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5
Otimizagcbes experimentais e instrumentais para
maximizacao do sinal fosforescente

A partir dos estudos das caracteristicas fosforescentes dos 7 compostos
selecionados (DBT, BNT, BTF, CB, 78BQ, 79DMBA e DBA), os parametros
experimentais e instrumentais criticos para a observacido da fosforescéncia
foram otimizados utilizando um procedimento univariado, almejando-se encontrar
sinais mais intensos e condigcbes mais favoraveis para as determinacdes desses
analitos em amostras complexas.

O método de otimizagdo univariada é classificado como um método
sequencial, sendo também conhecido como método classico de pesquisa,
método do fator Unico ou estratégia “um-fator-de-cada-vez” (EIRAS; CUELBAS;
de ANDRADE, 1994). Neste método, fixam-se os fatores que estdo sendo
estudados em um certo nivel, menos um deles. Este ultimo é entdo variado até
que se encontre a melhor resposta, passando entdo esta condi¢do a ser fixada e
um novo fator sofre variagdo. O processo se repete até que todos os fatores
tenham sido adequados para fornecer a melhor resposta.

No desenvolvimento do processo de otimizagao univariado, um ciclo de
variagdes nao é suficiente para definir precisamente o 6timo. Assim, deve-se
efetuar tantos ciclos quantos forem necessarios até observar-se que nao ocorre
melhora no resultado da medigao.

Este tipo de procedimento é provavelmente o método de otimizagdo mais
comum em quimica, porém, segundo varios autores (EIRAS; CUELBAS; de
ANDRADE, 1994; BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2003) o método de
otimizagdo univariada nao garante que a regido 6tima seja localizada. O 6timo
nao sera alcancado se a superficie de resposta contiver cristas (curvas de nivel
elipticas que podem ocorrer na topografia da superficie de resposta). Este erro é
comum nos sistemas quimicos, onde além da interdependéncia de fatores, a
localizagcdo do 6timo real pelo método univariado depende dos valores iniciais
escolhidos para as variaveis a serem otimizadas (interacdo significante entre
fatores). Nesse caso, a otimizagdo multivariada é recomendada.

Em métodos de calibragdo multivariada duas ou mais respostas

instrumentais séo relacionadas com a propriedade de interesse. Esses métodos
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possibilitam analises mesmo na presenca de interferentes e determinacoes
simultaneas. Isso faz com que, modelos de calibragdo multivariada sejam uma
alternativa quando métodos univariados ndo podem ser aplicados.

Como na calibragao univariada, a primeira etapa da constru¢ao do modelo
de calibragdo multivariada trata da aquisigdo de respostas instrumentais para
uma série de padrées (amostras de calibragdo), em que o valor da propriedade
de interesse € conhecido. As respostas instrumentais para as amostras de
calibragdo sdo arranjadas em uma matriz X; « ) € os valores de referéncia da

@
|

propriedade de interesse em um vetor y (1), onde “i” € o numero de amostras e
“i” o nimero de variaveis (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2003).

Para que o método de otimizagcdo multivariada tenha sucesso, inicialmente,
o comportamento independente de cada um dos fatores do sistema quimico
deve ser perfeitamente conhecido pois a escolha dos valores iniciais das
variaveis que influenciam a resposta (intensidade de emissao fosforescente, no
caso desse trabalho) é uma etapa crucial no planejamento dos experimentos e o
objetivo principal sera descobrir quais os valores (niveis) dos fatores (variaveis)
que produzem a maior resposta possivel. Segundo BRUNS (BARROS NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2003), mesmo que a aplicagéo da otimizagdo multivariada
se dé inicialmente, é preciso que se conhega os valores iniciais das variaveis. Da
mesma forma, quando MONTGOMERY (1991) indica um procedimento para o
planejamento e para a analise dos resultados, sugere que se fagca o
reconhecimento e definigdo do problema, que em grande parte depende da
experiéncia ja adquirida no estudo de processos semelhantes, que se escolha as
variaveis (fatores de influéncia) e as faixas de valores em que essas variaveis
serao avaliadas, definindo-se o nivel especifico (valor) que sera empregado em
cada ensaio, verificando-se como essas variaveis serdo controladas nos niveis
escolhidos e como eles serdo medidos. A avaliagdo intensiva de diversas
variaveis pode ser necessaria quando o estudo encontra-se em seus estagios
iniciais e ndo se detém uma experiéncia anterior, exigindo a avaliacido das
variaveis em diversos niveis. Ainda nesta linha, MONTGOMERY (1991)
recomenda que o conhecimento técnico especifico, ndo estatistico sobre o
problema deve ser usado.

Assim, este trabalho optou pela otimizagdo univariada dos paradmetros
experimentais (tempo de purga, quantidade do sal de atomo pesado e de
surfactante) e instrumentais (tempo de abertura do detector, tempo de retardo do

detector, velocidade de varredura e banda espectral de passagem), ja que ndo
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se dispunha de informagbes prévias que orientassem uma abordagem
multivariada.

Inicialmente foram otimizadas a banda espectral de passagem, a
velocidade de varredura e o tempo de purga. A otimizagao foi realizada por meio
da comparagdo dos sinais fosforescentes obtidos usando apenas um dos
compostos de interesse em uma mesma concentragcao, pois o efeito destes
parametros no sinal fosforescente independe da natureza do analito e de sua
quantidade.

A velocidade de varredura indica o tempo de duragéo para obtengédo de um
espectro, e, consequentemente € o tempo que a radiagdo, de comprimento de
onda caracteristico, interroga a amostra. Quanto mais lenta a velocidade de
varredura, maior esse tempo de interrogagdo. Como o sinal fosforescente
emitido por comprimento de onda € um resultado médio, sendo maior o tempo
de interrogacdo (menor velocidade de varredura) menor o ruido no espectro.
Assim, foram estudadas velocidades de varredura iguais a 200 nm min™
(velocidade baixa), 600 nm min™ (velocidade média) e 1200 nm min™" (velocidade
alta). Como esperado, o espectro varrido em 1200 nm min™', mostrou um sinal
com maior ruido. Ja os espectros obtidos utilizando-se 200 e 600 nm min™ foram
bastante semelhantes, com melhor perfil das bandas. Assim, optou-se pela
velocidade intermediaria de 600 nm min™" por permitir um tempo de analise
(incluindo as varreduras das bandas de excitagdo e de emisséo) relativamente
rapido.

A banda de passagem espectral (s’), € o pardmetro que indica a faixa de
comprimentos de onda (ou freqliéncia) da radiacdo de excitagdo que incide na
amostra e atinge o detector em um determinado momento. Esse parametro é
dado pelo produto entre a dispersao linear reciproca do monocromador (R4) € a
largura das fendas de entrada e saida do instrumento (W).

O R4 representa o numero de intervalos de comprimentos de onda (em nm)
contido em cada unidade de intervalo de distancia do plano focal do sistema
6ptico (em mm). Como Ry é constante e caracteristico para cada instrumento, o
parametro s6 pode ser mudado pela variacdo da largura da fenda (em mm).
Assim, quatro valores de s” (2,5; 5; 10 e 15 nm), obtidos pela variacdo do
tamanho da fenda, foram testados. O pardmetro influencia drasticamente as
caracteristicas do espectro, alterando a intensidade e a largura das bandas
espectrais (dada pela largura na metade da intensidade da banda, AML).
Observou-se que para 2,5 e 5 nm tem-se espectros com maior nivel de ruido e

menor intensidade de sinal do que aquele observado quando se usa 10 nm de
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banda espectral de passagem. Para valores de 15 nm, ndo se observa ganho
significativo em termos de intensidade. O parametro AN pode ser relevante do
ponto de vista da resolugéo espectral durante a analise de amostras complexas.
Assim, um valor de 10 nm foi selecionado para os estudos subsequientes.

Com relagao ao tempo de purga da amostra com nitrogénio, tempos iguais
a1, 2, 3,4 e5min foram testados, sendo que a partir de 2 min de fluxo de N, na
vazao fixa de 2 L min™ ndo foram observadas grandes variacdes na intensidade
dos sinais. Assim, este tempo foi o escolhido para garantir a auséncia da
interferéncia do oxigénio na fosforescéncia dos analitos de interesse.

Assim, na otimizacdo dos demais parametros experimentais e
instrumentais para os 7 compostos de interesse deste trabalho, utilizou-se um
tempo de purga com nitrogénio de 2 minutos, fendas de excitacdo e de emisséo
de 10 nm e uma velocidade de varredura igual a 600 nm min™.

Conforme ja demonstrado, o efeito externo do atomo pesado foi crucial na
inducdo ou amplificacdo da fosforescéncia dos analitos. Uma vez que o atomo
pesado atua aumentando a velocidade do cruzamento entre os estados
excitados de diferentes multiplicidades, incrementando a populagdo no estado
excitado tripleto, a magnitude da amplificagdo do sinal fosforescente sera
dependente da quantidade do sal de atomo pesado depositada no substrato.
Assim, a otimizagdo desse parametro experimental torna-se necessaria.
Quantidades abaixo da quantidade 6tima dos sais de atomo pesado presentes
no substrato podem nao induzir fosforescéncia no analito de interesse, ou induzi-
la fracamente. Por outro lado, quantidades acima da 6tima podem provocar um
efeito filtro que atenua a radiacdo de excitacdo que interroga o analito,
diminuindo o sinal fosforescente observado (RODRIGUEZ; GARCIA; FERRERA,
1995).

Desta forma, neste estudo, 5 pL das solugbes dos analitos em
concentragdes fixas (5,0 x 10”° mol L") foram depositados em substrato sélido
(celulose), nos quais foram previamente aplicados 5 pL de solugdes de sais dos
atomos pesados apropriados em diversas concentragoes.

Modificadores de superficie, principalmente surfactantes, tém sido
utilizados para melhorar as interagées entre o analito, o ion de atomo pesado e a
celulose. O surfactante pode melhorar o contato entre o ion de atomo pesado e o
analito, amplificando o efeito externo que ocasiona a mudanga de multiplicidade
do estado excitado. Além disso, o surfactante pode melhorar a rigidez do analito
no substrato e impedir que o0 mesmo se infiltre por demais nas porosidades do

papel, ficando indisponivel para ser interrogado pela radiacdo de excitagao. O
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efeito causado pelo surfactante tem se mostrado bastante dependente de sua
quantidade no local onde o analito é aplicado. Por outro lado, uma grande
quantidade de surfactante pode levar a queda do sinal fosforescente, pois
dificultara a interagao entre o atomo pesado e o analito. Alguns atomos pesados
tais como TI(l) e iodeto, também tém se mostrado mais sensiveis a esse efeito
do que outros ions (RODRIGUEZ; GARCIA; FERRERA, 1995).

Para tal estudo, solugdes dos analitos em concentracdes fixas (5,0 x 10°
mol L") foram depositadas no substrato sélido (celulose), que por sua vez foi
previamente tratado com concentragdes variadas (5 uL) de solugbes de SDS (de
0,01 a 0,2 mol L") e com 5 pL da solugéo de sal de atomo pesado apropriado.

O tempo de abertura do detector define a quantidade de radiagao que sera
adquirida por pulso de excitagao, sendo também, nesse caso, associado ao sinal
de fundo medido. Assim, a otimizacdo desse parametro deve considerar a
relagdo sinal-sinal de fundo. O tempo de abertura foi variado de 0,01 a 9 ms,
mantendo-se fixa a concentracdo de analito depositada no substrato e
utilizando-se condi¢cdes experimentais otimizadas (solugdo vetora de analito,
quantidade de sal de atomo pesado e de SDS).

O tempo de retardo é aquele escolhido para que o detector inicie a
aquisicdo do sinal luminescente apds o pulso de excitagdo. No caso da
fosforescéncia, a escolha desse tempo implica na maximizacao da razao entre o
sinal fosforescente e o sinal de fundo, pela minimizagao dos ruidos relacionados
a fluorescéncia da matriz da amostra, do substrato e do préprio analito, além do
ruido de espalhamento (principalemnte a segunda ordem da radiagdo de
excitagdo). Assim, diversos tempos de retardo foram estudados mantendo-se os
outros parametros, previamente otimizados, fixos. Tempos de retardo entre 0,01

e 3 ms foram testados.

5.1
OtimizacOes experimentais e instrumentais para maximizacao do
sinal fosforescente do DBT, do BNT e do BTF

Para o DBT, o melhor resultado de indugao de fosforescéncia foi obtido
com TINO; na presenca do SDS, como modificador de superficie. Assim, a
quantidade de TINO; foi otimizada utilizando substratos previamente tratados
com 5 pL de SDS 0,07 mol L™ (100 ug) e de 5 pL de DBT 5,0 x 10° mol L™ (46

ng) previamente preparado em etanol. Solugcdes de TINO; de concentragdes
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entre 0,01 e 0,25 mol L™ (13 a 332 ug de TINO3) foram depositadas no substrato
e a fosforescéncia induzida monitorada. Os resultados s&do mostrados na Figura
14, onde se observa um sinal maximo com o uso de soluggo 0,05 mol L™ (50 pg)
do sal de atomo pesado. Esse comportamento pode ser considerado um pouco
incomum pois, em geral, o efeito do TINO3; é aumentado proporcionalmente até
0,25 mol L™ (332 pg), que é uma concentragdo que normalmente ndo provoca
efeito filtro. Uma queda brusca de sinal é observada com o uso de
concentragdes mais elevadas. Vale a pena mencionar que quantidades maiores
que 332 ug de TINO; ndo foram testadas pois essa € a maior quantidade que se
pode obter a partir da deposicdo de 5 pyL de solucdo (solubilidade limite de
solucdo de TINO; & 0,25 mol L"). Optou-se, também, pela abordagem de
apenas uma aplicagdo de 5 uL ao invés de aplicagdes multiplas e sequenciais
para o aumento de massa de sal depositado.

A concentragdo de SDS foi, em seguida, otimizada usando substratos
tratados com 5 pL de solugdes de SDS entre 0,01 e 0,25 mol L™ (14 a 360 ug de
SDS), que foram usados para a medicao de sinais fosforescentes de DBT.
Verificou-se que ndo houve variacdo significativa de sinal com a variagdo da
quantidade de SDS presente (Figura 14). Nao houve modificagbes significativas
dos comprimentos de onda maximos de excitacdo e de emissdo com relacao

aqueles obtidos na etapa inicial do trabalho (246/443 nm).
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Figura 14: Efeito da concentracdo de solugdo de TINO; no sinal fosforescente do DBT (46
ng) em etanol e na presenca de 100 ug SDS (a) e efeito da concentragéo de solugéo de
SDS no sinal fosforescente do DBT (46 ng) em etanol e na presenca de 67 ug de TINO;

(b).

Os estudos prévios mostraram que, para o BNT, a condicdo que combinou
o0 uso de SDS e TINO; foi capaz de induzir fosforescéncia. Assim, todos os
demais parametros experimentais foram fixados com exce¢ao da quantidade de
TINO; que foi variada de 13 a 333 pg (5 pL de solugdes entre 0,01 a 0,25 mol L™

que € o limite da solubilidade do TINOj3). A Figura 15 mostra o comportamento
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do sinal fosforescente medido a 273/545 nm em func¢ao da concentragdo do sal
de atomo pesado.

Observa-se que a fosforescéncia do BNT é maior quando a quantidade
maxima do sal (333 pg ou 5 pL de solugdo de TINO3 0,25 mol L") é depositada
no substrato. Como apenas uma aplicagédo de 5 L de solugao foi utilizada, essa
foi a quantidade do sal de atomo pesado escolhida para as otimizacoes
subsequentes.

Como ja explicado anteriormente, em algumas circunstancias, a eficiéncia
da melhoria da interagdo entre atomo pesado e o analito depende da quantidade
do modificador que pode permitir uma melhor aproximagao entre esses dois
componentes. Porém, aumento indevido da concentracdo de SDS pode criar um
efeito pré-filiro que é prejudicial ao sinal do analito. A Figura 15 mostra a
otimizagcdo desse parametro, onde percebe-se que a fosforescéncia do BNT
permanece constante até a utilizagdo da concentracdo de 0,02 mol L' de SDS
(29 ug), sendo observado, a partir dai, efeito pré-filtro para maiores quantidades
de surfactante. Assim, uma adigdo de 5 pyL de SDS 0,01 mol L (14 ug) foi
escolhida para a modificacdo de superficie.

Para o BTF, os melhores resultados foram obtidos com TINO; e com
Pb(NO;3), ambos na presenga do SDS como modificador de superficie. As
otimizagdes foram conduzidas apenas com o Pb(NOs), como indutor de
fosforescéncia, ja que esta é uma condicdo experimental pouco comum que
infere vantagens do ponto de vista da seletividade das determinagdes.

Como anteriormente descrito, a quantidade de Pb(NO;), foi otimizada
utilizando substratos contendo 100 ug de SDS onde 33 ng de BTF (5 pyL de
solugdo de BTF 5,0 x 10®° mol L™ previamente preparadas em etanol) foram
depositados. Solugbes de concentragdes de Pb(NO;), entre 0,07 e 0,5 mol L’
(115 a 823 g do sal) foram colocadas no substrato e a fosforescéncia induzida
foi monitorada apds a secagem dos mesmos. Os resultados sdo mostrados na
Figura 16 onde se observa que o sinal maximo foi obtido com 414 ug de
Pb(NO;), (uso de solugdo 0,25 mol L do sal de 4tomo pesado). Uma queda de
sinal é observada com o uso de quantidades mais elevadas, provavelmente
devido a um efeito filtro que bloqueia a radiagao de excitago.

A concentragdo de SDS foi em seguida otimizada usando a quantidade
6tima de sal de 4tomo pesado. Na Figura 16 verifica-se um aumento brusco de
sinal, com maximo obtido com 29 ug de SDS (5 L de solugdo 0,02 mol L™7). A
adicdo de solugdes mais concentradas de SDS implicaram em queda de sinal

devido, provavelmente, ao efeito filtro.
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Figura 15: Efeito da concentragao de TINO; no sinal fosforescente do BNT (58 ng) em
etanol e na presenga de 100 ug de SDS (a) e efeito da concentragao de solugdo de
SDS no sinal fosforescente do BNT (58 ng) em etanol e na presenga de 333 ug de
TINOS3 (b).
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Figura 16: Efeito da concentragao de Pb(NO3), no sinal fosforescente do BTF (33 ng) em
etanol e na presenca de 100 ug de SDS (a) e efeito da concentragdo de solugédo de
SDS no sinal fosforescente do BTF (33 ng) em etanol e na presenga de 414 ug
Pb(NO3), (b).

Como mencionado, o tempo de abertura do detector define a quantidade
de radiagdo que sera adquirida por pulso de excitacdo. Como esperado, o

aumento do tempo de abertura do detector acarreta um aumento na intensidade
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do sinal adquirido (de 0,01 a 9 ms) até o limite de 9 ms, quando o aumento do
sinal de fundo provoca a queda do sinal fosforescente liquido até o seu completo
desaparecimento (15 ms). Assim, o tempo de abertura escolhido foi aquele de
maxima emissao fosforescente e que, em todos os casos (DBT, BNT e BTF)

verificou-se tratar de 9 ms (Figura 17).
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Figura 17: Curvas de otimizagdo do sinal fosforescente do DBT, BNT e BTF (5 uL de
solugao 5,0 x 10”° mol L'1) em fungdo do tempo de abertura do detector. AP e SDS
conforme otimizagdes anteriores. Tempo de retardo de 3 ms.

Ainda considerando-se os pardmetros relacionados com a detecgao
temporal da radiacédo, temos que o tempo de retardo da abertura do detetor é
aquele que determina o momento exato em que o detector comega a aquisigao
do sinal luminescente apos o pulso de excitagdo. No caso da fosforescéncia, a
escolha desse tempo implica na maximizagcdo do sinal fosforescente e na
minimizacdo dos ruidos de emissao rapida. Assim, diversos tempos de retardo
foram estudados mantendo-se os parametros previamente otimizados fixos. A
Figura 18 mostra o comportamento do sinal obtido para os trés compostos
sulfurados, sendo que no primeiro ponto (0,05 ms) existe grande influéncia do
ruido da segunda ordem da radiagao de excitagao. Assim, o uso de tempos de

retardo iguais ou superiores a 0,1 ms eliminou o problema associado a esse
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ruido. Como pode ser visto na Figura 18, o tempo de retardo de 0,1 ms foi
aquele que proporcionou sinais mais intensos e, por isso, foi utilizado em todas

as determinacdes subsequentes.
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Figura 18: Curvas de otimizagdo do sinal fosforescente do DBT, BNT e BTF ( 5 uL de
solugao 5,0 x 10”° mol L'1) em funcdo do tempo de retardo do detector. AP e SDS
conforme otimizacdes anteriores. Tempo de abertura do detector de 9 ms.

Um resumo das condigcbes experimentais e instrumentais adotadas para a
maximizagao do sinal fosforescente do DBT, do BNT e do BTF é mostrado na
Tabela 11. O formato dos espectros obtidos nessas condicdes nao diferem
significativamente (em termos de perfil) daqueles obtidos anteriormente,

sofrendo apenas incremento na intensidade do sinal fosforescente.
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Tabela 11: Condi¢des experimentais e instrumentais otimizadas para o DBT, para o BNT

e para o BTF.
Condicao otimizada
Paradmetro
DBT BNT BTF
Aex/Aem (nM) 236 /474 274 | 545 263 /534
Tempo de purga, 2 2 2
(minutos)
meio etanol etanol etanol
Sal de AP (mol |_'1) TINO5 0,05 TINO5 0,25 Pb(NO; ), 0,25
(massa de AP em ug) (67) (333) (414)
SDS (mol L™) SDS 0,07 SDS 0,01 SDS 0,02
(massa de SDS em (100) (14) (29)
Hg)
Tempo de retardo, 0,1 0,1 0,1
(ms)
Tempo de abertura do 9 9 9

detetor, (ms)
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5.2
OtimizacBes experimentais e instrumentais para maximizacdo do
sinal fosforescente do CB, da 78BQ, da 79DMBA a da DBA

O sal que mais favoreceu o aumento de sinal fosforescente do CB foi o
iodeto de potassio. Desta forma, a quantidade de Kl foi otimizada utilizando-se
substratos contendo 42 ng de CB (5 uL de CB 5,0 x 10”° mol L™"). Solugdes de
concentragdes de Kl entre 0,25 e 2 mol L' (entre 207 e 1660 pg) foram
depositadas no substrato e a fosforescéncia monitorada apds 2h de secagem em
dessecador a vacuo. O resultado pode ser visto na Figura 19. A presenca de
SDS nao provocou incremento de sinal em nenhuma das massas adicionadas no

substrato.
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Figura 19:Efeito da concentragdo de solugdo de Kl no sinal fosforescente do CB (42 ng)
preparado em etanol.

Conforme estudos anteriores, o sal de atomo pesado que mais favoreceu o
aumento de sinal fosforescente da 78BQ foi o AgNO;. Quantidades de nitrato de
prata entre 8,5 e 850 ug (5 yL de solugdes com concentra¢des entre 0,01 e 1
mol L) foram depositadas no substrato e a fosforescéncia de 45 ng de 78BQ (5
uL de solugéo de 78BQ 5,0 x 10™° mol L") foi monitorada apos 2h de secagem. O
resultado € mostrado na Figura 20, onde se percebe claramente que a
quantidade maxima de prata (850 pg ou 5 pL de solugdo 1,0 mol L) induziu o
sinal fosforescente mais intenso. Maiores quantidades de prata ndo foram
testadas, pois adotou-se nesse trabalho o procedimento de adigdo unica de
solugdo de atomo pesado. Adicionalmente, a presenca de diferentes
quantidades de SDS n&o proporcionou melhora significativa em termos de

intensidade de sinal.
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Figura 20:Efeito da concentracédo de solugdo de AgNO; no sinal fosforescente da 78BQ
(45 ng) em etanol.

De acordo com os estudos preliminares, o sinal fosforescente da 79DMBA
foi mais intenso quando a solugdo desse analito foi previamente exposta a
radiacdo UV por 30 minutos e, em seguida, depositada em substratos contendo
TINO; na auséncia de SDS. Desta forma, massas do sal entre 13 e 332 pg ( 5uL
de solugdes de nitrato de talio em concentragdes entre 0,01 e 0,25 mol L) foram
depositadas no substrato e a fosforescéncia induzida monitorada apds a
secagem dos mesmos. Os resultados sdo mostrados na Figura 21, onde se
observa que maior intensidade de sinal foi obtida com o uso de solugéo de sal de
4tomo pesado 0,1 mol L™ (133 pg de TINO;).
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Figura 21: Efeito da concentracdo de TINO; no sinal fosforescente da 79DMBA (64 ng)
preparada em etanol e tratada por 30 minutos com radiagéo UV.

Com relagcao ao DBA, a inducdo de fosforescéncia foi mais eficiente na
presenca de AgNO; e sem o uso de surfactante. Assim, o sinal fosforescente de
45 ng de DBA preparada em etanol/HNO; (concentracao final de HNO; igual a
0,5 mol L") foi mais intenso na presenca de 850 pg de AgNOs (5 pL de solucdo
1,0 mol L™ do sal). O resultado é mostrado na Figura 22, onde se observa um
maximo com o uso de solugdo de AP 1,0 mol L. Assim como para os demais
compostos nitrogenados, o sinal fosforescente n&o variou significativamente
quando utilizou-se adi¢cdes simples de SDS em varias concentra¢des (0,01 a
0,25 mol L™).
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Figura 22: Efeito da concentracdo de AgNO; no sinal fosforescente da DBA
(45 ng) em meio HNO; 0,5 mol L.

Os parametros relacionados com a detecgdao temporal da radiacéo
fosforescente emitida pelos quatro compostos estudados sdo mostrados nas
Figuras 23 e 24. Assim como para os compostos sulfurados, observou-se sinal
mais intenso com o tempo de abertura do detector de 9 ms. O tempo de retardo
de 0,1 ms proporcionou o melhor resultado, apesar de ficar claro que tempos de

retardo de até 3 ms também produzem sinais bastante intensos.
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Figura 23: Curvas de otimizagao do sinal fosforescente do CB, da 78BQ, da 79DMBA e
da DBA (5 uL de solugéo 5,0 x 10" mol L'1) em funcéo do tempo de abertura do detector.
AP conforme otimizacdes anteriores. Tempo de retardo de 3 ms.
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Figura 24: Curvas de otimizagao do sinal fosforescente do CB, da 78BQ, da 79DMBA e
da DBA (5 pL de solugdo 5,0 x 10”° mol L™) em fung&o do tempo de retardo do detector.
AP conforme otimizag¢des anteriores. Tempo de abertura do detector de 9 ms.
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Um resumo das condicbes experimentais e instrumentais adotadas para a
maximizagdo do sinal fosforescente dos quatro compostos nitrogenados é
mostrado na Tabela 12. Vale ressaltar que os espectros obtidos nessas
condigbes nao diferem significativamente (em termos de perfil) daqueles obtidos
anteriormente, sofrendo apenas incremento na intensidade do sinal

fosforescente.

Tabela 12: Condi¢des experimentais e instrumentais otimizadas para o CB, para a 78BQ,
para a 79DMBA e para a DBA.

Condicao otimizada

Parametro
CB 78BQ 79DMBA DBA
Aex/Aem (NM) 248/438 266/505 284/595 302/546
Tempo de purga, 2 2 2 2
(minutos)
meio? etanol etanol etanol acido
Sal de AP (mol L™ Kl 1,0 AgNO; 1,0 TINO; 0,1 AgNO; 1,0
(massa de AP em Lg) (829) (850) (133) (850)
SDS - o
Tempo de irradiagéo — — 30
com luz UV (minutos)
Tempo de retardo, 0,1 0,1 0,1 0,1
(ms)
Tempo de abertura do 9 9 9 9

detetor, (ms)

? meio &cido refere-se a solugdo preparada em HNO; 0,5 mol L.
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