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Exploratory Analysis Methods Applied to the Infrared Spectrometry Teaching

Abstract: Since the chemical analysis advancement has required increasingly chemometric
applications, teaching materials became important for the infrared spectrometry teaching. In
this sense, it is proposed an experimental activity for undergraduate and graduate students,
where hierarchical cluster analysis (HCA) and principal component analysis (PCA) are applied in
infrared spectra of organic solvents. Four studies were accomplished in a gradual manner,
starting with the analysis of the simplest groups to the most complex group. The procedure
analysis of the hydrocarbon, alcohols and ketones samples effectively illustrated the concepts
of multivariate exploratory analysis, HCA and PCA. In addition, the resulting spectra clearly
demonstrated the differences of the organic functions and aromaticity and also the used
software proved to be adequate for users with little prior knowledge in this area.

Keywords: Teaching; infrared spectrometry; HCA; PCA; exploratory analysis.

Resumo

Uma vez que o avango das analises quimicas vem exigindo cada vez mais aplicagbes
guimiométricas, materiais didaticos de auxilio aos professores de ensino de espectroscopia
molecular sdo de suma importancia. Neste sentido, propde-se uma atividade experimental
para alunos de graduacdo e pds-graduacdo, onde aplicam-se andlise por agrupamentos
hierarquicos (HCA) e analise por componentes principais (PCA) em espectros na regido do
infravermelho de solventes organicos. Foram realizados 4 estudos de forma gradual, iniciando-
se com as analises com grupos mais simples a conjunto de andlises mais complexos. O
procedimento de andlise das amostras de hidrocarbonetos, alcoois e cetonas ilustrou de forma
efetiva os conceitos da andlise exploratdria multivariada, HCA e PCA. Além disso, os espectros
na regidao do infravermelho resultantes demonstraram claramente a diferenciacdo das fungées
organicas e aromaticidade e o software utilizado mostrou-se adequado para usudarios com
pouco conhecimento prévio nesta area.
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1. Introdugao

Atualmente, inserida na grade curricular
de programas de graduagdo e pds graduagdo
em diversas areas  académicas, a
quimiometria é wuma ferramenta que
possibilita a andlise estatistica de dados
guimicos, simula¢cdes e planejamento de
experimentos.1 Neste sentido, o mercado de
trabalho e a pesquisa cientifica,
acompanhados do avanco das analises
quimicas, formam um contexto onde é
importante o conhecimento desta area,
quimiometria, no ambito da formacgdo
profissional.

Ainda que algumas propostas tenham sido
recentemente  publicadas,”®  materiais
diddticos destinados a cursos introdutérios
sdo escassos comparados a crescente
aplicacdo da quimiometria. Uma vez que os
alunos tém pouco contato prévio com a
andlise exploratéoria multivariada, seria
adequado o uso de dados quimicos de cunho
geral, focando em uma proposta destinada a
concretizacgdo do  conhecimento em
quimiometria.”?

A andlise exploratéria multivariada
destaca-se no ensino de espectroscopia
molecular devido ao seu amplo campo de
aplicagdo, e muitas vezes, apresenta-se
indispensavel em tratamentos de dados
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guimicos onde tém-se um grande numero de
varidveis.”™ Neste sentido, a andlise por
componentes principais (PCA, do inglés
principal component analysis) e por
agrupamento hierarquico (HCA, do inglés
hierarchical cluster analysis) sdo os métodos
multivariados mais utilizados."*** Ambos sdo
métodos nao supervisionados de
reconhecimento de padrdes e, portanto, ndo
ha a necessidade de conhecimento prévio de
identificacdo das amostras.

A PCA permite a interpretacdo visual da
estrutura dos dados através de novos vetores
independentes, denominadas de
componentes principais (PC). Neste sentido,
o método projeta os dados multivariados em
um novo sistema de coordenadas,
permitindo observar as diferencas entre as
varidveis e possiveis relacdes entre as
amostras.”'® A primeira componente
principal (PC1) é a combinagdo linear de
maxima variancia dos dados originais. Ja a
PC2, que é ortogonal a PC1, apresenta a
maior variancia dos dados originais neste
subespaco. Seguindo esta ldgica, as
componentes subsequentes sdo ortogonais
as anteriores e descrevem a variancia
restante.’®"’

Matematicamente, o procedimento de
andlise por componentes principais é
caracterizado pela decomposi¢do da matriz X
em duas matrizes,

X=P'T+E (1)

onde P' é a matriz transposta de pesos, T é a
matriz de escores e E, a de residuos. Os
graficos de escores representam as amostras
e estes podem ser explicados através dos
pesos, os quais fornecem informag0es acerca
das variaveis.™

A HCA, por outro lado, conecta as amostras
baseando-se na distancia direta entre os
objetos (ou amostras) em um grafico
denominado dendrograma. O objetivo é
reunir os objetos (ou amostras) de forma que
0s mais similares entre si estejam em um
mesmo grupo no formato de uma arvore

Vo

hierarquica, representados no
dendrograma.’® Apés decidida a medida de
distancia a ser utilizada, onde a distancia
Euclidiana e Mahalanobis sdo as mais
comuns, sdo calculadas as distancias entre
todos os pares de amostras. Sucessivamente,
as amostras sdo agrupadas de forma que
cada iteracdo é construida com base nos
grupos ja definidos em etapas anteriores até
que seja formado um Unico grande grupo.'®*®
Outro critério a ser definido é o método de
agrupamento, onde os objetos de um grupo
podem se ligar a outro segundo a distancia
média entre eles, pela distancia mais proxima
ou ainda a mais distante, entre outros
métodos.™

A andlise exploratéria multivariada possibilita
a extracdo de informacdes significativas de
um grande volume de dados, projetando-os
em uma dimensdao menor. Neste sentido,
esta metodologia é muito atil para tratar os
dados de espectros na regido do
infravermelho e é frequentemente utilizada
para tal objetivo."*®® Além disso, este
equipamento é de uso frequente nos cursos
de graduacdo do Brasil e de extrema
importancia para a pesquisa e as industrias.

Destaca-se a andlise de compostos organicos
por  espectroscopia na regidao do
infravermelho, onde é possivel observar uma
impressao digital para cada composto
organico, apresentando suas bandas
caracteristicas.” Além  disso, solventes
organicos sao facilmente encontrados em
laboratdrios de ensino, de rapida analise pelo
espectrometro na regido do infravermelho.
Estes ainda podem auxiliar na compreensao
dos conceitos de PCA e HCA, quando
utilizados para a construgcdao da matriz de
dados, uma vez que as estruturas quimicas
dos solventes sdao previamente conhecidas
pelos alunos.?

Portanto, o objetivo deste trabalho é propor
uma atividade experimental para um curso
de espectroscopia molecular, com alunos de
diversas areas de formagdo em programas de
graduacdo e pods-graduacdo. Este exemplo
didatico consiste em analisar diferentes
solventes organicos através da
espectroscopia na regido do infravermelho e
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aplicar algoritmos de analise exploratéria

multivariada (HCA e PCA) através de
programa computacional de uso livre
(Chemostat’).

2. Materiais e métodos

Os reagentes disponiveis nos laboratdrios
de ensino da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul foram utilizados neste
trabalho. Foram selecionados 7
hidrocarbonetos, 7 alcoois e 4 cetonas:
tolueno (HIA1), xileno (misturas de isdbmeros)
(HIA2), heptano (HID1), hexano (HID2),
cicloctano (HID3), octano (HID4), ciclohexano
(HID5), butanol (ALC1), iso-butanol (ALC2), 2-
butanol (ALC3), iso-propanol (ALC4), terc-
butanol (ALC5), metanol (ALC6), etanol
(ALC7), butanona (CET1), acetona (CET2),
ciclohexanona (CET3) e 2-octanona (CET4).
Todos os reagentes empregados eram de
grau analitico.

Os espectros foram obtidos na regido do
infravermelho, empregando um
espectrometro Perkin Elmer Spectrum 400
equipado com um acessério de refletancia
total atenuada com cristal de seleneto de
zinco, na faixa de 4000 a 650 cm™, com
resolucdo de 4 cm™ e 16 varreduras.

A andlise exploratéria multivariada, PCA e
HCA, foi realizada no software Chemostat® **
e as regides dos espectros 2310-2280 cm™
(do CO,) e 4000-3701 cm™ foram excluidas
para melhorar resultados. Foram utilizadas a
distancia euclidiana e o método de
agrupamento método do vizinho mais
distante (complete linkage) para a HCA, e o
os dados foram posteriormente centrados na
média para realizar a PCA.

foram
com

Quatro
realizados:

estudos  sequenciais
Andlise exploratéria |,
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hidrocarbonetos; Analise exploratdria Il, com
hidrocarbonetos e alcoois; Analise
exploratdria Ill, com hidrocarbonetos e

cetonas; andlise exploratéria IV, com
hidrocarbonetos, alcoois e cetonas.
3. Resultados e discussoes

3.1. Anidlise exploratdria 1:
Hidrocarbonetos

Inicialmente, 0s espectros de
hidrocarbonetos foram utilizados como

dados de entrada na HCA e PCA com o intuito
de observar a separacdo resultante em
funcdo dos compostos organicos formados
apenas por carbono e hidrogénio.

A Figura 1 ilustra os graficos obtidos na
andlise  exploratéria  relacionado  aos
espectros de infravermelho de
hidrocarbonetos, sendo em (a) apresentado o
dendrograma; em (b) o grafico de escores da
PC1xPC2; e em (c) e (d) os pesos da PC1 e da
PC2, respectivamente.

A separagdo das amostras em trés grupos
distintos é observada no dendrograma da
HCA, Figura 1.a, os aciclicos, ciclicos e
aromaticos. Este comportamento corrobora
com o visualizado no gréafico de escores da
PC1 x PC2 (Figura 1.b), representativo de
84,32% da variancia total. Os
hidrocarbonetos aliciclicos posicionaram-se
com escores negativos na PCl e PC2, os
aciclicos negativos na PC1 e positivos na PC2,
enquanto que as duas amostras de
aromaticos apresentaram escores positivos
na PC1, mas escores com sinais opostos para
a PC2.
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Figura 1. Gréficos resultantes da HCA e PCA dos espectros na regido do infravermelho das
amostras de hidrocarbonetos, onde (a) dendrograma; (b) escores da PC1xPC2; (c) pesos da PC1
e (d) pesos da PC2
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O gréfico de pesos da PCl, conforme
Figura 1.c, tem como principais contribuintes
as bandas positivas associadas  aos
compostos aromaticos, apresentando sinais
entre  3030-3000 cm™ referentes aos
estiramentos dos hidrogénios ligados aos
carbonos do anel (C-H), sinais na faixa 1600-
1450 cm™ referentes aos estiramentos C=C
dos carbonos dos anéis aromaticos e em 900-
650 cm’ referentes as deformagdes
angulares fora do plano do anel dos
hidrogénios ligados aos carbonos aromaticos.
Ja os pesos negativos sdo caracteristicos dos
hidrocarbonetos alifaticos, destacando-se os
sinais nas regides de 3000-2850 cm™ e 1470-
1370 cm™ referentes aos estiramentos e
deformacdes angulares dos grupos CH, e CHs.
Ja no grafico dos pesos para a PC2, Figura 1.d,
destacam-se os sinais com escores positivos
em 3000-2950 cm™ e negativos em 2950-
2840 cm™ responsaveis pela diferenciagio
entre os compostos com os sinais de CH; e
CH,, respectivamente. Adicionalmente nas
faixas de 810-730 cm™ e 730-650 cm™
distinguem-se, respectivamente, os sinais
referentes as deformacées angulares fora do
plano (=C-H) para aromaticos dissubstituidos

(xilenos) com pesos positivos e
monossubstituidos (tolueno) com pesos
negativos.

3.2 Andlise exploratdria 2:

Hidrocarbonetos e alcoois

Em conjunto com espectros dos
hidrocarbonetos, adicionou-se espectros de
alcoois a fim de observar o comportamento
quando os espectros de diferentes fungbes
organicas sao analisados simultaneamente.
Para melhor entendimento, os
hidrocarbonetos aromaticos foram excluidos
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da matriz de dados. A Figura 2 apresenta os
resultados para os  espectros de
infravermelho de alcoois e hidrocarbonetos,
com exce¢do dos aromaticos, sendo em (a)
apresentado o dendrograma; em (b) o gréfico
de escores da PC1xPC2; e em (c) e (d) os
pesos da PC1 e da PC2, respectivamente.

Como esperado, o HCA (Figura 2.a)
agrupou as amostras em dois grupos
principais, hidrocarbonetos e 4dlcoois. O
grupo de hidrocarbonetos é constituido de 2
grupos, os ciclicos e os aciclicos enquanto
que o grupo de alcoois é dividido em outros 2
grupos, os alcoois primdrios e outro com os
alcoois secundarios e terciarios.

O grafico de escores PC1xPC2 (Figura 2.b)
representa aproximadamente 70% da
variacdo total. Os alcoois apresentam escores
positivos para a PCl, enquanto que os
hidrocarbonetos, escores negativos.

Observando os pesos positivos da PC1 na
Figura 2.c, destaca-se uma banda larga entre
3600-3100 cm™ referente ao estiramento da
ligacdo entre oxigénio e hidrogénio da
hidroxila (O-H), caracteristica dos dlcoois. Ja
0s escores negativos apresentam bandas
caracteristicas de hidrocarbonetos, na faixa
3000-2840 cm™.

Conforme a Figura 2.d, os pesos da PC2
sdo os responsaveis pela separagdo dos
alcoois primarios, com pesos negativos, dos
secunddrios e tercidrios, com pesos positivos.
A principal regido do infravermelho
responsavel por distinguir os alcoois
primarios, secundarios e tercidrios ocorre
entre 1050 e 1150cm™, do estiramento de C-
0. Alcoois primérios absorvem em menores
comprimentos de onda, 1050 cm™, conforme
intensa banda negativa no gréafico de pesos
da PC2.
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Figura 2. Gréficos resultantes da HCA e PCA dos espectros na regido do infravermelho das
amostras de hidrocarbonetos e alcoois, onde (a) dendrograma; (b) escores da PC1xPC2; (c)
pesos da PC1 e (d) pesos da PC2
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3.3 Analise exploratdria 3:
Hidrocarbonetos e cetonas

Neste outro exemplo didatico, utilizou-se
os espectros de infravermelho das amostras
de hidrocarbonetos e de cetonas com a
finalidade de observar a separacdo das
fungdes  organicas, assim como a
caracterizagdo de aromaticos.

Os graficos relacionados aos resultados de

HCA e PCA para os espectros de
infravermelho das amostras de
hidrocarbonetos e cetonas estdao
apresentados na figura 3, onde a)

dendrograma; b) escores da PC1xPC2; c)
pesos da PC1 e d) pesos da PC2.

O dendrograma (Figura 3.a) ilustrou a
separacdo de trés principais grupos:
hidrocarbonetos aromaticos,
hidrocarbonetos alifaticos e cetonas nao
aromaticas. No grupo de hidrocarbonetos
alifaticos, ainda ocorre a separagdo dos
hidrocarbonetos ciclicos dos aciclicos.

Estes trés grupos também foram
observados no grafico de escores da PC1 x
PC2 na Figura 3.b, onde representam 73,54%
da variancia total dos dados. Negativos na
PC1 e PC2, localizam-se os hidrocarbonetos
aromaticos. Os  hidrocarbonetos  ndo
aromaticos estdo negativos na PCl e
positivos na PC2. Jd as cetonas estdo
positivas na PCl e predominantemente
positivas na PC2.

Para explicar a proje¢do no novo eixo de
coordenadas, é essencial a visualizagao dos
pesos da PC1 e PC2. Conforme a Figura 3.c, o
grafico de pesos da PC1 mostrou a influéncia
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de toda a regido de impressdo digital das
cetonas, principalmente o sinal relacionado
ao estiramento do grupo carbonila (1705-
1725 cm™). J& os principais pesos negativos,
relacionados ao grupo de 7 hidrocarbonetos,
representam os estiramentos C-H tanto de
alifaticos  (2975-2865 cm™), quanto de
aromaticos (3080-3010 cm™). No gréfico de
pesos da PC2 (Figura 3.d), observa-se os
pesos positivos referente ao estiramentos C-
H (2975-2865 cm™) dos n3o aromaticos,
assim como os pesos negativos relacionados
aos estiramentos C-H (3080-3010 cm™) dos
aromaticos, além das deformacdes fora do
plano (800-650 cm™). As cetonas, com
escores positivos, apresentaram  pesos
caracteristicos de carbonilas (1705-1725 cm’

1).

3.4. Analise exploratéria 4:
Hidrocarbonetos, alcoois e cetonas

Com o propésito de analisar resultados
mais complexos, os dados espectroscdpicos
das amostras de hidrocarbonetos, alcoois e
cetonas foram analisados em conjunto.

Neste exemplo, foi possivel observar as
principais diferencas presentes nas amostras
de hidrocarbonetos, cetonas e alcoois, como
fungdes quimicas, aromaticidade e
ramificagbes.

O dendrograma, graficos de escores e de
pesos resultantes da analise exploratéria do
conjunto de espectros de infravermelho das
amostras de hidrocarbonetos, alcoois e
cetonas sdo apresentados nas Figuras 4, 5 e
6, respectivamente.
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O dendrograma representado na Figura 4
separa as amostras em 4 grupos: um primeiro
gue agrupa os alcoois primarios, um segundo
gue agrupa os hidrocarbonetos alifaticos, um
terceiro contendo as cetonas e um quarto
contendo os hidrocarbonetos aromaticos e
alcoois secundarios e tercidrios. Da mesma
forma que os exemplos didaticos anteriores,

os hidrocarbonetos ndo aromaticos também
foram divididos em ciclicos e aciclicos.

O grafico de escores da PC1xPC2 (Figura
5.a) descreve 53,73% da variancia total e
ilustra a separacdo dos trés grupos
funcionais. Os dalcoois encontram-se positivos
na PC1 e ligeiramente divididos nos eixos
positivo e negativo da PC2. As cetonas estao
negativas na PC1, mas com escores positivos
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na PC2 e o terceiro grupo funcional, os
hidrocarbonetos, apresentam escores
predominantemente negativos na PCl e
negativos para a PC2.

Ao observar os graficos b e c da Figura 5, é
possivel salientar o mesmo comportamento
das amostras para a PC1 e PC2, contudo a
PC3 presente em ambos graficos no eixo y é
caracterizada principalmente pelos escores
negativos de hidrocarbonetos aromaticos. As
amostras remanescentes localizam-se
majoritariamente no eixo positivo da PC3.

O gréafico de pesos da PC1, Figura 6.3,
apresenta os pesos positivos referentes aos
alcoois em aproximadamente 3300 cm™
referente ao estiramento do grupo O-H. Ja os
principais pesos no eixo negativo sdo os do
grupo de hidrocarbonetos (2975-2865 cm™) e
o das cetonas (1705-1725 cm™).

Uma vez que a PC2 foi a responsavel pela
separagdo das cetonas, com escores
positivos, dos hidrocarbonetos, com escores
negativos, é possivel observar as bandas
caracteristicas deste perfil nos pesos da PC2
(Figura 6.b). Destaca-se os pesos positivos
referentes ao grupo carbonila das cetonas
(1705-1725 cm™) e, nos pesos negativos, a

Vo

regido de estiramento do C-H (2975-2865 cm’
') referente ao grupo de hidrocarbonetos.
Levemente negativo, visualiza-se o peso
negativo do estiramento O-H, em 3300 cm™.

Os pesos negativos no grafico da PC3
(Figura 6.c) sdao referentes as bandas
aromaticas dos hidrocarbonetos, destacando-
se a regiao 3080-3010 cm™ referente aos
estiramentos C,-H e a regidao 800-650 cm™?
das deformacgdes fora do plano. J4 os pesos
positivos sdo relacionados as fungdes alcool
(3300 cm™), hidrocarbonetos alifaticos (2975-
2865 cm™) e cetonas (1705-1725 cm™).

Um outro aspecto importante que pode
ser extraido da comparacdo entre os
resultados para PCA dos 4 estudos é obtido
pela andlise da Tabela 1, onde a varidncia
acumulada pelas 2 primeiras componentes
principais é dependente do numero de
espectros utilizados. Quanto maior o numero
de compostos utilizados, menor é a variancia
explicada pelas 2 primeiras componentes
principais e para os 3 primeiros estudos sdo
acumulados mais de 2/3 do total, enquanto
para o estudo 4 esse valor é apenas % do
total.

Tabela 1. Valores de variancia (%V) e variancia acumulada (%VA) para as analises por

componentes principais dos 4 distintos estudos

Estudo 1 (7)

Estudo 2 (12)

Estudo 3 (11)

Estudo 4 (18)

%V %VA %V %VA %V %VA %V %VA
PC1 66,22 66,22 51,23 51,23 44,95 44,95 32,93 32,93
PC2 18,10 84,32 18,76 69,99 28,59 73,54 20,80 53,73
PC3 11,20 95,52 10,27 80,26 8,49 82,03 11,62 65,35
PC4 3,60 99,12 6,31 86,57 6,15 88,18 10,12 75,47
PC5 0,58 99,70 4,58 91,15 5,31 93,49 6,06 81,53
4. Conclusoes classes de compostos estudados

aromaticidade, de acordo com os valores

tabelados na literatura. Destaca-se que a

A anslise das amostras de Mesma proposta pode ser adequada para

. . . outras classes de compostos que se

hidrocarbonetos, &lcoois e cetonas por

espectroscopia na regido do infravermelho
mostraram claramente a diferenciacdo das

encontrem disponiveis nos laboratérios da
instituicao.
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Através de conceitos ja concretizados
pelos alunos relacionados aos solventes
organicos, o procedimento de andlise de
forma gradual, de grupos mais simples a
conjuntos de andlises mais complexos,
ilustrou uma forma efetiva de concepc¢do dos
conceitos de analise exploratdria
multivariada, HCA e PCA. Ainda, a linguagem
utilizada no texto da presente proposta
adequa-se a alunos de diferentes areas, de
graduacdo e pds-graduacao.

Além disso, o manuseio do software
utilizado mostrou-se adequado para usudrios
com pouco conhecimento prévio na area de
guimiometria, com interface  gréfica
autoexplicativa e ainda gratuito.

Portanto, reconheceu-se a importancia de
materiais auxiliares aos professores de ensino
de espectroscopia vibracional, uma vez que
ainda sdo escassos e os avancos das analises
quimicas vém exigindo o conhecimento de
guimiometria cada vez mais.
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