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2
Fosforimetria na temperatura ambiente em substrato sélido
(FTASS)

A espectrometria de fotolominescéncia molecular reline um conjunto de
técnicas analiticas que se fundamenta na deteccdo dos foétons emitidos por
moléculas excitadas quando as mesmas retornam do estado excitado para o
estado fundamental.®

O processo fotoluminescente pode ser explicado por meio do diagrama
de Jablonski, que esta representado na Figura 2.1. Neste diagrama, os varios
estados energéticos de uma molécula e seus respectivos niveis vibracionais (0s
niveis rotacionais nao sdo mostrados) sdo representados, além disso, pode-se
observar as varias etapas envolvidas desde a promocao energética de uma
populagcdo de moléculas apds absorcao de energia radiativa até o retorno dessa
populacdo ao estado fundamental.

Quando uma populacdo de moléculas absorve fétons de energia
apropriada, esta passa do seu estado fundamental (Sy) para o estado excitado
singleto (S,). A partir disso, esta populagdo alcangara o nivel vibracional de
menor energia do primeiro estado excitado singleto Sy, através de processos
ndo-radiativos de desativacdo de energia chamados de relaxacdo vibracional
(RV), que se caracteriza por perda de energia na forma de calor através de
vibragdes moleculares e/ou colisbes com outras espécies do sistema, e de
cruzamentos internos (Cl), que sao transicdes nao-radiativas entre estados de
energia de mesma multiplicidade e que ocorrem através de niveis vibracionais
degenerados. Esse processo segue a regra de Kasha e ocorre por causa dos
baixos tempos de vida do Cl e do RV (da ordem de 10" e 10* s).
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Figura 2.1. Diagrama de Jablonski modificado

Onde:

Cl — cruzamento interno

RV — relaxamento vibracional

CIS — cruzamento intersistemas invertido
P — fosforescéncia

F - fluorescéncia

A partir de S, existem varias rotas possiveis para que essa populagcao de
moléculas alcance novamente o estado fundamental, dentre essas, citaremos as
duas que envolvem re-emissao de fétons. Na primeira possibilidade, a populagéao
sofre transicdo S;—Sy com consequiente emissao de irradiacao eletromagnética
com uma freqUéncia menor que a da radiagdo absorvida (deslocamento de
Stokes). Essa transigao radiativa entre estados de mesma multiplicidade ocorre
na ordem de 107 a 10° s e recebe o nome de fluorescéncia, sendo base da
técnica analitica conhecida por fluorimetria.?* Na segunda possibilidade, ocorre a
troca de multiplicidade da populacao de moléculas do estado singleto S para o
estado excitado tripleto T,, por meio de um evento conhecido como cruzamento
intersistemas (CIS). O CIS possui tempo de vida de aproximadamente 10”7 s e
compete diretamente com a fluorescéncia na despopulacdo de S;. Esse
processo é favorecido em regides de alta energia vibracional nuclear onde as
curvas de potencial dos estados singleto e tripleto se encontram. Embora a
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transicdo entre estados excitados de diferentes multiplicidades, no caso a
transicdo S;—T,, seja quantomecanicamente proibidas®® o CIS pode ocorrer em
casos onde existe acoplamento spin-orbital. Este tipo de fenébmeno, que consiste
no acoplamento entre os campos magnéticos gerados pelo movimento do spin e
pelo movimento angular orbital do elétron promove a mistura
quantomecanicamente de estados excitados.

A populacdo de molécula tendo alcancado o nivel vibracional de menor
energia de T; por meio de Cl e de RV, podera alcangar Sy com emissao de
radiagdo num processo entre estados com multiplicidades diferentes (T1—Sy),
recebendo o nome de fosforescéncia que é a base da técnica analitica
conhecida por fosforimetria.®

Ambos os processos fluorescente e fosforescente sofrem competicdo
direta dos processos ndo-radiativos, sendo a fosforescéncia a mais afetada por
ter o tempo de vida maior (da ordem de 10* a 10 s). Conseqlientemente a
observacao de fosforescéncia requer o uso de condigdes experimentais muito
especiais, que favorecam CIS e minimizem dramaticamente RV e Cl.

A eficiéncia quéntica luminescente ¢, € um pardmetro que avalia a
contribuicdo do processo radiativo no processo geral da desativagdo da molécula
no estado excitado. No caso da fosforescéncia a eficiéncia quantica, ¢,, €
expressa pela razao entre o numero total de fétons emitidos pela molécula na
forma fosforescente e o nimero total de fétons absorvidos.® Os valores que 9,
pode assumir variam entre zero e um, conseqlentemente, compostos que
apresentam ¢ proximos da unidade (de fato superior a 0,1), certamente

apresentardo alta probabilidade de desativagdo de T; através de emissao
fosforescente.®
O termo ¢, pode ser expressa em fung@o das constantes de velocidade

(ou taxas de desativacao) dos processos radiativos € ndo radiativos de acordo
com a Equacao 1 e Equacao 2.

b - ko  k, (1
’ ku‘.\-+kf+qu kﬂ+kﬁq

onde

k.
¢Cis — cis (2)
k., +k, +k,


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0510425/CA


PUC-RIo - Certificagao Digital N° 0510425/CA

42

onde:

k. = constante de velocidade do cruzamento intersistemas
k, = constante de velocidade da fluorescéncia

k . = constante de velocidade dos processos nido-radiativos S; — Sy

fa

kp = constante de velocidade da fosforescéncia

k,, = constante de velocidade dos processos ndo-radiativos Ty — So

¢, = eficiéncia quéantica do cruzamento intersistemas

Uma maior probabilidade de observar emissdo fosforescente ocorre em
sistemas de elétrons 7 conjugados nas estruturas moleculares dos compostos
(moléculas arométicas com ou sem heteroatomos no sistema conjulgado)®*®*. As
transicdes eletrbnicas responsaveis pela emissdo fosforescente sao facilitadas
pelo livre movimento de elétrons através dos orbitais moleculares, o que nao é
observado para compostos com estruturas alifaticas por causa da alta energia
necessaria para promover uma transicdo do tipo o — o 0 que geralmente
provoca a decomposicdo desse tipo de molécula®®. Analisando a Equacéo 1

pode-se concluir que o aumento da ¢, pode ser induzido pela redugao do valor

de kyq e/ou pelo aumento de @,

A redugéo do valor de k4 pode ser consequido pela redugéo de liberdade
vibracional e de difusdo do luminéforo (molécula luminescente) colocando-a em
uma matriz rigida ou organizada. Nesse caso, solugcbes congeladas a 77K,
solventes viscosos, meio organizado ou substratos sélidos sdo artificios que
podem ser aplicados. O uso de matriz rigida ou organizada aumenta a
probabilidade de desativacéo de T, sem emissio de radiacéo.®*®*

No caso do ¢., observou-se que a presenca de atomos de elevado
numero atémico (4&tomos pesados) nas vizinhangas da molécula de interesse
pode provocar um aumento na magnitude desse parametro.2%%%° Assim, o
aumento de fosforescéncia por atomos pesados pode ser provocado pela
presenca destes na forma de ligantes na molécula de interesse (efeito interno do
)86

atomo pesado)™® ou simplesmente pela proximidade entre a molécula de

interesse e atomos pesados na forma, por exemplo de sais inorganicos (efeito

externo do &atomo pesado)®. Em ambos os casos, um favorecimento das

constantes de velocidade dos processos envolvendo troca de spin eletrénico®®

€ observado. De modo geral, 0 aumento da fosforescéncia € acompanhado pela
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redugdo da fluorescéncia. Concomitantemente, o tempo de vida da emisséo

828 aumentando sua eficiéncia em

fosforescente sofre redugdo considerave
competir com os processos nao-radiativos para desativagédo do estado excitado.

Os mecanismos pelos quais os atomos pesados sio capazes de mudar a
multiplicidade do analito ndo estdo devidamente esclarecidos®*°. Alguns autores
tém proposto a formacao de complexos de transferéncia de carga entre o atomo
pesado e o analito®®. Outros propdem a reacdo destas espécies para formar um
complexo no estado excitado (exciplex)®. Finalmente, existem os que postulam
interagcdes puramente eletrostaticas para explicar a perturbacéao provocada por
atomos pesados®. De qualquer modo, qualquer um desses mecanismos ira
provocar acoplamento spin-orbital com mudanca de multiplicidade da populacao
no estado excitado.

Por outro lado, vale salientar que a presenca de atomos pesados pode
também aumentar as constantes de velocidade dos processos de desativacao
de T; sem emissdo de radiacdo. Nestes casos, a constante ¢p sera
desfavorecida e uma redugéo do sinal fosforescente sera observada.®%*

O tempo de vida de um fendmeno fosforescente (tp) é definido como o
tempo necessario para que a intensidade da emissao fosforescente caia para 1/e
do seu valor inicial. O tp guarda uma relagdo exponencial com a intensidade do

sinal fosforescente, dado por:®®

—l‘/z'p

I,=1%e (3)

onde:

Ip = Intensidade do sinal luminescente no tempo t
Ip = Intensidade luminescente inicial

7p= Tempo de vida da luminescéncia

Como vimos anteriormente, a magnitude do tempo de vida dos
fendbmenos radiativos esta diretamente relacionada com a eficiéncia desses
processos. Além da presenca de atomos pesados, outros parametros
experimentais tais como solvente, temperatura e estado fisico da matriz

influenciam os valores de zp. 88
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2.1
Fosforimetria na temperatura ambiente em substrato solido

O uso de matrizes que proporcionem a molécula a rigidez em sua estrutura
(reducdo da liberdade vibracional) minimiza os processos de desativagdo nao-
radiativos do estado tripleto, além de proteger a molécula contra colisées com
outras espécies (pela diminuicdo da difusdo de componentes). Uma das
possibilidades de enrijecimento advém da utilizagao de matrizes em baixas
temperaturas (77K), obtendo-se um cristal sélido onde a molécula de interesse
estaria inserida®. Outra possibilidade é o uso de substrato sélido, que devido as
interagdes fisico-quimicas, aumentam a rigidez da molécula de interesse. Por
fim, pode-se fazer o uso de meio organizado, por exemplo, por micelas.?

E justamente baseado no tipo de matriz utilizada que as técnicas
fosforimétricas sdo classificadas. Nos casos da técnica a 77K e em meio
organizado, alguns aspectos limitam a sua utilizagdo de maneira mais ampla. A
necessidade de aparato de criogenia € os transtornos observados nos processos
de imersao das solugdes em nitrogénio liquido vém historicamente diminuindo a
importancia e o interesse do uso da técnica a 77K. Além disso, a obtengao de
uma matriz homogénea que possa minimizar a reflexdo e o espalhamento de
radiacao esta estritamente relacionada com a velocidade de congelamento. Este
parametro, que é de dificil controle,* é o principal responsavel pela baixa
repetitividade das andlises (15-20%).% Ja a fosforimetria em meio aquoso
organizado requer o uso de desoxigenacao quimica com sulfito de sédio. Esse
procedimento limita a aplicacdo da maioria dos atomos pesados potenciais
amplificadores de fosforescéncia devido a formagdo de hidroxidos pouco
sollveis. Logo, a amplificagdo via efeito externo do a&tomo pesado fica restrito a
apenas os sais de talio e, em menor escala ao iodeto, dependendo do reagente
organizador do meio. Isso limita a aplicabilidade da fosforimetria a muitas
classes de compostos.

A fosforimetria na temperatura ambiente suportada em substrato soélido
(SSRTP) surgiu como uma alternativa viavel para o uso rotineiro da
fosforescéncia como base de uma técnica analitica de mais ampla aplicabilidade
e de procedimento experimental mais pratico. O uso de substratos sélidos,
principalmente os de baixo custo e de facil preparagao, proporcionou um modo
simples de observacado de intensa fosforescéncia na temperatura ambiente.
Gracas a sua eficiéncia na imobilizacdo de moléculas orgéanicas, alguns

substratos soélidos tém demonstrado uma capacidade impressionante em permitir
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a observagdo de fosforescéncia de varias classes de analitos. Além disso,
substratos sélidos é compativel com o uso de diferentes tipos de sais de atomos
pesados, 0 que permite uma grande versatilidade do ponto de vista da
amplificacao de fosforescéncia e da busca de seletividade.

Embora Roth®' tenha sido o primeiro a comunicar a observacdo de
fosforescéncia de compostos organicos absorvidos em substratos solidos, foi
somente apds os trabalhos de Schulman e Walling®*®® que a SSRTP adquiriu

9293 detectaram os sinais

importancia do ponto de vista analitico. Estes autores
fosforescentes de varios compostos usando substratos sélidos tais como papel-
filtro, silica, alumina e asbestos. Desde entdo, alguns grupos de pesquisa
dedicam seus esforcos a otimizacdo de parametros experimentais para
desenvolver o potencial analitico da SSRTP. A obtencao de limites de deteccao
e curvas analiticas comparaveis aos alcangados a 77K tornou um fator

extremamente atrativo do ponto de vista analitico®.

21.1.
Relacao entre a intensidade de emissao fosforescente e a
concentracao do analito no substrato sélido

A relagédo existente entre a intensidade da radiagdo fosforescente e a
concentracao do fésforo (molécula fosforescente) foi inicialmente derivada para
um meio homogéneo transparente. Essa relagdo foi obtida a partir da lei de
Beer-Lambert e é dada pela seguinte equacao:

I, =1,¢,(1-10") (4)

Onde:

I, = intensidade da radiag¢&o incidente
I, = intensidade do sinal fosforescente

¢, = eficiéncia quantica fosforescente

£ - absortividade molar do analito

X — espessura do caminho éptico no suporte da amostra

¢ — concentracao do analito

Em solugdes de baixa concentracdo de analito (c <10 M), a Equagao 4,
apds a expansao da série de Taylor, pode ser simplificada para:
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1, =1,0,2303¢Cx (5)
ou
I =kC

P

Onde k é uma constante possivel de ser determinada pela curva de calibracao.

Para suportes nao transparentes, como as matrizes de superficie solida,
a excitacdo e emissdo de luminescéncia sdo fenémenos que ocorrem na
superficie com caminho Optico minimo. Para esses casos, Zwedinger e

Winefordner® deduziram a seguinte equagao:

1,=24 B, (1+ B)exp(ab)+ (1—- pB)exp(—ab) - 2} ©)

(1+ B)? exp(ab)® — (1- B)* exp(-ab)

Onde:

a=(k'1k'+25)"? (7)
B=(k'(k+2)""? (8)
k =2,303&C

S = coeficiente de espalhamento por unidade de espessura

b = espessura média para reflexdo difusa da amostra, em cm.

Para baixas concentracdes de amostra a equacéo 6 pode ser simplificada para:

(9)

. 2,303¢bC
1,=2¢ 1k b{ } =2¢ 1

(1+2Sbh 7Y (1+28b)

Se considerarmos o espalhamento Sb desprezivel teremos:*

Ip=2¢,1,k'b=4,60=4,60,1,ebC (10)

Em altas concentracées de analito (85 >>1), a Equacéao 6 pode ser simplificada

para:
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oL } (11)

I =20 1,|—————
» =2 O[szsw?
E se k' >> S, temos:

1,=¢,1, (12)

Do ponto de vista experimental, a Equacado 10 e a Equagéo 12 sdo de
extrema importancia na SSRTP. Geralmente, para concentragdes de analito
menores do que 10° ou 10* mol L™ o sinal fosforescente mantém uma relacéo
linear com a concentracao (Equacao 12). Para concentracdes de analito maiores
do que estes valores, o sinal fosforescente se mostra independente da
concentracao e obedece a relagdo mostrada na Equagéo 12.

21.2
A celulose como substrato solido na FTASS

Dentre os varios tipos de matrizes que ja foram testadas como substratos
sélidos em SSRTP®*®, a celulose, principalmente na forma de papel filtro ou
cromatogréfico tem sido o substrato mais conveniente®®, sendo suas principais
vantagens sobre outros materiais, 0 seu baixo custo, facilidade de manuseio e a
disponibilidade de uma grande variedade de tipos e marcas que permite a
escolha do melhor substrato para inducao do sinal fosforescente do composto de
interesse.®? Além disso, o papel é compativel com solucdes acidas e basicas, e
podem ter suas caracteristicas superficiais facilmente alteradas pelo uso de
modificadores de superficie.

A emissdo fosforescente de compostos adsorvidos em substratos de
celulose é favorecida por interagdes fisico-quimicas que minimizam as vibracdes
e colisbes moleculares do analito responsaveis pelas desativacbes nao
radiativas do estado tripleto.? Com base em evidencias experimentais, dois tipos
de interacdo tem sido apontadas como responsaveis pela inducdo de
fosforescéncia.?*®

Schulmam e Parker® observaram que a formacdo de ligacdes de
hidrogénio entre os grupos hidroxilas da celulose e as moléculas do analito
aumentavam a rigidez do analito e conseqlentemente um aumento no sinal

fosforescente. Esta interacdo foi constatada através da comparacdo do sinal


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0510425/CA


PUC-RIo - Certificagao Digital N° 0510425/CA

48

fosforescente do naftoato de sédio em papel de filtro sem tratamento e com
tratamento de silanizagdo. Os autores® observaram a redugdo do sinal
fosforescente do naftoato de sédio em aproximadamente 90% no papel
silanizado, onde a disponibilidade de formacdo de ligagcbes de hidrogénio é
limitada, quando comparado com o papel sem o tratamento. Estudos envolvendo
espectroscopia no infra-vermelho mostraram que bandas caracteristicas da
ligacao O-H deslocaram para numeros de onda maiores em papéis contendo
compostos hidroxiaromaticos adsorvidos quando comparado com 0s espectros
obtidos para o papel sem a adsorcdo dessas substancias. Os autores®
observaram a ruptura das pontes de hidrogénio existentes do papel de filtro para
favorecer ligagdes hidrogeniénicas mais fortes com os compostos aromaticos.

A espectroscopia ultravioleta de reflexdo difusa também mostrou
deslocamentos batocrémicos das bandas de absorgdo caracteristicas desses
compostos hidroxiaromaticos que podem ser atribuidos as interagdes (OH-mt) dos
grupos hidroxila da celulose e o sistema de elétrons nm dos compostos
aromaticos. Outros materiais como o acetato de s6dio®, silica® e misturas de
sais poliacrilicos'® também evidenciaram a formac&o de pontes de hidrogénio
entre o substrato e a molécula do analito.

A observagao experimental de intensa fosforescéncia de compostos sem
possibilidade de formacdo de ligacbes de hidrogénio com o material do
substrato'®' levou McALeese e Dunlap'® a proporem um novo mecanismo de
interagdo que consiste no encapsulamento das moléculas do analito nos poros
microscépicos da matriz de celulose. Esse encapsulamento se mostrou
dependente da polaridade do solvente carreador do analito, indicando uma
relacdo direta entre as caracteristicas do solvente e a capacidade e abertura dos
poros no substrato. O mecanismo de encapsulamento ficou evidenciado por
causa das grandes diferengas no sinal fosforescente do acido 4-bifenilcarboxilico
depositado em papeis umedecidos com solventes de diferentes polaridades.'®
Nos casos mais extremos, a fosforescéncia do composto foi 400 vezes maior em
papéis previamente umedecidos com agua do que em papeis umedecidos com
benzeno. Isso indicou que o aumento da polaridade do solvente favoreceu a

82,83,102

abertura de poros nos substratos de celulose e o conseqglente

encapsulamento dos analitos.
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2.2
Aspectos experimentais envolvidos nos métodos baseados na
SSRTP com substrato de celulose

Varios fatores experimentais estdo relacionados com a inducdo e com a
maximizagao da fosforescéncia de substancias imobilizadas em substrato solido.
A seguir serdo apresentados e discutidos os aspectos experimentais mais
importantes e que devem ser avaliados quando da otimizagcdo de métodos
baseados na SSRTP. Quando ajustados adequadamente, esses fatores
permitem grande amplificacao do sinal fosforescente de analitos. Caso contrario,
quando seus efeitos sdo negligenciados, esses fatores podem minimizar e até

mesmo eliminar a emissao do sinal fosforescente.

2.2.1.
Efeito da umidade e do oxigénio

As intensidades das emissdes fosforescentes de compostos adsorvidos
em papel sdo diretamente afetadas com a presenca do oxigénio e da

umidade,?#

portanto para garantir a alta intensidade fosforescente é necessario
elimina-los ou pelo menos minimiza-los.

Estudos tedricos mostram que a interacao do oxigénio com moléculas no
estado tripleto provoca a desativacdo nao-radiativa da molécula para o estado
fundamental (T;—Sy), acompanhada pela transicdo do oxigénio de seu estado
tripleto natural para um estado excitado singleto.?* Um dos modelos seguidos
para descrever esse tipo de interacdo propde a transferéncia de carga por
contato sem a formacgao efetiva de um complexo de transferéncia de carga entre
0 oxigénio e o analito.®®

A equacéo de Stern-Volver® modela a influencia do oxigénio no processo
nessa desativagdo. Nesse caso, a diminuicao de fosforescéncia esta diretamente
relacionada com a concentracdo da espécie desativadora, nesse caso, 0
oxigénio.

Ii =1+K,70] (13)

q

Onde:

I - intensidade do sinal luminescente na auséncia do agente supressor de sinal
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1,- intensidade do sinal luminescente na presenga do supressor do sinal (Q)
K- constante de velocidade do processo de desativagao nao radioativa do

estado excitado

[O]- Concentracdo da espécie supressora de sinal.

E pertinente supor que no caso do efeito do oxigénio, a supressio
dindmica de fosforescéncia ocorra, isto é, existe contato entre o analito e o
agente supressor. Logo, pode-se notar que a influéncia do oxigénio é dréastica
para os processos com elevado tempo de vida tal como a fosforescéncia, e em
ambientes onde o oxigénio pode difundir livremente.

A umidade pode facilitar a acdo do oxigénio na matriz da amostra®®. As
moléculas de solvente, principalmente a agua, transportam as moléculas de O,
para o interior do substrato propiciando assim a interagdo com o analito. A
presenga de umidade no substrato também aumenta os choques colisionais que
desativam as moléculas excitadas sem emissao de radiagdo e/ou rompem as
pontes de hidrogénio que se formam entre a celulose e o analito.

Através de estudos realizados por Schulman e Parker®, pode-se ter uma
nogao detalhada das conseqliéncias da agao do oxigénio no sinal fosforescente
de compostos adsorvidos em varios substratos soélidos, entre eles o papel de
filtro. Esse estudo® baseou-se no monitoramento do sinal fosforescente do 4-
bifenilcarboxilato de sédio em fungdo do tempo de exposicao a fluxos de argdnio,
oxigénio e ar em diversas percentagens de umidade. O sinal fosforescente mais
intenso foi adquirido com o uso do argdnio, os sinais fosforescentes com o uso
de ar seco e oxigénio foram 25 e 75% respectivamente mais baixos que os
obtidos com o uso do argdnio. Para verificar o efeito da umidade, os autores’®
utilizaram um fluxo de ar com diferentes percentagens de umidade e observaram
que quanto maior a quantidade de umidade menor era o sinal fosforescente do
composto. Quando a percentagem de umidade alcangou 80%, o sinal
fosforescente do composto ja tinha sido totalmente suprimido. Portanto os
procedimentos experimentais de secagem do substrato sélido sdo importantes e
incluem a utilizacdo de um fluxo de gas inerte e seco sobre o substrato® durante
a medicao de sinal fosforescente e a prévia secagem do solvente no substrato
por meio de exposicdo a radiacdo proveniente de uma ladmpada de
infravermelho®, ou pela secagem das amostras em uma estufa a vacuo®.
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2.2.2.
Amplificagao por meio do efeito externo atomo pesado

Como vimos anteriormente, para se garantir um alto sinal fosforescente, as
transicdes entre estados de multiplicidades diferentes (Si— T, e T; — Sp) devem
ser favorecidas, sendo a abordagem experimental mais comumente empregada
o efeito externo do atomo pesado. Mclure®” (1949) foi o primeiro a observar o
efeito do atomo pesado na luminescéncia, posteriormente Kasha (1952)
percebeu que a presenca de atomos pesados no substrato de papel aumentava
a constante de velocidade do cruzamento entre sistemas (S—T,).

White e Seybold'® (1975) foram os primeiros a utilizarem sais de atomos

193 testaram o

pesados como amplificador do sinal fosforescente. Os autores
efeito do Nal em diversas substancias, como 1-sulfonato naftaleno, 1-naftol e 2-
naftol, e observaram que a ulitizagdo do Nal aumentou 40 vezes a intensidade
dos sinais fosforescentes desses compostos.

Vo-Dinh et al ' (1977) descreveram a influéncia do efeito do nitrato de
prata e do iodeto de sédio em SSRTP de alguns hidrocarbonetos aromaticos.
White e Seybold "% (1977) fizeram um estudo da influencia de ions halogenetos
e descreveram que a eficiéncia do efeito do atomo pesado entre esses anions
segue a seguinte ordem: I’ > Br > CI' > F. Essa seqléncia de amplificacao
segue a teoria de que a magnitude desse efeito, por meio do acoplamento spin-
orbital, aumenta com a quarta poténcia do aumento do numero de massa do
atomo indutor de fosforescéncia. No entanto, isso nem sempre é observado. Por
exemplo, Lue-Yen Bower e Winefordner'® (1978) compararam o efeito de outros
sais de atomos pesados de varios hidrocarbonetos poliaromaticos adsorvidos em
papel de filtro e concluiram que a intensidade da SSRTP de hidrocarbonetos
poliaromaticos aumentava na seguinte ordem de atomo pesado adicionado: talio
(204,3 uma) > prata (107,9 uma) > chumbo (207,2 uma) > mercurio (200,6 uma).
Desde entdo, varios estudos tém sido feitos usando o efeito do atomo pesado
para melhorar a intensidade do sinal fosforescente em substratos sélidos. Os
atomos pesados mais utilizados na literatura tém sido o talio, prata, chumbo,
iodo, bromo, e em menor escala o cadmio, mercurio, e césio. Neste trabalho,
avaliaremos o uso do tério (232 uma) visando o seu potencial na seletividade da
fosforescéncia entre as fluoroquinolonas estudadas.

Conforme dito anteriormente, a presenca de atomos pesados também
pode aumentar as constantes de velocidade dos processos de desativacao de T,

nao-radiativos o que desfavorece a eficiéncia quantica e conseqlientemente uma
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reducdo no sinal fosforescente sera observada.®*®® Assim, a seletividade esta
diretamente relacionada com escolha do atomo pesado. O efeito seletivo do
atomo pesado sera discutido posteriormente.

2.2.3.
Efeito do surfactante como modificador de superficie do papel

Os surfactantes sdo moléculas que possuem carater apolar e polar
simultaneamente. Eles podem ser de natureza, ani6nica, catidnica ou ndo-ibnica
dependendo da molécula. Originalmente, os surfactantes tém sido utilizados
para permitir a medicao de fosforescéncia de luminéforos em meio liquido em
concentracoes que excedem a concentragdo micelar critica, pois nessas
condicdes, é observada a agregacdo espontanea de moléculas de surfactante
formando micelas.®%'%” Micelas formadas pelo dodecil sulfato de sédio (SDS),
agregam em solugdes com a parte idnica (polar) orientada para fora e a porgao
hidrofébica (apolar) orientada para dentro, de forma que o analito fique envolvido
pela micela e em constante equilibrio dinamico.®

O uso de surfactantes associados aos substratos sélido também tém sido
propostos para a SSRTP.'® A adicdo do SDS previamente & adicdo do atomo
pesado e da solucdo do analito no substrato sélido, pode produzir um grande
aumento de sinal fosforescente pois a longa cadeia alquil do &nion do
surfactante poder proteger o analito contra fotodecomposicdo causada pela fonte
de irradiacdo durante as medicdes espectrais.'® Além disso o uso do surfactante
na superficie do papel pode organizar as moléculas do analito, aumentando
assim a quantidade de sitios ativos e a rigidez da molécula, e aproximando-as
mais dos sais de atomo pesado. Esse maior contato entre o analito e os sais do
atomo pesado aumenta a probabilidade de acoplamento spin-orbital.'® O
surfactante também evita que as moléculas do analito e do atomo pesado
penetrem muito fundo na matriz celulose, facilitando a exposicdo destas a
radiagdo de excitacdo. Entretanto, se a quantidade de SDS for excessivo, o sinal
tende a cair por causa da formagdo de um filtro absorvente da radiagdo de
excitagdo. Esse efeito de filtro vem sendo mostrado experimentalmente em

varios trabalhos.'"""'12
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2.24.
Influencia do pH

O pH é outro fator muito importante na inducao do sinal fosforescente, seja
pela formacao de espécies ibnicas ou por hidrélise. As mudancgas de pH podem
alterar as propriedades quimicas do analito e conseglentemente influenciar
diretamente no sinal fosforescente do mesmo.

De Lima e Nicola'"®

mostraram que os sinais fosforescentes dos derivados
da 1,8 naftiridina podem ser aumentados quando preparados em solugdes de
NaOH e que a intensidade maxima do sinal fosforescente para cada derivado foi
obtida através de uma concentracao 6tima de base.

Os sinais fosforescentes de vérios acidos indolecarboxilicos também se
mostraram dependentes do pH da solucdo''*. Os sinais fosforescentes desses
compostos mostraram intensidades variadas em meio acido, e basico. Segundo
os autores'' os sinais fosforescentes em meio basico foram os que
apresentaram intensidades mais baixas, eles atribuiram esse fato a repulsao das
espécies anidnicas com os grupos hidroxila da celulose.

Hurtubise''* observou que o sinal fosforescente da benzo(f)quiolina era
mais intenso quando adsorvida em silica gel em solugéo acida, devido os grupos
carboxila de acido poliacrilico estabelecerem fortes pontes de hidrogénio com o
sistema de elétrons m da quinolina e com os grupos —NH" formados pela
protonagao do heteroatomo.

Comportamento semelhante foi observado para os acidos carboxilicos

aromaticos''®.

Em substratos de &acido poliacrpilico-NaCl e silica gel com
poliacrilato geraram sinais fosforescentes mais intensos em meio acido do que
em meio neutro. Entretanto, nenhum sinal fosforescente foi observado quando
esses compostos foram adsorvidos em substratos contendo apenas silica gel. O
que confirma mais uma vez a importancia dos grupos hidroxila no mecanismo de
interagdo entre o substrato e o analito.""®

A produgao de derivados fosforescentes com maior eficiéncia quéntica
fosforescente também é a explicagdo para muitos casos onde o ajuste da acidez
ou basicidade do meio é fundamental para observagado de fosforescéncia. Um
exemplo é o dos alcaléides inddlicos reserpina e rescinamina que nao
apresentam fosforescéncia quando adicionadas no papel a partir de solugao
acetona/agua, mas apresenta forte fosforescéncia quando preparadas em meio

basico (acetona/NaOH 0,5 mol L'). Este fenémeno pode ser explicado pela
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hidrélise basica da reserpina e da rescinamina, quebrando as mesmas em
pedacos menores tornando-as mais facilmente imobilizadas no substrato.'"""'"
Assim, a escolha do sistema de solventes que serve como carreador de
analito ao substrato deve atender trés requisitos. O primeiro esta relacionado
com a solubilidade do analito. O segundo requisito, relacionado a polaridade dos
solventes que deve atender a capacidade de abertura de poros no substrato de
celulose. O terceiro requisito é o relacionado com o ajuste do pH da solugao,
sendo que escolha correta desse parametro influencia tanto a polaridade do
solvente quanto a formagédo de espécies de analito com maior capacidade de
interagdo com o substrato ou de derivados do analito com eficiéncia quéantica

fosforescente mais elevada.

2.3.
Artificios para o aumento de seletividade na SSRTP

Apesar da fosforescéncia ser por natureza bastante seletiva, a
manipulagdo de parametros experimentais e uso de recursos instrumentais pode
aumentar bastante a seletividade das determinagbes analiticas por SSRTP, a
ponto de permitir a discriminagéo e determinagéo seletiva de substancias com
estruturas muito semelhantes (como no caso das FQs) sem a necessidade do
uso de técnicas de separagdo. Dos muitos recursos possiveis, nesse trabalho
utilizou-se o efeito externo seletivo do atomo pesado e a varredura espectral de

modo sincronizado.

2.3.1.
Efeito externo seletivo do atomo pesado

Devido a mudangas nas energias relativas entre os estados fundamental e
excitado, o efeito externo do atomo pesado, obtido pela introducao de seus sais
no substrato onde se encontra a amostra, pode tanto aumentar a fosforescéncia
da espécie de interesse quanto eliminar a fosforescéncia de substancias
concomitantes. Esse efeito pode também deslocar as bandas de emissao para
regides diferentes do espectro, aumentando a resolu¢ao espectral entre analito e
interferentes no momento da determinacao.

A partir de estudos feitos por Vo-Dinh e Hooyman''®, o efeito do atomo

pesado passou também a ser uma ferramenta muito UGtil nas andlises
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fosforimétricas de misturas complexas sem a necessidade de prévia separacao
de componentes. As caracteristicas fosforescentes de compostos policiclicos
aromaticos foram estudas na presenga de cinco sais inorganicos (AgNQO;, Csl,
NaBr, Nal e Pb(OAc),). Apds a otimizacao das concentragdes dos sais, a fim de
obter um sinal fosforescente maximo, os autores realizaram analises
quantitativas e qualitativas de uma mistura dos cinco compostos. Primeiramente,
o NaBr ou o Nal foram utilizados, fixando o comprimento de onda de excitagao
em 330 nm. Nesse caso, trés picos de emissdo foram observados, os quais
correspondiam ao carbazol, dibenzocarbazol e fluoranteno. Ainda neste mesmo
comprimento de onda de excitagdo, mas agora com o uso de Pb(OAc),, os picos
de emissao observados correspondiam ao dibenzocarbazol, fluoranteno, acridina
e benzopireno. Em outro caso, a determinacao seletiva de ioimbina foi realizada
na presenca de reserpina e rescinamina apenas pela selecao apropriada do sal
de atomo pesado. Pela utilizagdo de TINOs, obteve-se a amplificagdo do sinal
emitido pela ioimbina e a eliminagao da fosforescéncia dos outros dois alcaldides
inddlicos concomitantes na amostra.''?

Mais recentemente, da Cunha et al. conseguiram a determinacao seletiva
de criseno em amostras contendo pireno apenas selecionando o AgNOz; como
sal de atomo pesado seletivo. Em presenca de maiores proporcoes de pireno, a
seletividade ainda é observada, mas o decréscimo de sinal do criseno,
provavelmente devido ao efeito filiro causado pela absorcdo de radiacédo pelo
pireno, obriga o uso de quantificacdo pelo método de adicdo de analito.'"”

Diferentes atomos pesados podem também provocar distribuicoes
estatisticas de populagdo de atomos ligeiramente diferentes quando estes
passam de um estado de energia para outro. Isso pode provocar afinamentos
(ou alargamento) de bandas da ordem de alguns nanémetros, o que em muitos
casos pode facilitar (ou complicar) a resolucdo espectral entre analito e
substancias concomitantes.

2.3.2.
Varredura de modo sincronizado

Esta técnica de varredura surgiu para possibilitar o aumento da
seletividade da varredura normal. Na varredura normal o espectro de emissao é
obtido fixando o comprimento de onda de excitacdo e vice-versa. Na varredura
sincronizada, ambos os monocromadores de excitacdo e de emissao sao

variados simultaneamente (ou sincronizadamente), mantendo-se uma diferencga
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constante de comprimento de onda (AA = Aem - Aex) €ntre 0s maximos dos
espectros de emissdo e excitacdo do analito de interesse''®. Esse processo
tende a minimizar o sinal de quaisquer substancias concomitantes que nao
possuam o mesmo AA do analito.

A metodologia explora a especificidade das diferencas de energia entre as
bandas de emissao fosforescente (T1 2 Sp) e as bandas de absorgéo (S; € Sy
ouS, €S).""°

A relacdo que expressa o sinal fosforescente sincronizado (lsp) € dado pela
Equagao 14:'"°

ISP(Q\'SI'T‘I! 7\fex) = k-C-Eex(xex)-Eem(xem) (14)

Onde:

k = fator experimental

¢ = concentragdo do analito

Isp = sinal fosforescente sincronizado

E.x = espectro de excitagao fosforescente
E.n = espectro de emissao fosforescente
Aem = comprimento de onda de emissao

Aex = COmprimento de onda de excitacao

Se considerarmos Aex = Aem - AA, @ Equagcdo 14 pode ser expressa na
forma da Equacéo 15:
Isp(Aem) = K.C.Eex(Aem - AN).Eem(Rem) (15)

Assim, podemos perceber através da Equacao 15, que o sinal sincronizado
depende diretamente da sobreposicdo das bandas do Eex(Aem - AL) € Eem(Aem)'™®.

Vo-Dinh? mostrou a aplicabilidade deste método através da anélise de uma
mistura de naftaleno, fenantreno, antraceno, perileno e tetraceno, obtendo um
espectro com varios picos muito bem resolvidos, no qual cada banda
corresponde, inequivocamente, a um componente da mistura. A simplificagdo da
banda do sinal sincronizado obtido minimizou as interferéncias causadas por
sobreposicao espectral, facilitando a identificagdo dos diversos componentes da
mistura complexa, sem a necessidade de uma separagao prévia. ''®

Pequenos ajustes no AA selecionado para operagdo de sincronizagao

podem ser feitos para resolver ainda mais os espectros. Isso pode ser realizado
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pela selegdo de comprimentos de onda de referéncia do AA que ficam nas asas
das bandas de excitacdo e de emissdo do analito de interesse ao invés de usar
os comprimentos de onda maximos. Essa escolha pode sacrificar um pouco a
sensibilidade, no entanto, isso pode valer a pena em termos de aumento de
seletividade. O espectro de varredura sincronizado é observado como uma
Unica banda (equivalente a banda de excitagdo no caso do instrumento LS-55
utilizado nesse trabalho) e provoca, em muitos casos, a simplificacdo da banda
espectral, eliminando a observacdo ombros da distribuicdo estatistica da
populacdo de atomos em transicdo. Esse afinamento das bandas pode facilitar a

resolucao no espectro de misturas complexas.
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