Some applications are cited, including work developed in Brazil.
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INTRODUCAO

A espectroscopia de correlacdo bidimensional é uma técnica
que representa graficamente a intensidade espectral em fungdo
de duas varidveis espectrais independentes (i.e. freqiiéncia ou com-
primento de onda). Ou seja, dois eixos ortogonais de varidveis
espectrais independentes definem um plano espectral 2D e a in-
tensidade espectral € representada ao longo do terceiro eixo. Atra-
vés desses espectros 2D € possivel obter a simplificagdo de es-
pectros complexos que consistem de muitas bandas ou picos so-
brepostos; uma melhor resolucdio espectral através da expansao
dos picos sobre a segunda dimensdo e, a identificacdo de vdrias
interagdes inter e intramoleculares através da correlagdo seletiva
dos picos'.

A idéia de expandir picos espectrais através da segunda dimen-
sd0, a fim de simplificar a visualizagdo de espectros complexos
consistindo de muitas bandas sobrepostas, teve origem na espec-
troscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e foi sugerida
pelo fisico belga Jean Jeener em 1971 durante o “AMPERE Summer
School”*3. O procedimento experimental mais comum para obten-
¢do dos espectros RMN 2D consiste em coletar dados em funcio
do tempo ¢, (tempo de detecgdo) e antes de se obter o sinal de FID
(decaimento livre de indugdo) o sistema € perturbado por um pul-
$0, durante um periodo f,. A transformada de Fourier do FID em
fung@o de , para um ¢, fixo fornece um espectro 1D. O processo é,
entdo, repetido para varios valores de t,, fornecendo um espectro
bidimensional em termos das duas varidveis v, € v, ou as vezes,
dos parametros de deslocamento quimico &, e 9, *.

Desde que foi sugerida, a técnica RMN 2D mostrou-se bastan-
te util na elucidagdo de estruturas de diferentes espécies quimicas,
ganhando grande aceitagdo na comunidade cientifica e, atualmen-
te, faz parte da rotina de qualquer laboratério de medidas de RMN.
Entretanto, a utilizagdo de uma segunda dimensdo para simplificar
e melhorar a visualizacio de espectros complexos ndo foi, até me-
ados da década de 80, considerada pelos pesquisadores das demais
técnicas espectroscopicas. Uma possivel razdo para isso pode ser a
dificuldade aparente em se adotar, nas demais técnicas espec-
troscopicas, um procedimento experimental baseado na aplicacio
de pulsos multiplos como os de radiofreqiiéncia (rf) empregados
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com sucesso em RMN. As técnicas espectroscopicas mais comuns
como, IR (Infravermelho Médio), NIR (Infravermelho Préximo),
Fluorescéncia e Raman sdo governadas por fendmenos fisicos que
apresentam escalas de tempo muito diferentes das encontradas em
RMN. As vibracdes moleculares sio muito mais rdpidas
(picosegundos) que os processos de relaxagdo de spin (microse-
gundos ou mais) encontrados em RMN.

Para contornar esta dificuldade aparente de aplicacdo da anali-
se de correlagdo 2D as demais técnicas espectroscépicas, uma pri-
meira proposta foi sugerida por Noda, em 1986°, com relacdo a
espectroscopia de correlacdo bidimensional no Infravermelho Mé-
dio (IR 2D). Ao contrario dos métodos de Transformada de Fourier
dupla sobre os pulsos multiplos de excitacdo empregados em RMN
2D, uma andlise de correlagdo cruzada simples foi aplicada a si-
nais IR dindmicos com variagdo senoidal, a fim de se obterem es-
pectros de correlacio IR 2D.

A técnica IR 2D foi originalmente empregada para analisar
dados obtidos de estudos reo-Opticos de polimeros. Estes estudos
foram planejados para investigar respostas em nivel molecular de
amostras que sofrem deformagdes continuas e subseqiientes rela-
xagdes. Uma tensdo oscilante de amplitude pequena (i. e., pertur-
bagdo mecénica) na faixa de freqiiéncia acustica foi aplicada a um
filme polimérico fino e as reorientacdes dindmicas, resultantes das
transicdes de momentos de dipolo, associadas com os vdrios gru-
pos quimicos, foram monitoradas com luz IR polarizada'.

A proposta de correlacido 2D citada acima apresenta uma limi-
tacdo: as variagdes de intensidades espectrais dinadmicas em fun-
¢do do tempo, isto €, a forma de onda deve ser uma sendide sim-
ples para emprego eficaz do sistema original de andlise de dados.
Por essa razdo, em 1993, Noda® apresentou um formalismo mate-
madtico para constru¢do de espectros de correlacdo 2D aplicdvel de
forma mais ampla e razoavelmente simples, que possibilita a ma-
nipulac@o de variacdes de sinais em fung¢do do tempo ou qualquer
outra varidvel fisica. Tal desenvolvimento fez da andlise de corre-
lacdo 2D uma ferramenta espectroscopica universal disponivel para
uma faixa ampla de aplica¢des (Infravermelho Proximo — NIR,
Raman, Fluorescéncia, UV). Noda chamou esta nova técnica de
espectroscopia de correlagdo 2D generalizada, cuja forma de ob-
tengdo dos dados encontra-se descrita no proximo item.

Ainda no inicio da década de 90, Noda sugeriu a espectroscopia
de correlagdo 2D heteroespectral que, como o préprio nome suge-
re, consiste na correlacdo de espectros obtidos em diferentes re-
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gides espectrais'’. Tal correlagdo é um dos mais atraentes campos
da espectroscopia de correlagdo 2D, pois através da mesma pode-
se obter informagdes relevantes sobre o sistema em estudo. Por
ex., a atribuiciio de bandas no NIR torna-se muito mais facil quan-
do as mesmas apresentam correlagdo com bandas na regido MIR,
cujas atribuicdes sdo bem estabelecidas.

Uma das primeiras aplicacdes da espectroscopia de correlagdo
bidimensional generalizada foi em espectroscopia Raman, em 1993.
Ebihara e colaboradores® interpretaram as mudangas de intensida-
de Raman ap6s foto-excitagao do radical anidnico benzil em dimetil
sulféxido (DMSO), na faixa de tempo de nanosegundos.

Em 1995, a espectroscopia de correlagdo 2D foi aplicada pela
primeira vez a regido do infravermelho préximo (NIR). Este traba-
lho investigou variacdes espectrais dependentes da temperatura do
dlcool oleil (cis-9-octadecenol 1)7. Tal estudo foi de extrema im-
portancia porque revelou informacdes ndo acessiveis nos espectros
unidimensionais. Por ex., a andlise mostrou que a banda em
7090 cm™ (1410 nm), devido ao primeiro sobretom do modo de
estiramento OH do dlcool monomérico, consiste de duas bandas
que surgem do isomerismo rotacional do grupo OH livre. A partir
deste estudo, vdrios outros foram propostos, empregando a técnica
NIR 2D para analisar variacdes espectrais dependentes da tempe-
ratura de diferentes compostos, como N-metil acetamida (NMA)®
e Nylon 12°.

O ano de 1995 foi marcado pela primeira aplicacdo do método
de correlagdo 2D a 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 emissdo coletados em varios comprimentos
de onda de excitagdo.

Nos ultimos anos a espectroscopia de correlacdo 2D tem se
tornado cada vez mais popular, e diferentes métodos de perturba-
¢do, correlac@o e tratamentos matemdticos dos espectros de corre-
lagdo 2D tém sido sugeridos na literatura'!.

Diante da importancia da analise de correlacido bidimensional
nas diferentes técnicas espectroscopicas, o presente trabalho tem
como objetivo apresentar os principios tedricos bdsicos da espectros-
copia de correlagdo bidimensional generalizada, suas aplicagdes e
as perspectivas para trabalhos futuros.

Espectroscopia de correlacio bidimensional generalizada

O formalismo matematico para construcio de espectros de cor-
relacdo 2D, que tornou popular a aplicagdo da espectroscopia de
correlacdo bidimensional, estendendo-a as demais técnicas espec-
troscépicas e, € apresentado a seguir.

Perturbacio utilizada na espectroscopia 2D

A Figura 1 mostra o esquema bdsico para um experimento de
espectroscopia de correlagdo 2D baseado em uma perturbacdo ex-
terna. A resposta do sistema a perturbagdo aplicada (espectro di-
ndmico), freqiientemente, manifesta-se como variagdes no espec-
tro Gptico. Tal perturbagio pode ser aplicada na forma de pulsos
ou até de forma estética, variando-se uma propriedade como a pres-
sdo, concentra¢do ou temperatura do sistema a valores pré-deter-
minados'.

A perturbac@o afeta o sistema (amostra) de uma forma governa-
da pelo mecanismo de interagdo do estimulo macroscopico com as
respostas em nivel microscopico ou molecular dos constituintes do
sistema. O tipo de informacéo contida no espectro dindmico depen-
de do tipo de perturbacio e do monitoramento (técnica espectros-
copica, por ex. IR, NIR Raman ou Fluorescéncia) empregado.
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Figura 1. Esquema geral de obteng¢do de espectros de correlagdo
bidimensional

Analise de correlacdo 2D

Espectro dindmico
O espectro dindmico ¥ (v, t) de uma amostra afetada pela per-
turbagdo € definido como

YV, t) - ¥ (V), para Tpin < t < Tiax
y(v,t)= (1)

0, para qualquer outra situagao

onde y (v) € 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
estaciondrio ou médio definido por

T max
Cy(v, tdt )

Y= 1 To Jr..

O espectro de referéncia pode também ser selecionado como o
espectro observado em algum ponto de referéncia como antes do
inicio da perturbacdo (t — -o0), apds seu efeito ter se extinguido
(t = +e0) ou a um intervalo de tempo fixo apds sua aplicagdo ao
sistema. O espectro de referéncia pode ainda ser presumido como
sendo igual a zero. Neste caso, o espectro dindmico iguala-se a
variagdo da intensidade espectral observada sob efeito da perturba-
¢ao.

Funcio de correlacio 2D

A correlacio 2D nada mais € que uma comparacgio de varia-
¢oes de intensidade espectrais observadas em duas varidveis
espectrais diferentes, sob um intervalo de observagao finito entre
T .. €T, . Portanto, o espectro de correlagdo pode ser escrito como:

X(VHVZ):<y(vl’t)'?(vzﬁt,)> 3)

onde 1) X(v, , v,) — intensidade de correlagdo 2D e 2) os simbolos
() denotam qualquer classe de fungdes de correlagio para compa-
rar as duas intensidades em relacdo a t.

A fungdo X(v, , v,) € tratada convencionalmente como um nu-
mero complexo

X(v,,v)=®v, ,v)+i¥(, ,V,) “4)

compreendendo dois componentes ortogonais conhecidos como
intensidades de correlagdo sincrona e assincrona, respectivamente.
A correlagdo 2D sincrona d>(vl , V,) representa a similaridade en-
tre as duas variacdes espectrais medidas em varidveis espectrais
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diferentes quando o valor de t € alterado. A correlagio 2D assincrona
¥(v, , v,) pode ser considerada como a ndo-similaridade das vari-
acdes espectrais.

Calculo do espectro de correlacio 2D sincrono

A computagdo numérica do espectro 2D pode ser implementada
com algoritmos que permitem uma simplificacdo e otimizacéo dos
calculos e do tempo de computagiio®. Para um grupo de m espec-
tros dindmicos coletados durante o intervalo entre T e T _ ., ao
longo da varidvel t em intervalos iguais, At = (T~ T )/(m-1), a
intensidade de correlagdo 2D sincrona € dada pela expressao

I <~ -
Q(Vlzvz):ﬁz}’j(vl)}’j(\/z) (3)
=

onde ¥ ;(v;) é a intensidade espectral no ponto da varidvel fisica t,
ou seja
Yivi)=3(vi,t;)  i=1,2 (6)
Para um conjunto de dados consistindo de espectros que nio
estdo igualmente espacados em f, um procedimento numérico sim-

ples, como interpolagdo ou ajuste de curva, pode converté-los em
um conjunto de dados igualmente espacados.

Calculo do espectro de correlacio 2D assincrono

A computagdo da intensidade de correlagdo 2D assincrona é
mais complexa existindo diferentes caminhos para efetua-la. Entre
estes, provavelmente o mais simples e eficiente método computa-
cional disponivel para a estimativa do espectro de correlacdo 2D
assincrono ¢ através da equagio

1 m - m -
"P(Vlavz):ﬁz}’j(vl)-zNjk-Yk(Vz) (7)
j=1 k=1

onde N, corresponde aos elementos da j, linha e k, coluna da
matriz de transformagéo discreta de Hilbert-Noda'®, os quais sdo
dados por
0 (zero) sej=k
(3)

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

Informacdes provenientes dos espectros de correlacao 2D
sincrono e assincrono

O espectro de correlagdo 2D sincrono (Figura 2) representa
mudancgas de intensidade espectrais simultaneas ou coincidentes, e
é constituido por auto-picos (presentes na linha diagonal), cuja
intensidade reflete as regides do espectro que alteram sua intensi-
dade sob efeito da perturbacio externa e picos cruzados (localiza-
dos fora da diagonal), que informam sobre as mudangas de intensi-
dade espectral entre duas varidveis espectrais diferentes v, e v,.

Em um espectro 2D sincrono, picos cruzados negativos indi-
cam que as mudangas de intensidade observadas em duas coorde-
nadas espectrais ocorrem em dire¢cdes opostas, isto €, uma aumen-
ta enquanto a outra diminui. Um pico cruzado positivo, por outro
lado, indica que as mudangas de intensidade estdo na mesma dire-
¢do'”.

O espectro de correlagdo 2D assincrono (Figura 3) informa sobre
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Figura 3. Espectro de correlagdo 2D assincrono (mapa de contorno)

as respostas espectrais que ocorrem fora de fase com o pulso de
perturbacdo. Esta informagdo manifesta-se na forma de picos que
sempre sdo registrados fora da diagonal do espaco bi-dimensional.
O sinal de um pico assincrono revela a ordem temporal na qual as
intensidades espectrais observadas para as varidveis v, e v, ocor-
rem em relacdo a perturbagdo. Por ex., o sinal serd positivo se a
alteragdo de intensidade espectral em v, ocorrer predominantemente
antes da alteragdo da intensidade espectral em v,, considerando-se
a ordem seqiiencial da varidvel externa t"*.

Programas computacionais para espectroscopia 2D

A espectroscopia de correlacdo bidimensional generalizada, ¢
uma técnica de correlagdo simples, que visa acessar informagoes
ndo visualizadas facilmente nos espectros unidimensionais. Os es-
pectros de correlacdo 2D podem ser analisados por meio de grafi-
cos pseudo-tridimensionais ou, mais facilmente, por meio da re-
presentacdo de mapas de contorno (mapa de superficie). A mate-
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matica simples usada para geragdo de espectros de correlacido 2D
sincrono pode ser facilmente implementada com os softwares de
programacdo existentes. Entretanto, para obtencdo de espectros de
correlacdo 2D assincronos, tal procedimento demanda um pouco
mais de trabalho.

No nosso laboratério foram desenvolvidas ferramentas compu-
tacionais visando a obtencdo de espectros 2D sincronos. Para tan-
to, foram simulados alguns espectros com variagdes espectrais em
funcdo do tempo e os cdlculos de correlacdo 2D sincrona foram
entéio, efetuados no software Microsoft Excel®. Para obtengido dos
mapas de contorno utilizou-se o software Origin 5.0°. Entretanto,
para espectros obtidos em instrumentos comerciais onde o nimero
de varidveis espectrais € grande (as vezes maior que 2000) tal pro-
cedimento ndo € recomendado. Para tanto, um programa desenvol-
vido pelo grupo do Prof. Ozaki (Japdo), disponibilizado na internet,
pode ser utilizado'”. O programa, chamado 2D POCHA, opera em
sistema Windows e possui um ambiente de trabalho bastante ami-
géavel. De posse desse programa e dos espectros obtidos por meio
das diferentes técnicas espectroscopicas utilizando os mais dife-
rentes estimulos (por ex.: temperatura, concentra¢do, pressao, pH,
etc.), as andlises de correlagdo 2D sincrona ou assincrona podem
ser facilmente implementadas.

APLICACOES

A espectroscopia de correlagdo 2D tornou-se, nos ultimos anos,
uma ferramenta bastante (til para interpretacdo de espectros obti-
dos nas regides MIR, NIR e Raman. Dentre os trabalhos publica-
dos destaca-se a investigagdo de estruturas complexas como protei-
nas, polimeros e cristais liquidos (Tabela 1) empregando as mais
diferentes formas de estimulos para obtencéo dos espectros 2D (por
ex., temperatura, pressdo, concentragdo, etc.). As investigacdes de
processos de desnaturacdo de proteinas e estabilidade de estruturas
poliméricas em funcdo da variacdo de temperatura sdo os princi-
pais trabalhos encontrados na literatura.

Tabela 1. Matrizes investigadas pela espectroscopia de correlacio
2D (MIR, NIR, Raman)

Matriz Refs.

Proteinas e Enzimas 21 -30
Polimeros 31 -37
Cristais Liquidos 38 -39
Alimentos (Carnes, leite etc.) 40 — 43

Uma das razdes desta crescente aceitacdo da espectroscopia de
correlag@o 2D nos diferentes tipos de técnicas espectroscopicas € a
melhor resolucdo e, portanto, melhor atribuicdo das bandas espec-
trais obtidas através desses espectros. Entretanto, ndo da para afir-
mar que os espectros 2D sdo superiores aos 1D ou vice-versa. A
andlise 2D assim como as diferentes formas de manipulacdo dos
espectros 1D (por ex., subtracdo, primeira ou segunda derivada)
enfatizam aspectos diferentes das informagdes contidas nos dados
originais. A eficiéncia de uma ou outra ird depender de como e
onde elas serdo usadas. Portanto, ambas devem ser usadas de for-
ma complementar. E bem verdade que algumas vezes os espectros
2D revelam caracteristicas espectrais ndo observaveis nos espec-
tros 1D, como foi verificado no estudo realizado por Ozaki et al.'®
sobre hidratacdo e estrutura de proteinas. A espectroscopia de cor-
relagdo NIR 2D revelou caracteristicas espectrais ndo observaveis
nos espectros 1D e de segunda derivada, que foram dtteis na inves-
tigacdo de mudancas estruturais e processo de desnaturagdo das
proteinas ovalbumina e soro albumina, respectivamente.

Quim. Nova

Além dos espectros 2D as vezes apresentarem informagoes nao
observadas nos espectros da diferenca, primeira ou segunda deri-
vada, esta técnica ainda tem levado vantagem sobre as demais, no
que diz respeito a informag@o sobre a ordem temporal de ocorrén-
cias espectrais observadas para varidveis espectrais diferentes em
relacdo a perturbacdo aplicada ao sistema (informagdo acessada
através dos espectros de correlagdo 2D assincronos).

A correlagdo 2D heteroespectral também constitui outra razao
para a crescente popularidade da espectroscopia de correlacdo 2D.
Tal correlag@o, como citado anteriormente, € extremamente util
para atribui¢do de bandas espectrais na regido NIR através da cor-
relagdo com as bandas fundamentais do MIR.

Uma discussdo interessante sobre a aplicagio da espectroscopia
de correlacdo 2D generalizada, considerando seus aspectos positi-
vos e negativos, pode ser encontrada nas cartas enviadas a revista
Applied Spectroscopy pelos autores Meier e Steeman'? e na respos-
ta emitida por Noda®, publicadas em 2002.

Exemplo do uso da espectroscopia de correlagio 2D.
Investigacio de desvios da aditividade da lei de Lambert-
Beer no sistema etanol-tolueno

A espectroscopia de correlacdo bidimensional generalizada foi
utilizada para investigar desvios no efeito da aditividade da Lei de
Lambert-Beer, devido a interagdes inter- ou intra-moleculares em
sistemas bindrios. Um sistema de perturbaciio de concentragdo em
fluxo foi proposto a fim de minimizar o consumo de reagentes e
agilizar a obten¢do dos espectros*. Tal procedimento de perturba-
¢do de concentragdo apresenta algumas vantagens sobre os siste-
mas em batelada geralmente descritos na literatura: os experimen-
tos sdo realizados em sistema fechado (menor risco de contamina-
¢do das amostras); maior velocidade na aplicagdo da perturbagdo,
além de se trabalhar em micro-escala (menor consumo de
reagentes). O diagrama de fluxo proposto € mostrado na Figura 4.
A obtencdo dos espectros foi feita com um espectrofotometro NIR
— Brimrose modelo Luminar 2000. O acionamento simultdneo das
duas valvulas solendides de trés vias interrompe a vazdo de um
liquido e inicia a adicdo do outro, gerando um gradiente de con-
centragdo até que o sistema passe a conter somente o segundo li-
quido.

A mistura bindria de tolueno e etanol foi investigada devido a
interferéncia observada do primeiro na previsdo do teor de etanol
em gasolina. Partindo-se do pressuposto que o efeito da aditividade
da Lei de Lambert-Beer é obedecido, os espectros tedricos das
misturas etanol + tolueno foram calculados a partir dos seus espec-
tros puros e suas respectivas fracdes molares nas misturas. Mistu-
ras etanol + tolueno com fragdes molares conhecidas foram prepa-

Figura 4. Diagrama de fluxo para perturbagdo de concentragdo. E — etanol;
T — tolueno; P — Bomba peristdltica; VeV, - vdlvulas solendides de trés
vias; C — Camara de mistura com agitagdo magnética e D — Célula de
detec¢do em fluxo
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radas e um modelo de calibra¢do multivariada foi construido a fim
de prever a fragdo molar de etanol no sistema em fluxo mostrado
na Figura 4. De posse desses espectros tedricos e dos espectros
medidos experimentalmente por meio do sistema em fluxo, utili-
zou-se a espectroscopia de correlacdo 2D heteroespectral para
correlaciona-los e tentar evidenciar o desvio no comportamento
esperado em decorréncia de interagdes inter-moleculares.

Os mapas de correlacdo 2D sincrono para as misturas etanol +
tolueno (tedricas e experimentais) obtidos sdo mostrados na Figu-
ra 5. A faixa espectral entre 1100 e 1300 nm (Figura 5a), que abrange
a regido do segundo sobretom dos modos vibracionais das ligacoes
C — H, apresentou grande correlagdo indicando similaridade total
entre os espectros tedricos e experimentais. Tal correlagdo pode
ser verificada por meio da simetria apresentada entre os auto-picos
(linha diagonal) e os picos cruzados (fora da diagonal) obtidos.
Entretanto, para a faixa espectral 1354 — 1750 nm (Figura 5b) ob-
serva-se uma assimetria do auto-pico que abrange a regido do pri-
meiro sobretom dos modos vibracionais da ligacdo O — H do dlco-
ol. Além disso, hd a formacdo de um pico cruzado (A) nas coorde-
nadas espectrais (1582 e 1402 nm) que ndo possui correspondente
no mapa de contorno, como era de se esperar. Tais diferencas entre

a) Tedricos o~
=
Experim.
1190
1142 ? @
1100 Comprimento de onda / nm 1300
b) Teéricos

Experim.

-
,
.
.

1586

1354 Comprimento de onda / nm 1750

Figura 5. Mapas de contorno para correlagdo 2D heteroespectral (correlagdo
espectros tedricos/experimentais para misturas etanol/tolueno) obtidos por
meio do software 2D Pocha. Picos em preto — positivo; Picos em cinza —
negativo. (a) Faixa espectral: 1100 — 1300 nm; (b) faixa espectral: 1354 —
1750 nm
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0s espectros tedricos e experimentais provavelmente advém de
interagdes inter-moleculares.

A espectroscopia de correlagdo bi-dimensional tem também
sido utilizada em nosso laboratério com a finalidade de selecionar
regides espectrais mais informativas com relacdo a alguns para-
metros de qualidade de gasolinas. Apesar de ndo ser uma ferra-
menta para selecido de varidveis, resultados semelhantes aos en-
contrados com ferramentas quimiométricas desenvolvidas para este
fim (por ex., Algoritmo das Projegdes Sucessivas — APS e Algoritmo
Genético) tém sido obtidos®.

PERSPECTIVAS

A espectroscopia de correlacdo 2D generalizada abriu novas
possibilidades de andlise espectral nos vdrios ramos da espectros-
copia Optica e da ciéncia. Tal progresso, foi auxiliado pela disponi-
bilidade de hardwares com capacidade de aquisi¢do e tratamento
dos dados espectrais obtidos. Entretanto, o desenvolvimento de
softwares de rotina para espectrdmetros comerciais faz-se ainda
necessdrio. Provavelmente, a demanda crescente pela técnica de-
verd pressionar os fabricantes de espectrometros a desenvolverem
os softwares necessdrios para implementacao da andlise 2D, assim
como ocorreu em relagio a RMN 2D.

Evidentemente, ha varios outros aspectos importantes a serem
considerados para desenvolvimento futuro na espectroscopia de cor-
relacdo 2D. Um deles € explorar novas possibilidades de correlacdo
2D, a fim de melhorar a interpretacdo de dados espectrais e proces-
sos quimicos sob investigacdo. Recentemente, por ex., Sasic et al.!!
propuseram uma nova possibilidade de correlacdo 2D, a espec-
troscopia de correlacdo amostra-amostra. Em vez da geragéo de mapas
2D com eixos contendo niimeros de onda ou comprimentos de onda
e discussdo de correlacdes entre bandas, a nova proposta de correla-
¢do amostra-amostra permite colocar qualquer tipo de varidvel de
perturbacd@o, como temperatura, concentragdo, pressio e tempo, nos
eixos das amostras. Por meio deste tipo de correlagido pode-se anali-
sar a dindmica da perturbacio sobre as espécies em estudo. Esta
técnica fornece informagdes complementares as obtidas com a cor-
relacdo 2D convencional (i.e., correlagdo nimero de onda — nimero
de onda) no estudo de sistemas quimicos complexos.

Outra tendéncia atual observada, diz respeito a comparag@o da
espectroscopia de correlagdo 2D com outros métodos de andlise
espectral, como por ex., os métodos quimiométricos. Jung et al.'?
descreveram a combinagdo da Andlise de Componentes Principais
(PCA) com a Espectroscopia de Correlagdo 2D. O método realiza
um PCA sobre os dados espectrais originais antes da andlise de
correlacdo 2D. Este procedimento acentua com mais eficiéncia
caracteristicas espectrais importantes, uma vez que a PCA ¢ bas-
tante util na remog¢do de ruidos que poderiam levar a interpreta-
¢cdes errdneas, principalmente, nos espectros de correlacido 2D
assincronos.

A utilizagdo da espectroscopia de correlacdo 2D hibrida € ou-
tra possibilidade na andlise 2D. Esta técnica foi sugerida por Wu et
al.'* em 2002 e pode explorar diretamente as correlagdes entre dois
sistemas ou conjunto de dados espectrais medidos sob duas pertur-
bagdes diferentes. Tal estudo € extremamente util, ja que variacdes
de intensidade espectrais semelhantes podem ser causadas por va-
ridveis fisicas diferentes. Por ex., modificacdes estruturais seme-
lhantes podem ser observadas em proteinas tanto pela variacdo da
temperatura quanto da pressao.

O desenvolvimento de métodos para interpretacio quantitativa
de espectros de correlacdo 2D € importante, uma vez que até agora
somente a interpretagdo qualitativa pode ser obtida através de seus
espectros. A combinagdo desta técnica com aquelas usuais da
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Quimiometria pode ter sido o primeiro passo para este desenvolvi-
mento.

Por fim, a correlagdo 2D heteroespectral demonstra grande
potencial para atribui¢do de bandas espectrais principalmente na
regido NIR, o que a torna uma ferramenta potencial para investiga-
¢do de matrizes complexas.

CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho apresentou aspectos historicos, tedricos e
préticos da espectroscopia de correlagdo bidimensional, os quais
demonstraram o potencial deste método de andlise na interpreta-
¢do de dados espectrais oriundos das diferentes técnicas espectros-
copicas como MIR, NIR, Raman e Fluorescéncia. Tratando-se de
uma técnica relativamente nova, muito ainda deve ser feito para
difundir sua aplicacio nas diferentes dreas de pesquisa e matrizes.
Ou seja, muito ainda serd discutido e acrescentado a esta técnica
de correlagdo.

Os espectros de correlagio 2D, através da representacdo de ma-
pas de contorno, podem fornecer informagdes ndo observadas facil-
mente nos espectros unidimensionais, o que melhora a atribuicio de
bandas espectrais. Além disto, os espectros de correlacdo 2D
assincronos apresentam caracteristicas unicas, como a informacio
sobre a ordem temporal dos acontecimentos espectrais em fungao
da perturbacdo aplicada ao sistema em estudo. Esta informagdo ¢
extremamente Util na investigaco de mudancas estruturais que ocor-
rem em espécies complexas, como polimeros ou proteinas.

O fascinio exercido pela espectroscopia de correlacdo 2D na
comunidade cientifica pode ser percebido por meio do crescente
ntimero de trabalhos publicados. Porém, a utilizacdo desta técnica
deve ser feita com parcimonia, jd que, para muitos sistemas quimi-
cos, os métodos de andlise espectrais convencionais, como espec-
tro da subtracdo, primeira ou segunda derivada e PCA, podem
acessar todas as informagdes de interesse.

Um longo caminho ainda devera ser percorrido até que a
espectroscopia de correlagdo 2D se torne tdo popular quanto a RMN
2D, entretanto, os resultados obtidos nos estudos desenvolvidos até
0 momento, para as mais diferentes matrizes, demonstram o poten-
cial desta técnica para atribui¢d@o e interpretagdo de dados espectrais,
e, talvez, para obtencdo de informagdes relevantes em procedimen-
tos analiticos quantitativos baseados em calibragdo multivariada.
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