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Resultados e Discussao - Caracteristicas fosforescentes
dos HPA, ajuste de condicoes experimentais e avaliacao da
seletividade

3.1. Caracteristicas fosforescentes dos HPA

A primeira etapa do processo de desenvolvimento de métodos
fosforimétricos seletivos é a prospeccdo das caracteristicas espectrais,
por meio da escolha de parametros experimentais especificos que
maximizem o sinal da(s) espécie(s) de interesse enquanto minimizam o
sinal de potenciais substancias interferentes. Sendo assim, um estudo
prévio foi realizado para encontrar condigdes experimentais para inducao
de fosforescéncia na temperatura ambiente e viabilizar a determinacéo de

dois HPA (pireno e criseno).

3.1.1.
Efeito dos diferentes sais de atomos pesados (AP) e do SDS nos
sinais fosforescentes dos HPA

Nesta etapa, as caracteristicas do pireno e do criseno na presenca
sais indutores de fosforescéncia foram comparadas com as
caracteristicas obtidas para outros sete HPA: benzo[a]pireno, antraceno,
1-hidroxi pireno (1-OH pireno), fluoranteno, fenantreno, benzo[ghi]perileno
e 1,2 benzoantraceno. As estruturas quimicas dos nove HPA séo
mostradas na Figura 17.

O efeito externo de seis diferentes seis sais de &tomos pesados foram
testados em substrato de papel onde os HPA foram imobilizados: TINO3
(333 ug) Pb(NOg)2 (662 ug) AgNOs (78 ug) Cd(C2HsO2)2 (435 Hg), Hg=Clz
(472 pg) e Kl (830 pg). Essa avaliagdo envolveu o uso de substratos
tratados ou nd&o com SDS, que como ja mencionado, atua como
modificador de superficie do papel. No caso dos substratos modificados, o

surfactante proporciona a formagéo de uma fase estacionaria que impede
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que o fésforo penetre muito fundo no substrato, ficando sem acesso a
radiacdo de excitagao, cria sitios para imobilizagado do fésforo e organiza o
sistema propiciando um melhor contato entre a substancia de interesse e
o sal de atomo pesado indutor de fosforescéncia. Os resultados sao

apresentados a seguir.
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Figura 17: Estrutura quimica de nove HPA.

3.1.1.1.
Pireno

O efeito dos sais de atomos pesados (AP) no sinal fosforescente do
pireno foi estudado. O pireno (5 x 10° mol L") foi preparado em
etanol/agua, 50/50%, v/v. Observou-se que o pireno apresentou sinal
fosforescente com TINO3; e com Pb(NOs).. Para os demais sais (KI,
Hg.Cl,, CdCl, e AgNO3), nenhuma fosforescéncia foi observada. Os
comprimentos de onda maximos de excitagdo (Aexc) do pireno foram em

335 nm na presencga de TI(l) e de Pb(ll). O comprimento de onda maximo
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de emissao (Aem) foi praticamente o mesmo: 597 nm na presencga de TI(I)
e 598 nm na presenca de Pb(ll). A adicdo de 100 ug de SDS (5 pL de
solucdo 0,25 mol L) causou um efeito positivo de 50% na indugdo de
sinal fosforescente do pireno em substrato com o sal de Pb(ll); enquanto
que para o sal de TI(l), o SDS nao causou praticamente nenhum efeito.
Os espectros de emissdo e excitagdo de fosforescéncia na
temperatura ambiente do pireno na presenca de nitrato de talio e nitrato
de chumbo sdo mostrados na Figura 18 e Figura 19, respectivamente que

também ilustram o efeito do SDS.
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Figura 18: Espectro de excitacdo e emissao do pireno (51 ng) na presenga do nitrato de
talio (indicado acima como o ion de atomo pesado do sal) em substratos de papel
contendo ou ndo 100 ug de SDS.
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Figura 19: Espectro de excitagdo e emissao do pireno (51 ng) na presenca de nitrato de
chumbo (indicado acima como o ion de atomo pesado do sal) em substratos de papel
contendo ou nao 100 pg de SDS.

3.1.1.2.
Criseno

Avaliou-se o efeito dos sais de AP no sinal fosforescente do criseno.
O analito foi depositado no substrato de papel também a partir de
solucdes (5 x 10° mol L") preparadas em etanol/agua 50/50%, V/v.
Alternativamente, solucbes de criseno em hexano também foram
utilizadas, por melhor solubilizar esse HPA. Assim como no caso do
pireno, observou-se que o criseno apresentou fosforescéncia com nitrato
de talio e com nitrato de chumbo. Além desses, a fosforescéncia do
criseno foi induzida com nitrato de prata. Para os demais sais, nenhuma
fosforescéncia foi observada. Quanto aos comprimentos de onda
maximos dos espectros induzidos por TI(l), Pb(ll) e Ag(l), observou-se
uma pequena variacdo em funcao do tipo do AP empregado (Aex. entre
264 e 271 nm e Aem. entre 511 e 516 nm). J& a presenca do SDS
provocou uma amplificagdo nos sinais do criseno na presenca dos trés
sais de AP, sendo essas amplificacbes de 2,8 vezes com o sal de talio, 8
vezes com o sal de prata e 1,9 vezes com o sal de chumbo. Nenhuma
modificacdo significativa foi observada nos comprimentos maximos dos
espectros devido a presenca do surfactante.

Os espectros de excitacao e emissao fosforescente do criseno com os
sais de talio, prata e chumbo em substratos contendo ou ndo SDS
encontram-se nas figuras 20, 21 e 22, respectivamente. O sinal
fosforescente do criseno depositado a partir da solucao de hexano e a

partir da solucao de etanol foram estatisticamente semelhantes.
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Figura 20 : Espectro de excitagao e emissao do criseno (57 ng) na presenca de nitrato de
talio (indicado acima como o ion de atomo pesado do sal) em substratos de papel
contendo ou nao 100 pg de SDS.
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Figura 21: Espectro de excitagdo e emissao do criseno (57 ng) na presenca de nitrato de
prata (indicado acima como o ion de atomo pesado do sal) em substratos de papel
contendo ou ndo 100 ug de SDS.
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Figura 22: Espectro de excitagdo e emisséo do criseno (57 ng) na presenca de nitrato de
chumbo (indicado acima como o ion de atomo pesado do sal) em substratos de papel
contendo ou nao 100 pg de SDS.

3.1.1.3.
Outros HPA

Um estudo sistematico semelhante foi realizado para as substancias
benzo[a]pireno, antraceno, 1-OH pireno, fluoranteno, fenantreno,
benzo[ghi]perileno e 1,2 benzo antraceno. Deste estudo inicial, verificou-
se que o nitrato de prata é potencialmente o sal de atomo pesado seletivo
para o criseno em relacdo ao pireno. Outros quatro dos nove HPA
testados apresentaram fosforescénca com Ag(l), no entanto, os
comprimentos de onda maximos de excitagdo e de emissdo do
fluoranteno, benzoperileno e benzoantraceno s&o significantemente
diferentes dos do criseno, facilitando a discriminacdo entre estes
componentes pela resolugdo espectral. Ja o fenantreno e o criseno
possuem Aegxc/Aem Muito proximos, necessitando que estudos mais
cuidadosos sejam feitos para eliminar potencial interferéncia espectral no
criseno.

Para o pireno, seus dois AP indutores de fosforescéncia (TINOs; e
Pb(NO3).) induzem sinal para todos os outros HPA exceto antraceno e
benzo[a]pireno. Mas em todos os casos, a resolugéo espectral é possivel
por causa das significantes diferengas nos maximos espectrais do pireno
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em relacao aos outros HPA, inclusive o 1-OH pireno. Nesses casos, 0 uso
da varredura sincronizada pode ser (til na viabilizagdo da determinagao
seletiva.

O resumo dos resultados encontrados para o pireno, criseno e demas
HPA na presenca de sais dos seis AP encontra-se na tabela 4.

Tabela 4: Resultados dos estudos preliminares de FTA na presencga de AP.
HPA Sais de AP (massaem 5 L)

(massa depositada [ /. = TTINOs [ Pb(NOs)2 | AgNOs [ Cd(CzH3O2)2 | HgoClz [ KI

no substrato em ng) (333ug) | (662 ug) (78 pg) (435 pg) (472 pg) (830ug)
Pireno (51 ng) 335/598 X X
Criseno (57 ng) 264-271 X X X
/511-516
Antraceno

Benzo[a]pireno

1-OH pireno (54 ng) | 261-262 /| x X
517-522

Fluoranteno (51 ng) | 286287 / X X X
549-551

Fenatreno (44 ng) 257-262 / X X X X
504-509

Benzo[ghi]perileno 304-307 / X X X

(69 ng) 521-524

1,2 Benzoantraceno | 290-291 / X X X X

(57 ng) 605-607

“x": presenga de sinal fosforescente

A tabela 5 mostra os resultados encontrados para o pireno, criseno e
demas HPA na presenga de sais dos seis sais de AP e SDS. Podem-se
observar os valores reportados em amplificagdo de sinal fosforescente
quando comparados com as intensidades de sinal na auséncia de SDS
como é o caso utilizando o talio como AP indutor de fosforescéncia, o 1-
OH pireno teve uma amplificacao de 3,3 vezes no sinal fosforescente ao
contrario do 1,2 benzo antraceno que na presenca do AP prata o sinal

fosforescente foi praticamente eliminado.
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Tabela 5: Resultados dos estudos preliminares de FTA na presenga de AP e 100 ug de
SDS (valores reportados em amplificagdo de sinal fosforescente comparados com os
sinais na auséncia de SDS)

HPA Sais de AP (massa em 5 pL)
(massa depositada | A /Ao, | TINOs | Pb(NOs)2 | AgNOs | Cd(C2H30z)2 | HgoCl> | KI
no substrato em ng) (333ug) | (662 pg) (78 pg) (435 ug) (472 ug) (830ug)
Pireno (51 ng) 335/598 - 2x
Criseno (57 ng) 264-271 2,8x 1,9x 8x
/511-516
Antraceno

Benzo[a]pireno

1-OH pireno (54 ng) | 261-262 / | 3,3x

517-522

Fluoranteno (51 ng) | 286-287 / | 1,3x !
549-551

Fenatreno (44 ng) 257-262 / ! ! 1 ]
504-509

Benzo[ghi]perileno 304-307 / ! 1,4x 1,2x

(69 ng) 521-524

1,2 Benzoantraceno | 290-291 / - - lo

(57 ng) 605-607

“x” n°de vezes (amplificagéo); “|” decréscimo; “-“ ndo causou efeito; “|,” eliminou o sinal fosforescente.

Em seguida mais estudos, agora especificos para criseno e pireno,
foram realizados visando alternativas para melhorar a discriminagao
destes dois HPA em relagcdo aos outros compostos em estudo e de
componentes das matrizes envolvidas nesse trabalho. Posteriormente,

os demais HPA estarao presentes nos estudos de seletividade.

3.1.2.
Estudo da influéncia do tratamento fotoquimico (radiacao UV) no
pireno e criseno

Como 0s HPA sao, em geral, sensiveis a
fotodegradacao/fotoderivacao, testou-se o efeito da irradiacdo prévia das
solucées de HPA com radiacdo UV antes da deposicdo da solugdao no
substrato. Como o tratamento das solugdes de analitos com radiagédo UV

pode gerar derivados fotoquimicos com caracteristicas fosforescentes
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distintas das dos compostos originais, pode ser vantajoso do ponto de
vista analitico, aumentando a intensidade de sinal e/ou modificando as
posicoes das bandas espectrais. Assim, um estudo similar aos
anteriormente descritos foi realizado. Os HPA foram submetidos a
radiagdo com UV por aproximadamente 30 minutos antes de serem
depositados nos substratos de celulose previamente tratados com os sais
de atomos pesados e, quando fosse o caso, de acordo com resultados

encontrados anteriormente, com o sulfactante SDS.

3.1.2.1.
Pireno

Como foi observado anteriormente para solugdes nao irradiadas, o
pireno previamente irradiado apresentou intensidade de sinal
fosforescente somente com os AP de télio e de chumbo. Quanto a
variagdo das caracteristicas espectrais, observa-se que nao houve
modificagdo significativa nas bandas espectrais de excitagdao e de
emissao quando comparadas ao composto nao-irradiado. Além disso, os
sinais fosforescentes observados sao praticamente semelhantes
considerando o desvio padréo relativo inerente a técnica (9% menor em
altura de pico equivalente ao Aem na presenca do télio e 2% menor na
presenca de chumbo) do que o0s observados antes da irradiacao,
mostrando que ndo ocorreu nenhuma alteragdo com o composto. Os
resultados obtidos com o SDS nao mostraram vantagens em relacao aos
ja observados anteriormente, assim nao justificando, a principio, o uso do

tratamento UV.

3.1.2.2.
Criseno

Para o criseno irradiado observou-se que a exposicdo ao UV
provocou um decréscimo na intensidade de sinal fosforescente, algo em
torno de 60% na presenca da prata e de 40% na presenca de talio,
comparando-os com o sinal observado sem irradiagdo prévia. Isso indica

a possibilidade de formagdo de um derivado do criseno com menor
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eficiéncia quantica fosforescente e/ou a degradacdo de fracdo das
moléculas de criseno formando produtos néo fosforescentes. Na presencga
de Pb(ll), a fosforescéncia previamente observada foi eliminada. Quanto a
variagdo das caracteristicas de energia do espectro, observa-se que nao
houve significante alteragdo no Aem © NO Aexe. NO caso da fosforecécia
induzida por Ti(l) e por Pb(ll).

Na presenga do sulfactante SDS, os sais de talio e de prata
provocaram aumento de sinal, semelhantes ao observado para o criseno
ndo irradiado. Vale destacar que o criseno irradiado ndo havia
apresentado fosforescéncia na presenca do nitrato de chumbo em
substratos sem SDS, porém, na presenga de SDS apresentou um sinal
relativo de 107 unidades arbitrdrias de luminescéncia (u.a.) como é
mostrado na Figura 23. Nao existiu grande alteracao no par Aexc/Aem, €M
relacdo ao espectro observado sem SDS nos casos do sinal induzido por
TI(1) e Ag(l).

0 505+ Pb+2

Sinal fosforescente (u.a.)

Pl

T e i i it il i AL

Imn I =L ) == =n o 2 +0 = =0 =0 £a5

Comprimento de onda (nm)

Figura 23: Espectro de emissao do criseno (57 ng) irradiado (30 min UV) na presenga de
nitrato de chumbo (indicado acima como o ion de 4&tomo pesado do sal) em substratos
de papel contendo ou nao 100 pg de SDS. (Espectro indicado é atenuado para 25% do
valor original).

Esse resultado pode ser interessante do ponto de vista seletivo na
determinacgao de pireno.
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3.1.3.
Estudo da influéncia da variacao da acidez e basicidade da solucao
carreadora de pireno e de criseno

A composicdo da solucdo carreadora de um potencial fésforo
(substancia fosforescente) pode influir significantemente no sinal
observado em substrato sélido. As razdes para isto podem ser divididas
em: (i) mudangas da estrutura do analito em solugao formando espécies
com maior eficiéncia quantica fosforescente, (ii) formagdo de espécies
com cargas que tém maior probabilidade de apresentar sinais mais
intensos no papel por causa da melhor interagcdo e maior rigidez molecular
depois de absorvidas no papel, e (iii) efeito do solvente no substrato
sélido atuando na compatibilidade entre analito e o substrato utilizado.

Com objetivo de verificar se ocorreriam mudangas nas caracteristicas
fosforescentes dos compostos pireno e criseno, programou-se um estudo
similar ao anteriormente descrito, porém, mudando a concentracao
hidrogeniénica do meio, ou seja, comparagdo do sinal dos analitos
preparados em etanol/agua 50/50% v/v (pH 5,5 - ndo ajustado). Para tal,
solugdes carreadoras em meio acido (etanol/ solucdo aquosa de HNO;
50/50% v/v) e em meio basico (etanol/solucdo aquosa de NaOH 50/50%
v/v). As concentracdes finais de NaOH e de HNO3; nesses meios foi de 0,2
mol L. Esse estudo foi realizado somente com aqueles sais indutores de
fosforescéncia que ja haviam indicado resultados positivos para pireno e

criseno.

3.1.3.1.
Pireno

Estudou-se o efeito apenas em substratos contendo sais dos atomos
pesados talio e chumbo. Os sinais relativos em pH original das solucdes
etandlicas foram incluidos com o propésito de comparacao. Observou-se
que a variagao de pH influencia no sinal e que a melhor intensidade
ocorre em pH n&o ajustado da solugéo no caso do nitrato de talio e em pH
basico na presenca do nitrato de chumbo. Nesse Ultimo caso, um
aumento significativo de sinal foi observado. Nao se observou mudanga

No par Aexc/Aem, @0 S€ variar a concentragado hidrogeniénica do meio onde
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os analitos foram preparados. Isso indica que esse efeito provavelmente é
proveniente de uma interacdo solucao-substrato e ndo uma modificacdo
no pireno, mesmo por que, reagdes 4cido-base sdo muito pouco
provaveis nessas moléculas, nas condi¢cdes experimentais utilizadas.
Gréficos de barras de sinal fosforescente em funcao da concentracao
hidrogenidnica das solugbes carreadoras (meios utilizados) mostram esse
efeito em substratos na presenca e na auséncia de SDS para nitrato de
talio (Figura 24) e para nitrato de chumbo (Figura 25). Observa-se que a
intensidade de sinal fosforescente em substratos contendo SDS decresce
para o pireno na presenca de sal de talio independente do meio. Na
presenca de sal de chumbo a concentragdo hidrogenidénica do meio € de
estrema importancia em substratos ndo contendo SDS. O estudo, na
presenca de SDS e de chumbo ndo foi apresentado, pois quando
realizado anteriormente a intensidade de sinal foi muito baixa. No entanto,
pretendem-se incluir essa situacdo no planejamento experimental,

estudos multivariado, para validar os resultados anteriores.

I SDScomTl
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Figura 24: Grafico de barras do pireno (51 ng) na presenca de nitrato de talio (indicado
acima como o ion de 4&tomo pesado do sal) em substratos de papel na presenga e
auséncia de SDS e em fungao da concentragao hidrogenidnica da solugao carreadora de
analito.
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Figura 25: Gréafico de barras do pireno (51 ng) na presenga de nitrato de chumbo
(indicado acima como o ion de atomo pesado do sal) em substratos de papel e em
funcao da concentragao hidrogeniénica da solugao carreadora de analito.

3.1.3.2.
Criseno

A seguir, para o criseno, estudou-se o efeito da concentragédo
hidrogenibnica usando sais de talio, de prata e de chumbo. Pelo
experimento, constatou-se que a variagdo de concentracao
hidrogeniénica do meio ndo influencia grandemente no sinal. Um estudo
na presenga de SDS também foi realizado e o resultado, se comparado
com o obtido anteriormente, existe apenas um aumento relativo de sinal
do criseno em meio basico ou acido em substrato contendo nitrato de
chumbo, quando comparado com o obtido em etanol/agua. Observa-se
que em presencga de prata e SDS um aumento significativo na intensidade
de sinal fosforescente, principalmente em meio etanol/agua.

Gréfico de barras de sinal fosforescente em funcdo do meio para os
sais de tdlio, de prata e de chumbo na presenca e auséncia de SDS

encontra-se nas figuras 26, 27 e 28, respectivamente.
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Figura 26: Grafico de barras do criseno (57 ng) na presenga de nitrato de talio (indicado

acima como o ion de 4&tomo pesado do sal) em substratos de papel na presenga e
auséncia de 100 pg de SDS e em fungao da concentragao hidrogeniénica da solugao
carreadora de analito.
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Figura 27: Grafico de barras do criseno (57 ng) na presenca de nitrato de prata (indicado

acima como o ion de atomo pesado do sal) em substratos de papel na presenga e
auséncia de 100 pug de SDS e em fungao da concentragao hidrogenidnica da solugao
carreadora de analito.
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Meio basico (NaOH)

Meio nédo ajustado

Intensidade de sinal fosforescente u.a.

Figura 28: Grafico de barras de emissao do criseno (57 ng) na presenga de nitrato de
chumbo (indicado acima como o ion de 4&tomo pesado do sal) em substratos de papel na
presenca e auséncia de 100 ug de SDS e em fungao da concentragao hidrogenidnica da
solugéo carreadora de analito.

3.1.4.
Estudo da influéncia da variacado do pH no pireno e criseno
irradiados com UV

Um estudo semelhante foi realizado com solugbes de pireno e de
criseno previamente irradiadas. Para o pireno irradiado, observou-se
amplificacdo de 2,2 vezes na presenca de TI(l) tanto em substratos na
presenca de SDS quanto na auséncia de SDS. Para o chumbo n&o se
obteve diferencas significativas, ndo justificando, a principio, a utilizacdo
de SDS com radiagdo UV. Da mesma forma como para o pireno 0s
mesmos estudos foram realizados para o criseno. A variagdo da
concentragdo hidrogeniénica do meio das amostras irradiadas nao
acarretou em vantagens do ponto de vista das mudangas de
caracteristicas espectrais do criseno (intensidade de sinal e maximos de

excitacao e de emissao).

3.2
Ajuste de condicoes experimentais

Ap6s a avaliagdo das caracteristicas fosforescentes que

potencialmente viabilizariam a determinagdo de criseno e de pireno, as
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condigbes experimentais mais promissoras, do ponto de vista seletivo,
foram selecionadas para um ajuste mais refinado por meio de otimizagéao
univariada e multivariada. Em principio muitas das condigbes
experimentais tém potencial para a determinagéo seletiva, tomando como
referéncia o comportamento e as caracteristicas espectrais dos outros
sete HPA, por isso as condigbes selecionadas se basearam
conjuntamente no efeito seletivo do sal de atomo pesado e nas
caracteristicas espectrais obtidas. Na etapa de prospeccdo, pouca
atencao foi dada para a comparagao entre as intensidades relativas dos
sinais observados com diferentes sais de atomos pesados, pois a
magnitude da fosforescéncia de uma substancia em substrato de papel
depende substancialmente das quantidades relativas de coadjuvantes no
substrato (sal de AP e SDS) assim como o ajuste adequado das
condicbes da solucdo carreadora. Assim, uma situacdo que
aparentemente havia induzido um maior sinal fosforescente na etapa de
prospeccao ndo sera necessariamente a que produzird o sinal mais
intenso quando as condi¢cdes experimentais forem ajustadas. No
presente capitulo, o estabelecimento das condigbes para a 0 aumento do
sinal fosforescente foi realizado. O estudo com o pireno envolveu as
condigbes de inducado de fosforescéncia com TINOs e com Pb(NOgs).. Em
ambos o0s casos, as caracteristicas espectrais indicam que a
determinacao seletiva pode ser alcancada na presenca dos outros HPA
estudados, principalmente o criseno. Para o caso envolvendo TINO; foi
realizado um estudo univariado, seguido por um estudo multivariado
(planejamento fatorial em dois niveis) para o refinamento final do ajuste.
Nesse caso, com base no estudo univariado os dois niveis foram
escolhidos para cada variavel (fator) estudada. Este estudo multivariado
teve trés objetivos: (i) refinar o ajuste para aumento do sinal; (ii) identificar
eventuais interacdes importantes entre os fatores e (iii) avaliar, ainda que
preliminarmente, a robustez para cada uma das variaveis. Para o pireno
induzido por Pb(NOs),, 0 ajuste de condigdes se iniciou com o
planejamento fatorial para que fosse feita uma comparagéo entre os dois
processos. No caso do criseno, o AgNOs foi escolhido como indutor de
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fosforescéncia baseado no efeito externo seletivo alcangado em relagéao

ao pireno.

3.2.1.
Otimizacao da fosforescéncia do pireno induzida por TINO;

No caso da fosforescéncia induzida por TI(l) os estudos indicaram que
a irradiagdo prévia de amostra com UV era prejudicial em termos de
decréscimo de sinal fosforescente, por issso esse artificio nao foi incluido
nessa etapa de ajuste. Os resultados preliminares indicaram também
etanol/agua deveria ser o solvente de escolha. No entanto, a variagdo da
concentracdo hidrogeniénica do meio foi incluido nesse estudo de

refinamento (planejamento fatorial).

3.2.1.1.
Estudo univariado dos parametros

Um estudo univariado foi realizado para se conhecer o
comportamento do sinal fosforescente do pireno em fungao dos seguintes
parametros: concentracdo das solugcbes de sais de atomos pesados e da
solugdo de SDS usadas para adicdo no substrato, concentracdo
hidrogeniénica da solu¢do carreadora de analito e tempo de irradiacao

com UV.

3.2.1.1.1.
Influéncia da quantidade de TINO; no sinal fosforescente do pireno

O efeito externo do atomo pesado resulta no aumento da velocidade
do cruzamento entre os estados excitados singleto e tripleto e velocidade
da transigcéo entre os estados excitados tripleto e fundamental, de forma a
aumentar o sinal fosforescente. Os estudos preliminares conduzidos
demonstraram o efeito benéfico do sal de talio e do sal de chumbo para o
pireno, porém, sabe-se que a magnitude da amplificagdo do sinal
fosforescente é dependente da quantidade depositada do sal AP no
substrato solido, diante disso um estudo desse parametro foi necessario.

Vale ressaltar que quantidades muito altas do sal de AP podem acarretar
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decréscimo de fosforescéncia devido, entre outras possibilidades, ao
efeito filtro de radiacdo de excitagdo. Assim, para este teste foram
depositadas no substrato solugdes de TINO3; em diversas concentragcoes
(5 pl de solucédo entre 0,01 a 0,25 mol L) para que nessas condicées se
monitorasse o sinal fosforescente do pireno. Em termos de massa do sal,
a faixa estudada foi entre 13 e 333 ug. Desde que apenas uma adigdo em
substrato foi utilizada nessa etapa, a massa final foi limitada pela
concentragdo maxima de solucao.

Os espectros de emissao fosforescente do pireno em funcdo da
concentracao de solugao de TINO3; encontram-se ilustrados na Figura 29,
permitindo observar que o sinal fosforescente cresce a medida que a
quantidade de TI(I) aumenta no substrato. Esse resultado indica que
potencialmente existiria crescimento de sinal se a massa de sal for
aumentada por meio de adigdes multiplas da solucdo de nitrato de talio.
Quanto a variacao das caracteristicas espectrais, observa-se que 0S Aexc
€ 0 Aem do pireno ndo variam significantemente com a quantidade de

nitrato de talio no substrato.

)
i

0,25 M
0,20 M
0,10 M

= 0,05
0,01 M

Intensidade de sinal fosforescente (u.a.

30 = «m L) w4 w3 = il Sl -l =0 (=11} a5

Comprimento de onda (nm)

Figura 29: Espectro de emisséo de fosforescéncia de 5 ng de pireno em funcdo da
concentragao de solugao de TINO; depositada no substrato. Excitagdo em 335 nm.
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3.2.1.1.2.
Influéncia da quantidade de SDS no sinal fosforescente do pireno

Os surfactantes vém sendo utilizados para melhorar as interacdes
entre o analito, sal de atomo pesado e substrato sélido. O surfactante
pode atuar aumentando rigidez do analito no substrato ou melhorando o
contato do sal de AP com o analito. O efeito no sinal fosforescente
causado pela quantidade depositada de sulfactante no substrato sélido
tem se mostrado importante ja que o aumento de sinal é observado
muitas vezes somente para uma faixa de massa de modificador presente
no substrato. Ja o excesso de SDS pode ocasionar efeito filtro ou mesmo
atuar de maneira contraria, separando por demais o sal de atomo pesado
e molécula de interesse.

De acordo com os estudos experimentais a intensidade de sinal do
pireno induzido por nitrato de talio nao foi alterado na presencga de 100 pg
de SDS. Decidiu-se, no entanto realizar estudo do sinal fosforescente do
pireno em funcdo da concentracdo de solucdo de SDS depositada no
substrato. Para tal, quantidades fixas de nitrato de talio (5 pL de solucao
0,25 mol L™ ou 333 g do sal no substrato) foram usadas enquanto a
massa de SDS foi variada entre 14 e 360 pg (5 yL de solucao entre 0,01 e
0,25 mol L™). Pode-se verificar na Figura 30 que o sinal fosforescente do
pireno sofreu uma amplificagdo consideravel apenas em substratos
contendo 360 pg de SDS. Para as massas menores, ndo se detectou
diferenga significativa entre os resultados obtidos em substratos sem ou
com SDS, confirmando o que foi visto no estudo preliminar. A
amplificacdo de sinal do pireno na presenca de 360 pg de SDS foi de 60
vezes. Este resultado indica uma importante relacao entre o efeito do télio

e o surfactante.
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Figura 30: Estudo da influéncia da variacdo da massa de SDS no substrato de papel no
sinal fosforescente do pireno induzido por TINO;.

3.2.1.2.
Estudo multivariado (planejamento fatorial) da fosforescéncia do
pireno induzida por TINO;

Grande parte dos experimentos envolve mais de uma variavel (fator) a
ser ajustada. Quando se tém varios fatores de interesse no experimento,
o planejamento fatorial (PF) em dois niveis pode ser usado, visando
principalmente verificar a existéncia de interagdo mutua entre os efeitos
de diferentes varidveis experimentais e, consequentemente, escolha da
condicdo experimental 6tima.*® *” No processo, os fatores sdo variados
conjuntamente (ao contrario de um experimento univariado) e,
normalmente, a andlise é realizada em replicatas auténticas (a partir de
solugdes de analito independentes) e por ordem de aleatéria. Nesses
casos, ao se contar todas as combinacdes possiveis (com dois niveis que
definem a faixa de estudo para cada fator) tem-se um estudo fatorial de
2", n denotando o numero de fatores envolvidos.

Neste estudo, foram propostos: a analise experimental estatistica
(testou-se a significancia dos efeitos dos fatores usando a andlise de
variancia, teste F e teste t), o uso do método gréfico (grafico de Pareto), a
interpretacao das interagdes (entre as variaveis) e dos resultados obtidos,

assim como o refinamento do modelo, se necessario, excluindo-se as
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variaveis irrelevantes no experimento. Visando ainda a confiabilidade dos
resultados e minimizagdo de tempo do processo, optou-se por realizar o
planejamento fatorial, fazendo o uso do software Statistica 6.0, utilizado
como ferramenta de apoio.*’

Com base nos resultados obtidos e, conseqilientemente nas variaveis
referentes ao pireno na presenca de sal de talio, optou-se por realizar um
PF com um total de varidveis igual a trés (fatorial de 2°). Para tal, as
variaveis e as faixas para o estudo foram escolhidas com base no estudo
univariado e no conhecimento prévio do comportamento de cada fator. O
nivel mais baixo foi indicado por (-) enquanto (+) indicou o nivel mais alto.
As variaveis e os dois niveis para cada uma foram: (i) a quantidade de
TINO3 depositada no substrato, sendo 133 ug (-) e 466 ug (+), no qual a
maior massa foi obtida pela dupla adigéo de solugao de TINO3 0,20 mol L
' (ii) a quantidade de SDS cuja faixa foi entre 0 ug (-) e 720 ug (+), no
qual o ultimo valor foi obtido pela dupla adigdo de 5 pl de solugéo 0,25
mol L™ de SDS; (iii) o valor do pH da solucéo, sendo pH 5,5 o valor ndo
ajustado da solugado de analito em etanol/agua (-) e pH 9 (+). Esse ultimo
fator ndo foi avaliado no estudo univariado por causa da indicagdo do
estudo preliminar de que o maior sinal seria obtido com a solucdo em
etanol/agua. No entanto, nesse estudo multivariado, uma faixa de estudo
avancando levemente na faixa basica de pH foi testada. Os dados foram
gerados aleatoriamente pelo programa estatistico baseado como indicado
na planilha com 16 experimentos (duas replicatas para cada
experimento). Na Tabela 6 encontra-se o planejamento, a ordem de

realizagdo dos mesmos e os valores de sinal fosforescéncia obtidos.
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Tabela 6: Resultados obtidos com os experimentos do planejamento fatorial: 2° usando
TINO3

Ordem Experimento | replicata SDS TINO; (ng) pH Resultado®
(n9) (ua)
1 9 2 0 133 55 34
2 7 1 720 133 9 32
3 6 1 0 466 9 102
4 14 2 0 466 9 34,3
5 15 2 720 133 9 50,2
6 2 1 0 466 55 86,8
7 11 2 720 133 55 38,2
8 4 1 720 466 55 110
9 3 1 720 133 55 26,7
10 1 1 0 133 55 19,5
11 5 1 0 133 9 28,8
12 10 2 0 466 55 48,3
13 16 2 720 466 9 80,1
14 8 1 720 466 9 124,6
15 13 2 0 133 9 35,7
16 12 2 720 466 55 81,7

a A . . e,
Fosforescéncia em unidades arbitrarias (ua).

O grafico de Pareto (Figura 31) indica os efeitos que sao
estatisticamente significantes no modelo. Por este grafico, as barras que
por ventura ultrapassam a linha vermelha diviséria (nivel de confianca p =
0,05) sao referentes a parametros significantes no modelo que ainda
precisam ser ajustados para a obtengdo da condicdo 6tima. O numero a
frente de cada barra representa o valor experimental da distribuicdo t de
Student. Pode-se observar que dentro da faixa escolhida, todas as
interacoes entre fatores sdo insignificantes. Os fatores isolados, com
excecao da massa de sal de talio, parecem também nao ter significancia
considerando os niveis escolhidos, indicando, em principio, que os
parametros sao robustos dentro das faixas selecionadas.

A Tabelas 7 (estatistica ANOVA) e a Tabela 8 (estimativa de efeitos),
também gerados pelo sistema, confirmam que a massa de TINOj; precisa
ainda de ajuste (indicado pelos valores pontilhados, o que significa que o
modelo esta com valores acima do nivel de confianga estabelecido de
95%) No caso do teste F, o valor experimental de F(g 0s.1.9) = 19,03 € muito
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maior que o valor critico tabelado (Fiap(0,05,1,9) = 5,12). Assim, a faixa de
trabalho para a concentracdo de TINO; precisa ser expandida devido ao
sinal positivo indicada nas tabelas e no grafico de Pareto.

Em termos de pH, o estudo indicou que a faixa de 5,5 a 9,0 esta
adequada. O resultado influenciou a escolha da solugao etanol/agua (pH
5,5). J& o resultado para SDS, que em principio indicou a nao influéncia
da presenga do SDS, considerando os dois niveis escolhidos, na verdade
mostra pela avaliagcdo conjunta com o estudo univariado, que um
resultado intermediario deve ser escolhido. Assim uma adicao de 5 pL

solugdo 0,25 mol L™ foi usada.

4,362903

Estimativa dos efeitos

Figura 31: Grafico de Pareto para fosforescéncia de pireno induzida por TINO3

Tabela 7: Estatistica ANOVA para fosforescéncia de pireno induzida por TINO3.

ANOVA; Var.:DV_1; R-quad.=,72028; Adj:,53379 (PF_TI_Pireno)

2**(3-0) modelo; MQ Residual=532,149

DV: DV_1

SQ df MQ F p

Fator
(D[TI+] 10129,42 1,00 10129,42 19,0349 0,00182
(2)[SDS] 1479,94 1,00 1479,94 2,7811 0,12973
(3)pH 112,68 1,00 112,68 0,2117 0,65632
1 by 2 577,44 1,00 577,44 1,0851 0,32473
1 by 3 12,22 1,00 12,22 0,0230 0,88292
2by3 20,61 1,00 20,61 0,0387 0,84835
Erro 4789,34 9,00 532,15
Total SQ | 17121,64 15,00
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Tabela 8: Estimativa de efeitos para fosforescéncia de pireno induzida por TINO3.

Estimativa de efeitos; Var.:DV_1; R-quad.=,72028; Adj:,53379 (PF_TI_Pireno)
2**(3-0) modelo; MQ Residual=532,149
DV: DV_1
Efeito Erro t(9) p -95,% +95,% | Coef. Erro -95,% +95,%
Padrao Cnf.Limt | Cnf.Limt padrdo |Cnf.Limt | Cnf.Limt
Fator Coeff.
Média/Interc. 58,31 5,77/ 10,11 0,000 45,3 71,35 58,31 5,767 45,3 71,35
(D[TI+] 50,32 11,53 4,36 0,002 24,2 76,41 25,16 5,767 12,1 38,21
(2)[SDS] 19,24 11,53 1,67 0,130 -6,9 45,33 9,62 5,767 -3,4 22,66
(3)pH 5,31 11,53 0,46 0,656 -20,8 31,40 2,65 5,767 -10,4 15,70
1by2 12,02 11,53 1,04 0,325 -141 38,11 6,01 5,767 -7,0 19,05
1by3 -1,75 11,53 -0,15 0,883 -27,8 24,34 -0,87 5,767 -13,9 12,17
2by3 2,27 11,53 0,20 0,848 -23,8 28,36 1,14 5,767 -11,9 14,18

Como a massa de sal de TI(l) foi indicada como a unica variavel a ser
ajustada, realizou-se novamente um estudo univariado, expandindo-se a
massa de nitrato de talio depositada por meios de adi¢oes multiplas de 5
uL de solugdo 0,20 mol L. Foram testadas de 1 (266 pg) a 4 (1064 ug)
adicoes de solugao de sal de télio. A Figura 32 mostra a média de trés
medicbes com respectivos desvios-padrédo para a faixa estudada,

indicando o uso de duas a trés adicoes de solucéo de nitrato de talio (798
Hg).

120+
100- }
so- } /
60—- }/

!

20+

Intensidade de sinal fosforescente u.a.

0 1 2 3 4
N° de adigbes de solugédo de 0,2 mol L-1 de TINO3

Figura 32: Ajuste final da massa de TINO; (por meio de adi¢des mudltiplas de solugéo
0,20 mol L") no substrato contendo 360 ug de SDS para indugao de fosforescéncia de 5
ng de pireno.

Estudo similar foi feito usando substratos sem SDS. Nesse caso, a
curva indicou tendéncia contraria, com diminuicdo de sinal a partir da

primeira adicdo de nitrato de talio. Isso mostra que efetivamente existe
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uma acgao sinérgica entre o efeito externo exercido pelo talio e a presenca
do SDS. Os dados da Tabela 9 resumem as condigdes experimentais
escolhidas para o composto pireno na presencga de nitrato de télio.

Tabela 9: Resumo das condigdes experimentais para indugao de fosforescéncia do
pireno na presenca de nitrato de télio.

Sistema de solventes Agua/etanol 50/50%, v/v
Massa de TINO; 532 - 798 ug

pH (faixa) 55-9

Massa de SDS 360 pg

Aexc/Aem 335/597 nm

3.2.2.

Otimizacao da fosforescéncia do pireno induzida por Pb(ll)

Para o ajuste de condigdes experimentais de fosforescéncia de pireno
na presenca de nitrato de chumbo, uma estratégia diferente foi usada.
Nesse caso, um estudo multivariado fatorial de dois niveis foi realizado

antes do estudo univariado.

3.2.3.
Estudo multivariado (Planejamento Fatorial) da fosforescéncia do
pireno induzida por Pb(NOs)»

Com base nos resultados obtidos nos testes preliminares de
fosforescéncia induzida por nitrato de chumbo, optou-se em realizar um
planejamento fatorial com quatro variaveis experimentais (fatorial de 2*).
Para tal, as variaveis (fatores) e as faixas para o estudo foram escolhidas
baseando-se na experiéncia do grupo de pesquisa em relagdo ao ajuste
de condi¢cdes experimentais em SSRTP e nos estudos preliminares
apresentados anteriormente. As variaveis e os dois niveis escolhidos para
cada variavel foram: (i) massa de Pb(NOz3). no substrato de 331 ug (-) ou
5 pL de solugdo 0,20 mol L™ e 662 pg (+) ou 5 pL de solugdo 0,40 mol L*;
(ii) massa de SDS de 0 ug (-) e 720 pg (+) ou duas adigdes de 5 pL de
solucdo de SDS 0,25 mol L™; (iii) tempo de exposicdo da solugdo de
analito a radiacao UV de 0 min (-) € 90 min (+); e (iv) pH de 6,5 e 11. Os

valores de pH foram escolhidos de acordo com o indicado pelo estudo
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preliminar, que indicou um melhor resultado para o pireno a partir de

solugdes em meio basico. Assim, um valor um pouco acima do pH n&o

ajustado foi usado como nivel inferior e um valor na faixa basica como

nivel superior. Nesse caso, se o sinal for favorecido em meios mais

basicos, o resultado desse primeiro planejamento fatorial indicaria a

expansao da faixa de trabalho.

A Figura 33, o gréafico de Pareto gerado pelo sistema, mostra quais

sao as variaveis e as faixas de trabalho que necessitam ser reavaliada, ou

seja, se 0 modelo precisa de refinamento. Os dados das Tabelas 10

(ANOVA) e 11 (estimativa de efeitos) confirmam a necessidade de ajuste.

(4)Tempo de UV

(1)[Pb+2]

Estimativa dos efeitop

Figura 33: Grafico de Pareto para fosforescéncia de pireno induzida por Pb(NO;)..

Tabela 10 : Estatisitica ANOVA para fosforescéncia de pireno induzida por Pb(NOs3)..

ANOVA; Var.:.DV_1; R-quad.=,71399; Ad;j:,5778 (PF_Pb_Pireno)

2**(4-0) modelo; MQ Residual=5,559953

DV:DV_1

SQ df MQ F p

Fator
(1)[Pb+2] 82,82 1,0 82,82 14,896 0,0009
(2)[SDS] 12,75 1,0 12,75 2,293 0,1448
(3)pH 8,16 1,0 8,16 1,468 0,2392
(4)Tempo de UV 104,55 1,0 104,55 18,803 0,0003
1by2 33,42 1,0 33,42 6,010 0,0231
1by3 0,44 1,0 0,44 0,079 0,7819
1by4 14,12 1,0 14,12 2,540 0,1259
2by3 3,42 1,0 3,42 0,615 0,4417
2by4 30,07 1,0 30,07 5,408 0,0301
3by4 1,74 1,0 1,74 0,313 0,5819
Erro 116,76 21 5,56
Total SQ 408,24 31
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Tabela 11 : Estimativa de efeitos para fosforescéncia de pireno induzida por Pb(NO3)..

Estimativa de efeitos; Var.:DV_1; R-quad.=,71399; Adj:,5778 (PF_Pb_Pireno)

2**(4-0) modelo; MQ Residual=5,559953

DV:DV_1

Efeito ‘ Erro ‘ 1(21) ‘ p 95% | +95% | Coef. ‘ Erro 95% | +95%

Fator padrao Cnf.Limt | Cnf.Limt padrdo |Cnf.Limt | Cnf.Limt
Média/Interc. 4,77 0,417 11,44 0,000 3,90 5,64 4,77 0,417 3,90 5,637
(1)[Pb+2] 322 0,834 3,86 0,001 1,48 4,95 1,61 0,417 0,74 2,476
(2)[SDS] 1,26 0,834 1,51 0,145 -0,47 3,00 0,63 0,417 -0,24 1,498
(3)pH 1,01 0,834 1,21 0,239 -0,72 2,74 0,51 0,417 -0,36 1,372
(4)Tempo de UV -3,62 0,834 -4,34 0,000 -5,35 -1,89 -1,81 0,417 -2,67 -0,941
1by2 2,04 0,834 2,45 0,023 0,31 3,78 1,02 0,417 0,16 1,889
1by3 -0,23 0,834 -0,28 0,782 -1,97 1,50 -0,12 0,417 -0,98 0,750
1by 4 -1,33 0,834 -1,59 0,126 -3,06 0,40 -0,66 0,417 -1,53 0,202
2by3 -0,65 0,834 -0,78 0,442 -2,39 1,08 -0,33 0,417 -1,19 0,540
2by4 -1,94 0,834 -2,33 0,030 -3,67 -0,21 -0,97 0,417 -1,84 -0,103
3 by 4 0,47 0,834 0,56 0,582 -1,27 2,20 0,23 0,417 -0,63 1,100

Por meio desse tratamento estatistico conclui-se que o modelo em
estudo necessita de um refinamento. A quantidade de Pb(NOs). no
substrato e o tempo UV precisam ser reavaliados. Como o sinal foi
positivo para a massa de Pb(NOs),, deve-se expandir a faixa trabalhada.
Ja para o tempo UV, o sinal apresentado foi negativo, devendo-se, assim,
diminuir a faixa estudada. Os resultados indicaram que (i) interagdes entre
o efeito externo do atomo pesado e a presencga de SDS, (ii) a presenca de
SDS e o tratamento com UV precisam ser também verificadas.

Com base nessas informagdes, uma curva univariada foi realizada
expandindo a concentracdo de solugao de nitrato de chumbo depositada
no substrato até 1,0 mol L™ (1655 ug) assim como outra curva univariada
estreitando o tempo UV para 60 minutos. ApOs obter os resultados
dessas curvas, constatou-se que os valores referentes as intensidades de
sinais tanto para curva de sal de atomo pesado quanto para a de tempo
UV estavam baixos e constantes. Uma nova verificacdo do pH das
solugdes de trabalho indicaram que o valor real de pH da solugéao era 5,3
ao invés do teoricamente ajustado para 6,5, 0 que poderia, em principio,
explicar o decréscimo na intensidade de sinal fosforescente. Assim, o
estudo univariado foi refeito, dessa vez em pH 11, valor de pH na faixa
superior ao utilizado no PF. No entanto, constatou-se novamente que os
valores referentes as intensidades de sinais das duas curvas univariadas
continuavam baixos e muito semelhantes. Assim, a necessidade de se
realizar um estudo especifico com a variavel pH, na presenca do atomo
pesado chumbo ficou evidente. Baseado no estudo preliminar, onde o

pireno irradiado (tempo UV de 30 min), na presenca do atomo pesado
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chumbo (331 pg de nitrato de chumbo), apresentava intensidade de sinal
fosforescente em pH basico (em meio de hidroxido de sodio na
concentracdo final da solucdo carreadora de 0,2 mol L), decidiu-se
realizar um estudo do efeito da concentracdo final de NaOH no sinal
fosforescente. Os resultados obtidos indicaram que a faixa de maior
intensidade de sinal fosforescente encontrava-se entre 0,10 e 0,30 mol L
de concentracdo de NaOH na solucao carreadora. Na escala de pH, a
faixa de valores dessas solugdes etandlicas foi superior a 12 indicando o
uso de um meio mais basico que o do valor superior da faixa
anteriormente escolhida.

Apbs essa reavaliagdo, percebeu-se que a faixa anteriormente usada
no PF estava equivocada, ou seja, 0 composto pireno na presenca do
nitrato de chumbo apresenta melhor sinal em pH extremamente basico e
nao na faixa anteriormente indicada. Isso pode ter ocorrido por que, ao
contrario do esperado, 0 aumento de sinal do pireno s6 deva ocorrer para
valores de pH acima de 11. Nesse caso, 0s sinais obtidos para 6,5 e 11
foram semelhantes (provavelmente nessa faixa inteira de pH) e logo o
resultado do planejamento fatorial ndo poderia indicar a amplificagdo da
faixa de trabalho.

A curva univariada de nitrato de chumbo foi refeita utilizando tempo
UV de 30 min. Verificou-se um aumento de sinal até 331 ug (5 pyL de
solugcdo 0,40 mol L") permanecendo estavel até a presenca de 1655 g
(5 uL de solucdo 1,0 mol L") que foi o maior valor testado nesse
experimento.

Diante das novas condi¢des, o planejamento fatorial na presenca do
atomo pesado chumbo foi refeito com os dois niveis indicados: (i) massa
de Pb(NOs)2 no substrato de 662 pg (-) ou 5 pL de solugdo 0,40 mol L™ e
1665 pug (+) ou 5 pL de solucdo 1,0 mol L™'; (ii) massa de SDS de 0 pg (-)
e 720 pg (+) ou duas adi¢cdes de 5 pL de solugdo de SDS 0,25 mol L™ (i)
tempo de exposicédo da solugcédo de analito a radiacdo UV de 15 min (-) e
60 min (+); e (iv) concentracdo final de NaOH na solugéo etandlica de
0,05 mol L' (-) e 0,20 mol L (+). A Figura 34, grafico de Pareto

mostrando as variaveis que ainda necessitam de ajuste.
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p=,05 Estimativa dos efeitos

Figura 34 : Grafico de Pareto para fosforescéncia de pireno induzida por Pb(NO3),—
Reavaliagéo I.

Por meio desse novo tratamento estatistico péde-se concluir que o
modelo em estudo ainda necessitava de um refinamento. A faixa de
concentracdo SDS precisou ser reavaliada, assim como as interacdes
entre o0 SDS e a concentragcao hidrogeniénica do meio. Como nos estudos
preliminares, a presenca de SDS (1 adi¢cdo) era irrelevante e mesmo
assim optou-se em inclui-lo no estudo multivariado (na forma de 2
adicbes), decidiu-se em retira-lo dos testes por causa do menor valor
indicado para adicdo dupla de SDS em relagdo a auséncia de SDS.
Nesse caso, ficou claro que um estudo univariado prévio teria sido
importante para avaliagdo do comportamento do sinal fosforescente na
presenca de SDS e escolha da faixa de estudos. Com isso, o total de
variaveis para o PF na presenca de Pb(ll) passou a ser trés (fatorial de
2%).

Na Tabela 12 encontram-se os dados desse experimento e 0s
respectivos valores de intensidade de sinal obtidos. O gréafico de Pareto
(Figura 35) e as Tabelas dos dados estatisticos (Tabela 13 e Tabela 14)

mostram o planejamento apos tratamento estatistico.
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Tabela 13 : Estatistica ANOVA para fosforescéncia de pireno induzida por Pb(NO3), —

Reavaliagéo .
ANOVA; Var.:.DV_1; R-quad.=,55643; Adj:,26071 (PFIl_Pb_Pireno
2**(3-0) modelo; MQ Residual=97,68509
DV:DV 1
SQ df MQ F p
Fator
(1)[Pb+2] 549,434 1 549,4336 5,624539 0,041794
(2)[NaOH] 362,712 1 362,7120 3,713075 0,086091
(3)TempoUV 182,926 1 182,9256 1,872605 0,204362
1by?2 3,842 1 3,8416 0,039326 0,847211
1by3 3,881 1 3,8809 0,039729 0,846441
2by3 0,042 1 0,0420 0,000430 0,983904
Erro 879,166 9 97.6851
Total SQ 1982,002 15

Tabela 14 : Estimativa de efeitos para fosforescéncia de pireno induzida por Pb(NO3), —

Reavaliagao Il.
Estimativa de efeitos; Var.:DV_1; R-quad.=,55643; Adj:,26071 (PFII_Pb_Pireno)
2**(3-0) modelo; MQ Residual=97,68509
DV:DV_1
Efeito Erro ‘ 1(9) ‘ P 95% | +95% | Coef. ‘ Erro 95% | +95,%
Fator padrao Cnf.Limt | Cnf.Limt padrdo | Cnf.Limt | Cnf.Limt
Média/Interc. | 20,0612 2,470894 8,11902 |0,000020 14,4717 | 25,65080|[20,06125 2,470894 14,4717 | 25,65080
(1)[Pb+2] -11,7200 4,941788 -2,37161 0,041798 -22,8991 -0,54090( -5,86000 2,470894 -11,4496 -0,27045
(2)[NaOH] -9,5225 4,941788 -1,92693 0,086095 -20,7016 1,65660 || -4,76125 2,470894 -10,3508 0,82830
(3)TempoUV | -6,7625 4,941788 -1,36843 0,204362 -17,9416 4,41660 | -3,38125 2,470894 -8,9708 2,20830
1by2 0,9800 4,941788 0,19831 0,847211 -10,1991 12,15910| 0,49000 2,470894 -5,0996 6,07955
1by3 0,9850 4,941788 0,19932 0,846442 -10,1941 12,16410| 0,49250 2,470894 -5,0971 6,08205
2by 3 -0,1025 4,941788 -0,02074 0,983904 -11,2816 11,07660| -0,05125 2,470894 -5,6408 5,53830

Com base nesse novo tratamento estatistico péde-se concluir que o

modelo em estudo ainda necessitava de um refinamento final para corrigir

a massa de nitrato de chumbo. Assim, realizou-se uma curva univariada

de fosforescéncia de pireno em fungdo da massa de nitrato de chumbo no

substrato. A Figura 36 mostra o resultado indicando a faixa entre 993 e

1655 pg de Pb(NOs)>, como a adequada ao uso.
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Figura 36 : Fosforescéncia do pireno (5 ng) em fungao da massa de Pb(NOs), depositada
no substrato. Solugdo previamente irradiada com UV por 30 min. (média das medigdes +
1 desvio padrao).

Decidiu-se também realizar uma curva univariada para o tempo UV,
para a faixa ideal fornecida pelo sistema (15 a 60 minutos), com o intuito
de minimizar o tempo de preparacado de amostra. O grafico do tempo UV
de irradiacao da solugéo carreadora de pireno em funcéao da intensidade
de sinal fosforescente encontra-se na Figura 37. Observa-se que existe
uma tendéncia de queda de sinal em fun¢cdo do aumento do tempo de
irradiacao, porém todos os valores estdo dentro da variacao estatistica.
Os dados da Tabela 15 resumem as condi¢des experimentais escolhidas
para o composto pireno na presenga de chumbo.
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Figura 37 : Estudo da fosforescéncia de 5 ng pireno induzida por Pb(NOjz), em fungao do
tratamento da solucdo carreadora de analito com radiacdo UV (média das medigdes + 1
desvio padrao).

Tabela 15 : Resumo das condigbes experimentais para indugdo de fosforescéncia do
pireno na presenca de nitrato de chumbo.

Sistema de solventes Etanol/solugao aquosa NaOH 50/50%, v/v

Concentracio de NaOH da solucdo | 0,10 mol L

carreadora

Massa de Pb(NO;), 993 — 1655 pg®
Tempo de UV 15 — 45 min
Aexc/ANem 341/600 nm

4considerando apenas uma adicdo de 5 pL.

3.24.
Otimizacao da fosforescéncia do criseno induzida por AgNO3

Baseado nos estudos preliminares para o criseno, a condicao de
inducdo seletiva de fosforescéncia foi a que utiliza Ag(l) como atomo
pesado indutor, principalmente em relagdo a auséncia de sinal para o
pireno nas mesmas condigdes. Assim, para o criseno, 0 ajuste das
condig¢Oes experimentais foi apenas relacionado ao uso do nitrato de prata

no substrato de celulose.
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3.2.4.1.
Estudo univariado dos parametros

Para a escolha da estratégia de ajuste de condicbes experimentais
fez-se uma avaliagdo critica dos estudos realizados para o pireno e
decidiu-se por realizar para o criseno, um estudo univariado de fatores
seguido do ajuste final com o planejamento fatorial. Essa estratégia
pareceu ser mais criteriosa na obtencdo das condigdes de obtengédo de
fosforescéncia maxima, requerendo um menor nimero de tentativas de
planejamento fatorial de dois niveis, caso as faixas de trabalho n&o
fossem escolhidas corretamente. O estudo multivariado para o pireno com
o atomo pesado chumbo mostrou a necessidade de se conhecer de
antemdo o comportamento de cada variavel para que as faixas do
planejamento fatorial fossem escolhidas adequadamente para a

execugao.

3.24.1.1.
Variacao do sinal fosforescente do criseno em funcao da quantidade
de AgNO; adicionada ao substrato

Como feito anteriormente para o pireno, foram depositadas solugdes
de AgNO; em diversas concentragdes (de 0,01 a 0,06 mol L") no
substrato para que nessas condi¢gées se monitorasse o sinal fosforescente
do criseno. Em termos de massa, essa variacao foi de 5 a 30 ug de nitrato
de prata. Se essa faixa de massa for comparada com as faixas usadas
para outros indutores de fosforescéncia (vide faixas de massa de TINO3 e
de Pb(NOs3). usadas para o pireno), verifica-se que é relativamente bem
menor. A razdo para isso é a facil formacgao de filme de éxido de prata que
escurece o substrato formando um filme que filtra a radiagdo de excitagao.
Como resultado, substratos contendo grandes quantidades de prata
produzem quase sempre sinais fosforescentes significantemente mais
baixos do que os observados com menores quantidades desse sal. Outro
fato a se considerar é que devido esse processo, 0s desvios-padrdo
observados aumentam consideravelmente com a massa de sal de prata
no substrato. Esse efeito pode ser observado na Figura 38, que mostra o
resultado do estudo da variacdo do sinal fosforescente em fungédo da
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massa de AgNOs. Embora exista uma leve tendéncia de aumento de sinal
fosforescente com massas a partir de 10 ug do sal, a comparagao dos
resultados obtidos com 10 e 30 upg de nitrato de prata séo
estatisticamente semelhantes, por causa das variancias maiores do ponto
mais alto da curva. Quanto a variacdo das caracteristicas espectrais,
observa-se que 0S Aexc € 0 Aem dO criseno ndo variam significantemente

com a concentracao de nitrato de prata.
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Figura 38 : Estudo da variagao da fosforescéncia de 5 ng de criseno em fungao da
massa de AgNO; depositado no substrato de celulose. Solugdo carreadora usada foi
etanol/agua 50/50% v/v.

3.2.4.1.2.
Variacado do sinal fosforescente do criseno em funcao da
concentracao da solucao de SDS adicionada ao substrato

A fosforescéncia do criseno induzida por Ag(l) foi estudada em funcao
da massa de SDS no substrato. Uma unica adicdo de solugdées de SDS
entre 0,01 e 0,25 mol L foi utilizada. Em termos de massa, essa variagao
foi de 18 a 360 ug depositados no centro do substrato.

O resultado mostra que o sinal maximo é atingido com a maior massa
de SDS, sendo que uma tendéncia de crescimento é indicada para adicao
multipla desse coadjuvante (Figura 39). Quanto a variacdo das
caracteristicas espectrais, observa-se que 0S Aexc € 0 Aem dO Criseno néo

variam significantemente com a massa de SDS. Assim como observado
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para o efeito externo do atomo pesado, a tendéncia da resposta
fosforescente indica a tendéncia de aumento caso adi¢ées multiplas de
SDS fossem utilizadas.

A partir desses estudos univariados pbde-se fazer a escolha das
faixas de estudo do planejamento fatorial para a fosforescéncia do

criseno.
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Figura 39: Estudo da variagdo da fosforescéncia de 5 ng de criseno induzida por 20 ug
de AgNO; em fungdo da massa de SDS depositado no substrato de celulose. Solugao
carreadora usada foi etanol/agua 50/50% v/v.

3.24.2.
Estudo multivariado (Planejamento Fatorial) da fosforescéncia do
criseno induzida por AQNO;

Com base nos resultados referentes a fosforescéncia do criseno na
presenca de AgNOsj, optou-se em realizar um PF com um total de
variaveis igual a trés (fatorial de 2°). Para tal, as variaveis e as faixas para
o estudo foram escolhidas com base nos estudos preliminares, estudo
univariado e conhecimento técnico do comportamento de cada fator. As
variaveis e os dois niveis para cada uma delas foram: (i) massa de AgNO3
depositada no substrato de 30 pg (-) e 50 ug (+), respectivamente obtidas
por uma Unica adigdo de solugdo 0,03 e 0,05 mol L de nitrato de prata;
(i) pH da solugdo carreadora igual a 5,5 (-), o natural da solugdo de
analito em etanol/agua e pH 9 (+). O valor do nivel alto foi ajustado com
gotas de NaOH 0,002 molL™" (11 gotas ) adicionadas no baldo de 10 mL; e
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(iii) a massa de SDS de 360 pg (-) e 720 pg (+), 0 equivalente a uma e
duas adicées de solugdo de SDS 0,25 mol L' respectivamente.

Na Tabela 16 encontram-se listados os dados do experimento
realizado e os valores de intensidade de sinal obtidos. A seguir, sdo
mostrados, na Figura 40, o grafico de Pareto e nas Tabelas 17 € 18 os
dados estatisticos.

Com base no tratamento estatistico p6de-se concluir que o modelo
em estudo necessita de um refinamento em relacdo ao pH da solugao
carreadora. Para a massa de prata é confirmada a robustez da faixa
escolhida para a operacao. No caso do SDS, desde que foi decidido que
as adicoes multiplas seriam apenas feitas com as solugbes mais
concentradas de SDS, o problema ficou restringido em escolher uma ou
duas adi¢cdes no substrato, o que nesse caso, a escolha logica foi por
uma unica adicao. Para o ajuste do modelo, realizou-se novamente uma

curva univariada para o fator pH.

Tabela 16: Resultados obtidos com os experimentos do planejamento fatorial 2° usando
AgNO; como sal indutor de fosforescéncia.

Ordem Experimento | replicata | AgNO, SDS pH Resultado®
(H9) (n9) (ua)
1 14 2 30 720 9 269,14
2 9 2 30 360 55 440,57
3 13 2 30 720 55 460,76
4 6 1 30 720 9 433,7
5 15 2 50 720 55 503,09
6 11 2 50 360 55 408,92
7 10 2 30 360 9 318,92
8 1 1 30 360 55 408,23
9 8 1 50 720 9 400,85
10 5 1 30 720 55 398,99
11 4 1 50 360 9 269,00
12 3 1 50 360 55 423,44
13 7 1 50 720 55 428,63
14 16 2 50 720 9 289,51
15 2 1 30 360 9 107,93
16 12 2 50 360 9 321,03

a A . . e,
Fosforescéncia em unidades arbitrarias (ua)
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Figura 40: Grafico de Pareto para fosforescéncia de criseno induzida por AQNO;.

Tabela 17: Estatistica ANOVA para fosforescéncia de pireno induzida por AgNO;.

ANOVA; Var.:DV_1; R-quad.=,63812; Adj:,39686 (PF_Ag_Crisenc

2**(3-0) modelo; MQ Residual=5890,758

DV: DV_1

SQ df MQ F p

Fator
(1)pH 70563,3 1/ 70563,28 11,97864| 0,007149
(2)[Ag+] 2658,2 1 2658,18 0,45125  0,518614
(3)[SDS] 14800,5 1 14800,55 2,51250  0,147407
1by2 566,1 1 566,08 0,09610  0,763623
1by3 44226 1 442258 0,75077  0,408739
2by3 475,8 1 475,79 0,08077 _ 0,782689
Erro 53016,8 9 5890,76
Total SQ 146503,3 15

104

Tabela 18: Estimativa de efeitos para fosforescéncia de pireno induzida por AgQNOs;.

Estimativa de efeitos; Var.:DV_1; R-quad.=,63812; Adj:,39686 (PF_Ag_Criseno)

2*%(3-0) modelo; MQ Residual=5890,758

DV: DV_1

Efeito ‘ Erro ‘ 1(9) ‘ p 95% | +95% | Coef. | Std.Err. | -95% | +95%

Fator padrao Cnf.Limt | Cnf.Limt Coeff. | Cnf.Limt | Cnf.Limt
Média/Interc. 367,669 19,1878Z 19,16160 0,000000 324,264 411,0752| 367,6694| 19,18782 324,264 411,0752
(1)pH -132,819 38,37564 -3,46102 0,007149 -219,630 -46,007C| -66,4094 19,18782 -109,815 -23,003%
(2)[Ag+] 25,779 38,37564 0,67175 0,518614 -61,033 112,5905| 12,8894 19,18782 -30,516 56,2952
(3)[SDS] 60,829 38,37564 1,58509 0,147407 -25,983 147,6405 30,4144 19,18782 -12,991 73,8202
1by2 11,896 38,37564 0,30999 0,763623 -74,915 98,7080| 5,9481 19,18782 -37,458 49,3540
1by3 33,251 38,37564 0,86647 0,40873S -53,560 120,0630| 16,6256 19,18782 -26,780 60,0315
2by 3 -10,906 38,37564 -0,28420 0,782689 -97,718 75,9055 -5,4531 19,18782 -48,859 37,9527

Antes da realizagdo da curva, optou-se por realizar um experimento

para descobrir a relagédo entre o pH e o numero de gotas de NaOH de

concentragéo de 0,002 mol L™ a serem adicionadas em balao volumétrico

de 10 mL, onde a solucao carreadora de analito foi preparada. Da mesma
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forma realizou-se outro teste, dessa vez comparando-se o pH do sistema
de solventes e o pH da solucdo de pireno preparada nesse meio.
Verificou-se que os resultados obtidos foram os mesmos na presenga e
na auséncia do analito adicionado. O estudo de ajuste de pH pela adicao
de gotas de NaOH 0,002 mol L' mostrou que ndo existe diferenca
estatistica no sinal fosforescente do criseno a partir de solugdes
carreadoras do pH natural até o pH 8. Essa semelhanca estatistica se
deve em grande parte a grande dispersdo nos desvios-padrdao em
substratos contendo prata onde foram depositadas solugcbes carreadoras
em pH basico. Por causa desse aumento no desvio-padrao, foi decidido
utilizar solugdes de criseno simplesmente dissolvidos em etanol/agua
50/50% v/v (pH 5,5). Na Tabela 19, encontra-se o resumo das condi¢des
ajustadas para a determinagédo de criseno utilizado o efeito externo da

prata.

Tabela 19 : Resumo das condi¢des experimentais para indugao de fosforescéncia do
criseno na presenca de nitrato de prata.

Sistema de solventes Etano/agua 50/50%, v/v.em pH nao
ajustado

Massa de AgNO; 30 a 50 pg*

Massa de SDS® 360 ug

Aexc/Aem 271/515 nm

considerando apenas uma adicéo de 5 pL.

3.3.
Avaliacao de seletividade na determinacao do criseno e do pireno

A seletividade de um método analitico é a capacidade deste em
mensurar, de forma inequivoca, as substancias em exame na presenca
de outros componentes, por exemplo, em uma amostra complexa. A
seletividade avalia o grau de interferéncia de espécies quimicas
semelhantes, impurezas na amostra, produtos de degradagéo, bem como
outras substancias que possam estar presentes na matriz em analise.

A determinacdo seletiva de uma substancia na presenca de outras €
possivel desde que se conheca a condicdo experimental adequada para

tal, sendo que ndo necessariamente essa condi¢ao é a que produz o sinal
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analitico mais intenso, mas sim a que minimize as interferéncias de
outra(s) substancia(s) concomitante(s) na medicao da espécie quimica de
interesse. Caso seja observada interferéncia espectral, essa sé podera
ser eliminada por meio da separagdo prévia do analito da matriz
interferente. Uma interferéncia nao-espectral que produza diminuicdo da
resposta analitica em relagcao ao esperado, pode ser corrigida por meio de
procedimento de adi¢cdo de analito. Esse procedimento é vélido apenas
nos casos onde o sinal do analito ndo seja atenuado a ponto de impedir
que esse seja mensurado.

A fosforescéncia € um fendmeno muito atrativo do ponto de vista
espectroanalitico por ser intrinsecamente seletivo. A seletividade, assim
como a sensibilidade do sinal, pode ser amplificada por meio de ajustes
experimentais simples. De fato, as técnicas fosforimétricas tém a
capacidade de permitir a determinacado seletiva de substancias muito
semelhantes, explorando pequenas diferencas nas caracteristicas
fosforescentes das mesmas.*® O principal recurso seletivo é o efeito
externo seletivo do atomo pesado que pode induzir ou amplificar
fosforescéncia especifica de um analito ou classe de analitos na presenca
de outras substancias concomitantes. Paralelamente, esse efeito pode
eliminar sinal fosforescente de potenciais interferentes. Isso ocorre, pois a
eficiéncia do acoplamento spin-orbital e a variacdo das taxas de
desativacao radiativa ou nao-radiativa sdo dependentes do tipo de analito
e do atomo pesado utilizado. Outros parametros sao fundamentais como
coadjuvantes no aumento da capacidade seletiva da fosforimetria. Como
visto nos estudos, o ajuste de pH, os usos de SDS e de irrradiacao prévia
com UV podem ser relevantes. Por meio da combinacdo desses fatores e
pela exploragdao das caracteristicas espectrais com uso de varredura
espectral de modo sincronizado pode-se criar ambiente muito favoravel
para, no caso desse trabalho, determinar criseno e pireno em amostras
contendo outros HPA e outros componentes potencialmente interferentes
inerentes as matrizes escolhidas para esse trabalho (cachacga e bilis de
peixe).

Nessa secdo, foi realizada uma rdpida avaliagdo da capacidade
seletiva da SSRTP usando as condigbes escolhidas para pireno e criseno.
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Testes mais especificos de recuperagdo em material de referéncia
cetificado (MRC) e em amostras de bilis e de cachaga, assim como, a
comparacado de resultados para essas amostras usando método de
referéncia baseada na separagédo prévia de componentes (HPLC), sdo
apresentados mais a frente nessa tese.

A primeira etapa dessa avaliacdo foi a comparagdo das
caracteristicas espectrais obtidas com os sais indutores de
fosforescéncia. No caso do criseno, essa avaliacdo se iniciou pelos
resultados contidos na Tabela 20.

A utilizagdo do AgNOs;, em principio, ja elimina a interferéncia
espectral de pireno, 1-OH pireno, antraceno e benzo[a]pireno por causa
da auséncia de sinal destes nessa condigdo. Ja a relativamente grande
diferenca no espectro de excitagao do criseno em relagdo aos outros HPA
aliado ao uso de AA de varredura sincronizada de 244 nm (diferente do
valor de A\ de qualquer um dos HPA testados) produziria, no modo de
varredura sincronizada, um espectro bastante caracteristico do criseno
em ambiente de baixo sinal dos outros HPA concomitantes. A
comparacao dos espectros de criseno induzido por nitrato de prata obtido
na auséncia com o obtido na presenca de 8 HPA (em quantidades
molares equivalentes ao do criseno), indicou essa minimizagdo de
interferéncia espectral (Figura 41).

A diminuigédo relativa de sinal observada no experimento pode ser
proveniente de um efeito filtro causado pelos HPA, reduzindo a
intensidade de excitacao recebida pelo criseno no substrato. Um
experimento para avaliar a possibilidade de efeito filtro foi feito com
misturas de criseno e de pireno. O pireno foi escolhido por ndo apresentar
fosforescéncia relevante podendo, por causa disso, ser introduzido nas
misturas em quantidades muito maiores que a de criseno sem provocar

interferéncia espectral.
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Tabela 20: Caracteristicas espectrais dos HPA na presenga de AgNOs.

HPA Aexc (NM) Aem (NM) AA (nm)
Criseno 271 515 e 551 244 e 280
Pireno - -

Antraceno - -

Benzo[a]pireno - -

1-OH pireno - -
Fluoranteno 287 576 287
Fenantreno 257 472 e 504 215e 247
Benzo[ghi]perileno 255 e 307 524 269 e 217
1,2 Benzoantraceno 290 607 317
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Figura 41: Espectros obtidos pela técnica SSRTP para criseno na presenga de AgNQO;:
(a) criseno; (b) criseno em mistura equimolar com 8 HPA.
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Solugdes contendo até 25 vezes mais pireno (em termos de concentragao
em quantidade de matéria) foram varridas no modo sincronizado usando
AM igual a 244 nm. Os resultados indicaram (Figura 42) que para misturas
eqUimolares, o sinal observado era estatisticamente semelhante ao
observado a partir de uma solugcédo padrao de criseno com concentracao
equivalente ao da mistura equimolar pireno/criseno. Para as misturas
contendo 10 e 25 vezes mais pireno, um decréscimo significativo de sinal
foi observado, indicando que efeito filtro pode estar ocorrendo na medida
em que as quantidades do pireno aumentam. Esse efeito filtro pode ser
explicado ao se observar os espectros de absorcao eletrénica do pireno e
do criseno (Figura 43), onde existe uma sobreposicdo de bandas de
absorcdo, que quase que invariavelmente sdo muito semelhantes as
bandas de excitagdo dos compostos. No entanto, como ja dito
anteriormente, esse tipo de interferéncia é passivel de corregdo ao se
escolher a estratégia adequada de quantificagdo. Na Figura 44, os
espectros de absor¢cdo para os 9 HPA mostram a complexidade do

problema em relacdo ao espectro de absorcao eletrénico.

180
160
140
1201
1004
80-
60-
40
20

Intensidade de sinal fosforescente u.a.

1:1 1:10 1:25
Relagéao (criseno x pireno)
Figura 42: Sinais fosforescentes de criseno induzido por AQNO; em substratos de papel

onde foram depositadas solugbes contendo criseno e pireno em trés proporgoes
molares. Varredura sincronizada com A\ igual a 244 nm.
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Figura 43: Espectro de absor¢éo do criseno e pireno.
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Figura 44: Espectros de absorgao do pireno, criseno e demais HPA (antraceno,
benzo[a]pireno, 1-OH pireno, fenatreno, fluoranteno, benzo[ghj]perileno e 1,2 benzo

antraceno).

No caso do pireno, todos os HPA, com excecado do antraceno e do

benzo[a]pireno apresentam fosforescéncia na presenca de nitrato de talio
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e de nitrato de chumbo. Embora o comprimento maximo de uma das trés
bandas de excitagdo (a em torno de 335 nm) e 0 maximo de emissao em
599 nm sejam praticamente caracteristicos do pireno, existe forte indicio
de interferéncia espectral ao se observar os resultados do estudo
preliminar. Assim sendo, decidiu-se por tentar uma condicdo experimental
em meio basico (induzido por nitrato de chumbo), na esperanga de que
nesse meio os outros HPA tenham sua fosforescéncia minimizada. A
tentativa de fazer uma avaliagdo de interferéncias nessa condicdo
experimental torna-se dificil, pois nao se tém as caracteristicas
fosforescentes dos outros HPA em meio basico na presenca de nitrato de
chumbo, porém um espectro de varredura SSRTP nessas condicdes e na
presenca dos outros HPA indicou potencial para a realizacdao de
determinacdo seletiva. Muito provavelmente, a escolha do pH basico
eliminou potenciais interferéncias de muitos dos outros HPA. Os testes de
recuperacdo e as analises das amostras reais e simuladas apresentadas
nos capitulos seguintes podem mostrar a viabilidade dessa afirmacao.
Para se ter uma idéia da viabilidade da determinacdo por SSRTP
usando essa condicdo experimental, um HPA similar ao pireno foi
escolhido (1-OH pireno). A complexidade do problema analitico pode ser
vislumbrada por meio dos espectros eletrénicos desses dois HPA, que

séo praticamente coincidentes (Figura 45).
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Figura 45: Espectro de absorgao do pireno e do 1-OH pireno.
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Um estudo preliminar de varredura SSRTP induzido por nitrato de
chumbo a partir de solugé&o carreadora em meio basico mostram que os
espectros caracteristicos do pireno e do 1-OH pireno podem ser obtidos
em misturas com os outros HPA (Figura 46). Essa resolugdo espectral
pode ser ainda mais refinada com o uso de varredura sincronizada, que
produziria o espectro equivalente ao de excitacao do pireno, minimizando
a influéncia da asa da banda de excitacdo do 1-OH pireno. Assim, essa
condicao experimental foi escolhida para a determinacao de pireno a ser

realizada nos proximos capitulos.

L Excitagdo
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Figura 46: Espectro de fosforescéncia do pireno e do 1-OH pireno na presenca dos
demais HPA usando efeito externo com Pb(NQO3), e solugéo carreadora em pH 12.
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