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5
Otimizacao da fosforescéncia

5.1.
Metil Indol (2MI)

Com o objetivo de maximizar o sinal fosforescente do 2MI, primeiramente
foi usado um procedimento de otimiza¢do univariado dos fatores mais relevantes
que poderiam afetar o sinal fosforescente. Os seguintes fatores foram
estudados: influéncia da acidez ou basicidade da solucao de analito, influéncia
da quantidade do sal de atomo pesado no substrato sélido e a quantidade do
surfactante (SDS) no substrato soélido. Em seguida, um planejamento
experimental com analise de superficie de resposta foi realizado para investigar
interacdes relevantes entre fatores. A partir desta avaliagao foi possivel fazer um
ajuste fino das condigbes experimentais e ter uma avaliacdo preliminar da

robustez da resposta analitica em relagcdo a cada um dos fatores.

5.1.1.
Estudo da influéncia da acidez ou basicidade da solucao de analito

Um fator importante para a obtencao de sinal fosforescente intenso € a
concentracdo hidrogeniénica da solugcdo usada para depositar o analito no
substrato (solucdo do analito). Reagdes quimicas envolvendo quebra de
molécula de analito podem produzir novas espécies de estrutura molecular mais
compacta e por isso, com maior eficiéncia quantica fosforescente. A protonacao
ou desprotonacgéo de espécies quimicas em solucdo pode também proporcionar
criacao de sitios com carga elétrica e uma melhor adsor¢cao do analito quando
depositado no substrato de celulose. Tal fato implica em maior rigidez molecular
depois de adsorvidas no papel. Para tal, solucdes do analito 1,0 x 10 mol L
foram preparadas nos meios acido (etanol/solucao aquosa de HNQO3) e basico
(etanol/ solugdo aquosa de NaOH) sendo os sinais observados comparados com
o obtido a partir de solugbes preparadas somente em etanol. As concentragdes
finais de HNO; e NaOH foram variadas de 1,0 x 10* a 1,0 mol L' e os

experimentos foram realizados em substratos contendo um dos sais indutores de
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sinal fosforescente (830 pg de Kl ou 266 ug de TINO3z) com e sem SDS ( 360 g
de SDS).

Os resultados obtidos, Figura 21, mostraram que a variacdo da acidez ou
basicidade do meio causou efeito na intensidade do sinal fosforescente. O 2MI
na presenca de Kl apresentou o melhor sinal fosforescente em meio basico. A
adicao do modificador de superficie, SDS, ndo favoreceu o sinal fosforescente
do analito provenientes de solu¢des de meios (basico e acido). Na presenga do
TINO3, o favorecimento da fosforescéncia do analito se deu apenas na presenca
de SDS, em solugdes &cidas e basicas (1,0 x 102 mol L), quando se observou

aumento de sinal.
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Figura 21: Influéncia da acidez e basicidade da solugao de 2MI (656 ng)

5.1.2.
Estudo detalhado em funcao do pH da solucao de 2Mi

Conforme apresentado, o sinal fosforescente do 2MI na presenga de TINO;
e de SDS foi intensificado nos meios &cidos e basicos. Assim sendo, decidiu-se
realizar um estudo mais detalhado usando solugbes tamponadas com pH
ajustado entre 2 e 12. O meio tamponado, ao contrario da simples adi¢cdo de
base ou de &cido, permitiria a fixagdo da concentragdo hidrogeniénica da
solugdo, evitando variacées causadas pela influéncia da matriz, caso o sinal do
analito fosse medido em uma amostra mais complexa. O pH medido da solucao
original, em etanol/H,0, foi igual a 7,5. Os resultados mostraram, Figura 22, que
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a intensidade do sinal fosforescente foi praticamente constante entre os valores
de pH 2 a 10, ficando as variagbes do sinal fosforescente de acordo com a

variagdo de sinal analitico da técnica. *°
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Figura 22: Variacao do sinal fosforescente do 2MI, induzido por TINO3 na presenca de

SDS, em funcgéo do pH da solugdo de preparacao do analito.

Embora o 2MI na presenga de Kl tenha mostrado um aumento do sinal
fosforescente em meio basico, decidiu-se confirmar essa tendéncia variando o
pH da solugéo, de 2 a 12, por meio do tamponamento da mesma. Os resultados
mostraram, Figura 23, que a intensidade do sinal fosforescente cresce do pH 2
até atingir valor constante entre os valores de pH 6,5 e 10.
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Figura 23: Variacao do sinal fosforescente do 2MI, induzido por Kl na presenca de SDS,

em fungéo do pH da solucao de preparagéo do analito.

5.1.3.
Estudo da influéncia da quantidade dos sais de atomos pesados e do
SDS

Conforme mencionado, o efeito externo do 4tomo pesado tem um papel
muito importante na indugcao ou amplificacdo da fosforescéncia de substancias
organicas. A magnitude do efeito externo do atomo pesado é influenciada pela
quantidade do indutor presente no substrato onde se encontra o analito. Por esta
razao, se torna necessario o ajuste da quantidade do sal inorgéanico (Kl ou
TINO3) que se adiciona no centro do substrato de celulose. Este estudo deve ser
realizado de modo cuidadoso, pois se a quantidade do sal de atomo pesado
estiver abaixo da quantidade ideal, podera nao haver observacdo de sinal
fosforescente do analito de interesse ou a amplificacdo da fosforescéncia do
mesmo podera ser aquém do que potencialmente poderia ser obtido. Por outro
lado, elevadas quantidades de sal podem acarretar em decréscimo do sinal
fosforescente, provocando efeito pré-filtro que atenua a radiancia do feixe de

excitagdo incidente.
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Para realizar tal estudo com iodeto, volumes de 5 pl de solugbes de Kl em
diversas concentracdes (de 0,25 a 2,00 mol L") foram depositados no substrato
de papel. Em termos de massa do sal, a faixa estudada foi entre 208 a 1664 Lg.
O resultado do experimento mostrou que o sinal fosforescente de maior
intensidade foi obtido para a concentragdo de 1,5 mol L' de KI (1245 ug),
conforme apresentado na Figura 24. A partir desta concentragdo, o decréscimo
do sinal fosforescente foi observado, o que foi provavelmente provocado pelo
efeito pré-filtro. Nesse caso, ndo foram observadas variagdes significativas no
Aexc € NO Aem do 2MI em fungdo das diferentes massas de Kl presentes no

substrato.
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Figura 24: Espectros de emisséo de fosforescéncia de 141 pg de 2MI em fungao da

qguantidade de Kl depositada no substrato de celulose.

A variacdo de massa depositada do sal de Kl também foi avaliada na
presenca de 360 ug de SDS. Os resultados, Figura 25, mostraram que a
interacao KI/SDS reduziu a intensidade do sinal fosforescente do 2MI, conforme
apontado no estudo preliminar, sendo nessas circunstancias, desfavoravel a

presenca do SDS.
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Figura 25: Estudo do sinal fosforescente do 2MI em funcéo da variagdo da massa de Ki

depositada no substrato de celulose com e sem SDS.

Um estudo similar foi realizado usando TINO; como atomo pesado. Neste
caso, a massa depositada (5 puL de solucdo do sal) foi variada até 1332 pug.
Devido a baixa solubilidade do sal em agua, massas maiores que 133 pg foram
depositadas por meio de adicdes sucessivas de 5 plL de solugdo de 0,25 mol L
de TINO;. Para o teste com adicdo de SDS, a massa depositada foi de 360 ug
(5 pl solugao 0,25 mol L™).

Os resultados, Figura 26, mostraram que a interacdo TINO;/SDS
intensificou significantemente o sinal fosforescente, conforme ja descrito na
literatura para outras classes de compostos organicos. Neste caso, o uso SDS
tornou-se recomendado. E possivel observar que os sinais fosforescentes

maximos do 2MI ocorrem na presenca de 133 ug de TINO; decrescendo até
atingir sinal praticamente constante a partir de 333 ug do sal no substrato.

Nos dois casos, o sinal do 2Ml se mostrou bastante dependente da
quantidade de sal de atomo pesado (TINO; ou Kl) no substrato, indicando a
necessidade de cuidado nessa otimizagdo. Mais experimentos envolvendo
variacdo de massa do sal de atomo pesado foram realizados nos estudos

multivariados.
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Figura 26: Estudo do sinal fosforescente do 2MI em fungéo da variagdo de massa de

TINO; depositado no substrato de papel com e sem SDS.

5.1.4.
Estudo da influéncia da concentracao SDS na presenca de TINO;

Como foi verificada uma importante agao sinérgica entre o sal de TINO; e 0
SDS, decidiu-se estudar univariadamente o efeito da variagdo da quantidade de
SDS na superficie da celulose no sinal fosforescente do 2MI induzido pelo
TINO;. Para tal, a massa de SDS no substrato foi variada de 14 a 1442 ug de
SDS na presenca de 133 pg de TINO; (5 pL de solugdo 0,10 mol L™). Para
adicionar massas de SDS maiores que 360 pg, foram realizadas adigdes
multiplas de solu¢do de SDS no substrato.

Os resultados obtidos na Figura 27 mostraram que a massa de 720 ug de
SDS (duas adicdes de 5 pL de solugdo de 0,25 mol L) foi a que apresentou

sinal fosforescente mais intenso.
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Figura 27: Estudo do sinal fosforescente do 2MI em funcéo da variagdo da massa de

SDS depositado no substrato de papel na presenca de 133 pg de TI.

5.1.5.
Estudo multivariado

A analise multivariada vem sendo amplamente utilizada para identificar as
variaveis que exercem maiores influéncias no desempenho de um determinado
processo. O planejamento fatorial (PF) é uma técnica bastante utilizada quando
se deseja estudar os efeitos principais e efeitos de interacdo dos fatores de
resposta. O planejamento experimental composto central permite amostrar um
conjunto de pontos (nove no caso do planejamento 2%) que ao serem analisados
em conjunto, permitem a construcdo de uma superficie de resposta em funcao
da variacao dos fatores experimentais. A partir da associagdo do planejamento
fatorial com a técnica de superficie de resposta € possivel propor um modelo
matematico que relacione a resposta em fungdo das varidveis estudadas,
determinando assim a faixa 6tima para a obtengcao da melhor resposta analitica.
Esse tipo de avaliagdo permite também verificar se a contribuigao do efeito na
resposta é linear ou de ordem superior (mais especificamente a quadratica).

O planejamento fatorial € mais efetivo quando se tém informacgdes prévias
do sistema a ser estudado, pois isso permite a escolha direta das regides de
resposta mais relevantes para cada fator. No caso desse trabalho, os resultados
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do estudo univariado permitem fazer a selecdo efetiva dos niveis de cada um

dos fatores em estudo.

5.1.5.1.
Fosforescéncia do 2MI na presenca de Ki

Com base nos resultados obtidos no capitulo anterior optou-se por realizar
um planejamento fatorial composto central com 2 fatores (2°). Os niveis (-1), (+1)
e (0) para cada fator foram selecionados com base nas tendéncias indicadas nos
estudos univariados, j& os niveis +V2 e V2 foram obtidos de acordo com o
indicado pelo design caracteristico desse planejamento. Em geral, recomenda-se
para o planejamento composto central, o uso de cinco replicatas das medigbes
no ponto central (0,0), cuja variancia seria caracteristica para todo o sistema.
Assim sendo, para os outros oito pontos do planejamento {(+1,-1); (-1,+1),
(+1,+1); (-1,-1); (0,+V2); (0,-V2); (+V2,0) e (-V2,0)} apenas uma medicdo bastaria.
No entanto, no caso da fosforimetria, decidiu-se por utilizar seis replicatas no
ponto central e trés replicatas para cada um dos outros pontos. Essa deciséao foi
baseada na potencial nao uniformidade da varidncia associada as medicdes
usando essa técnica e, para se identificar variagbes nao-aleatérias de sinal
caracteristicas da medicao fosforescente em substrato sélido.

As variaveis foram selecionadas com base nos resultados univariados,
sendo as mesmas: (i) quantidade de Kl depositado no substrato e (ii) pH da
solugéo de analito. No caso da massa de KiI, os valores para os niveis -1; -V2; 0,
+1 e +V2 foram respectivamente 954; 1038; 1245; 1452 e 1535 ug. J4 os valores
de pH foram variados na mesma seqiéncia de niveis, sendo os valores
numéricos respectivamente 4,2; 5,0; 7,0; 9,0 e 9,8.

A matriz do planejamento bem como a andlise dos dados foi realizada com o
auxilio do programa Statistica 6.0 utilizando um nivel de 95% de confianga. A
ordem de realizagdo dos 30 experimentos foi gerada pelo programa estatistico
de forma a ser aleatéria. Os resultados dos experimentos séo indicados na
Tabela 3. A massa do analito depositada no substrato de papel foi de 65 ng (5
uL da solugéo 1x 10 mol L™).
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Tabela 3: Resultados obtidos com os experimentos do planejamento fatorial composto

central 22 usando KI como sal indutor de sinal fosforescente.

Experimento Replicata Kl, ug pH Sinal fosforescente
30 (C) 3 1245 7,0 122
1 1 1038 5,0 164
13 2 1452 5,0 196
24 3 1452 9,0 168
6 1 1535 7,0 179
17 2 1245 4,2 180
8 1 1245 9,8 149
12 2 1038 9,0 181
4 1 1452 9,0 181
3 1 1452 5,0 156
20 (C) 2 1245 7,0 121
16 2 1535 7,0 136
22 3 1038 9,0 111
23 3 1452 5,0 134
9 (C) 1 1245 7,0 118
14 2 1452 9,0 102
7 1 1245 4.2 160
15 2 954 7,0 123
26 3 1535 7,0 112
25 3 954 7,0 126
19 (C) 6 1245 7,0 106
1 2 1038 5,0 112
28 3 1245 9,8 93
29 (C) 5 1245 7,0 117
21 3 1038 5,0 105
10 (C) 4 1245 7,0 147
5 1 954 7,0 125
27 3 1245 4,2 140
18 2 1245 9,8 110
2 1 1038 9,0 161

(C) - ponto central do planejamento.

A partir dos resultados obtidos no planejamento foi possivel fazer uma
analise das variaveis e interacoes relevantes. Neste estudo, os efeitos que séo
estatisticamente importantes foram avaliados através do diagrama de Pareto,
Figura 28. Os efeitos cujas barras estavam a direita da linha diviséria (p=0,05)
devem ser considerados significativos. Os valores ao lado dos retangulos


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0521435/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0521435/CA

65

representam os valores da estatistica {-Student obtidos por meio das estimativas
dos efeitos.

(L)

lit®)]
1Lby2L

{2)pHiL)

p=05
Estimativa dos efeitos (valor absoluto)

Figura 28. Diagrama de Pareto para o 2 Ml onde L e Q sao as contribui¢des lineares e

quadraticas respectivamente e pH e [l] séo as variaveis pH e massa de Kl no substrato.

O diagrama de Pareto mostrou que, na faixa escolhida, nenhum dos
fatores foi relevante, seja para as contribui¢coes lineares ou quadraticas. Também
nao foram observadas interacdes significativas entre os fatores. As condicdes
avaliadas mostraram que nao existem diferencas significativas entre os sinais
analiticos obtidos entre os valores pH 4,2 a 9,8 quando as massas depositadas
de Kl estiverem entre 954 e 1535 pug.

A Figura 29 e a Figura 30 mostraram as superficies de resposta e a curva
de nivel que foram geradas a partir do planejamento experimental. A superficie
de resposta mostrou regides de sinal analitico fora da regido de valores
experimentais e para 0s quais 0 programa estatistico estimou respostas
baseadas na tendéncia de crescimento de sinal. Por causa disso, essa superficie
pode sugerir um resultado errdbneo na escolha de condi¢cdes experimentais para
o 2MI. Assim, a curva de nivel (Figura 28), que inclui apenas a regidao dentro dos
pontos experimentais selecionados, foi usada para melhor entender os
resultados do experimento de otimizagao.
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Figura 29: Superficie de resposta obtida no planejamento fatorial do 2 Ml na

presenca de K.
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Figura 30: Curva de nivel obtida no planejamento fatorial do 2 Ml na presencga de KiI.
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Uma vez identificadas as regides que contém o ponto de maximo e ponto
de minimo, a préxima etapa da analise da superficie de resposta seria a de
determinar quais valores das variaveis independentes nos levam ao maximo ou
ao minimo de resposta. Esta avaliagdo é feita através da derivagdo do modelo
de 22 ordem em relacdo a cada variavel independente e igualando-se a zero.
Entao, a resolucao do sistema matematico de duas equacdes e duas incognitas
foram feitos, determinando-se assim os niveis desejados. No entanto, a curva de
nivel e as variancias da superficie de resposta indicam que o sinal analitico foi
semelhante ao longo de toda a regido, mostrando a larga faixa de robustez dos
parametros pH e massa de Kl. Assim, a partir destas Informacdes, foram
escolhidas as condigbes experimentais para o 2MI na regidao préxima ao centro
do planejamento, isto &, escolheu-se 1245 pg de Kl (5 uL da solugdo 1,5 mol L)
e pH original da solu¢ao em etanol.

5.1.5.2.
Fosforescéncia do 2MI na presenca de TINO; e SDS

Um estudo multivariado similar ao descrito na segcao anterior foi realizado
para verificar a influéncia combinada do TINO; e do surfactante (SDS) no sinal
fosforescente do 2MI. Novamente, a escolha dos fatores e dos seus niveis foi
baseada nos resultados dos estudos univariados (massa de TINO; e massa de
SDS depositados no substrato). Com base nos resultados obtidos no
planejamento anterior (com sal de Kl), decidiu-se ndo avaliar a influéncia do pH.
Nesse caso, o pH foi descartado como fator, pois este provavelmente nao seria
relevante no sinal do 2MI, quando usado dentro da faixa de resposta analitica
robusta (pH entre 6,5 e 12). O pH utilizado foi o original da solugao de 2MI (pH
7,5). No planejamento fatorial composto central 2°, os valores para os niveis -1; -
V2; 0, +1 e +V2 foram respectivamente: 40; 67; 133; 200 e 226 ug de TINO; e
519; 577; 721; 865; 923 ug de SDS. A quantidade de massa depositada do
analito no substrato de papel foi de 656 ng (5 pL da solugéo 1x 10° mol L™).

A ordem de realizacdo dos 30 experimentos foi gerada pelo programa
estatistico de forma a serem realizados aleatoriamente. Os resultados dos
experimentos sao indicados na Tabela 4. Para cada ponto do planejamento, os
experimentos foram realizados em triplicatas auténticas, com exceg¢édo do ponto

central para o qual foram feitas seis replicas.
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Tabela 4: Resultados obtidos com 0s experimentos do planejamento fatorial: 2% usando

TINO; como sal indutor de sinal fosforescente

Experimento | Replicatas | TINOsg, SDS, Sinal
ug ug fosforescente
16 2 226 721 3133
23 3 200 577 2459
20 (C) 2 133 721 2794
25 3 40 721 2666
10 (C) 1 133 721 2290
7 1 133 519 3028
8 1 133 923 2828
27 3 133 519 3415
18 2 133 923 3200
29 (C) 3 133 721 3304
1 1 67 577 1840
9 (C) 1 133 721 2395
21 3 133 577 2233
17 2 133 519 3465
11 2 67 577 2119
30 (C) 3 133 721 3817
15 2 40 721 1507
24 3 200 865 2664
14 2 200 865 4032
4 1 200 865 3812
3 1 200 577 2711
26 3 226 721 3276
19 (C) 2 133 721 2842
6 1 226 721 2989
22 3 66 865 2494
5 1 40 721 1790
2 1 67 865 2977
12 2 67 865 2816
13 2 200 577 2206
28 3 133 923 2793

(C) - ponto central do planejamento.
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O diagrama de Pareto (Figura 31) resultante desse planejamento indicou a
nao relevancia da interacdo entre os fatores TINO; e SDS, dentro da faixa
estudada. Para a massa de TINO; depositada no substrato, o resultado indicou a
relevancia da contribuigéo linear desse fator, como indicada pela barra acima do
limite da linha diviséria (p=0,05). O valor positivo da estatistica t-Student,
apresentado ao lado do retdngulo, indicou a necessidade de ajuste da
quantidade de TINO;, aumentando a massa para valores superiores a 226 ug.
Fato este confirmado pela superficie de resposta que aponta crescimento do
sinal em funcdo do crescimento da massa de TINO; na regido de maior
quantidade de SDS. Pela superficie de resposta (Figura 32) e curva de nivel
(Figura 33), o aumento de sinal fosforescente para massas mais elevadas de
TINO; esta aparentemente relacionado com o aumento da quantidade de SDS.

3,85

.
(2)SDSI(L) |

£

Estimativa dos efeitos (valor absoluto)

p=05

Figura 31: Grafico de Pareto para o 2 Ml onde L € Q s&o as contribui¢des lineares e
quadraticas respectivamente e TINO3 e SDS séo as variaveis massa de TINO3 e massa
de SDS no substrato.
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Figura 32: Superficie de resposta obtida no planejamento fatorial composto central do

2MI na presenga de TINO; e SDS.
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Figura 33: Curva de nivel obtida no planejamento fatorial composto central do 2 Ml na

presenca de TINO; e SDS.
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Uma vez que o diagrama de Pareto indicou a ndo interagdo entre massa
de SDS e massa de TINO; sendo esse ultimo a unica variavel a ser ajustada, um
novo estudo univariado foi realizado, onde a massa de sal de TINO; depositada
no substrato variou de 66 ug a 999 ug. A adicao no substrato foi realizada apés a
deposicdo de 721 ug (2 adicdes de 5 L da solugdo 0,25 mol L") de SDS. A
massa de SDS foi escolhida por se tratar do ponto central do planejamento e por
ter sido indicado no estudo univariado. Esse teste foi realizado com um maior
numero de pontos (concentragdes) e com medicdo de branco para cada massa
de TINO; utilizada. O teste univariado (Figura 34) mostrou que a melhor massa
de TINO; esta proxima de 133 pg (5 pL da solugdo 0,10 mol L), confirmando
assim a condi¢cdo obtida no planejamento univariado feito anteriormente. Um
novo teste (Figura 35) foi realizado comparando-se os sinais medidos em
substratos contendo pequenas variagoes de massa TINO; (106, 120, 133, 146 e
160 ng). Embora o estudo multivariado indicasse que a massa de TINO; fosse
superior a 226 ug, os resultados dos estudos univariados indicaram que as
massas entre 120 a 146 ug (5 uL da solugdo 0,09 a 0,11 mol L), sdo
estatisticamente semelhantes. A razado para a discrepancia entre o resultado do
planejamento experimental e o resultado do estudo univariado na escolha da
melhor massa de TINO; pode estar na corre¢cdo indevida do sinal do branco
durante o planejamento experimental. O sinal de fundo do substrato de celulose
€ afetado pelo sal de TINO3, podendo crescer proporcionalmente com o aumento
da quantidade do atomo pesado, dependendo do lote e da qualidade do
substrato. Esse tipo de efeito pode nao ter sido corrigido apropriadamente no
planejamento experimental, assumindo uma pretensa uniformidade da resposta
do branco. Ja o estudo univariado foi realizado com a correcédo dos sinais dos
brancos em cada ponto e por isso a distorcdo apontada pela superficie de
resposta é corrigida.
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Fosforescéncia (unidades arbitrarias)
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Figura 34: Estudo do sinal fosforescente do 2MI em fungéo da variagdo da massa de

TINO; depositado no substrato de papel na presenga de 721 ug de SDS.
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Figura 35: Estudo do sinal fosforescente do 2MI em fungéo da variagdo da massa de

TINO; depositado no substrato de papel na presenga de 721 ug de SDS.
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As condi¢des experimentais escolhidas para a determinacao fosforimétrica

do 2MI estdo indicadas na Tabela 5, e os espectros de varredura sincronizada e

0s respectivos brancos caracteristicos indicados na Figura 36 e na Figura 37.

Tabela 5: Condicoes escolhidas para o melhor sinal fosforescente do 2MI.

Parametros

Tempo de atraso do detector, ms

Tempo de abertura do detector,

ms
Velocidade de varredura, nm min™
Aexc/Aem, NM
AL, NM
Sistema de solventes
pH
Massa de sal no substrato, ug

Massa de SDS no substrato, ug

Sal de atomo pesado

Ki TINO,
0,05
3,0
1500
285/442 277/444
157 167

etanol/H,0 - 50/50%, v/v
Original da solugao
1245 133
721
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Figura 36: Espectros de fosforescéncia de varredura sincronizada de 199 ng de 2MlI
(3,04 x 10* mol L") na presencga de 1245 pg de Kl
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Figura 37: Espectros de fosforescéncia de varredura sincronizada de 199 ng de 2MlI
(3,04 x 10* mol L") na presenga de 133 pg de TINO; e 721 ug de SDS
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5.2.
7 Metil Indol (7MI)

Para o 7MlI, foi adotada a mesma estratégia de otimizagéao feita para o 2MI.
Inicialmente um estudo univariado dos fatores mais relevantes foi realizado,
sendo os fatores escolhidos indicados a seguir: (i) influéncia da acidez e
basicidade da solugédo de analito, (ii) influéncia da quantidade do sal de atomo
pesado no substrato sélido e (iii) a quantidade do surfactante (SDS) no substrato
solido. Em seguida, foi realizado um planejamento fatorial com analise de
superficie de resposta. Todos os estudos foram realizados com 656 ng do 7MI (5
uL de solugéo 1 x10° mol L™).

5.2.1.
Estudo da influéncia da acidez e basicidade

Para avaliar o efeito da concentragao hidrogeniénica do meio, solugbes de
7 MI foram preparadas em 3 meios: acido (etanol/solugdo aquosa de HNO3),
basico (etanol/solugdo aquosa de NaOH) e em etanol/H,O 50/50, v/v. As
concentragdes finais de HNO; e NaOH foram variadas de 1,0 2 1,0 x 10* mol L™.
Os experimentos foram realizados em substratos contendo um dos sais
indutores de sinal fosforescente (830 ug Kl de potassio ou 266 pg de TINO3;) com
ou sem SDS (360 ug de SDS).

Os resultados obtidos, Figura 38, mostraram que a variacao da acidez ou
basicidade do meio causou efeito na intensidade do sinal fosforescente. O 7Ml,
na presenca de Kl, apresentou o melhor sinal fosforescente em etanol/agua. A
adicao do modificador de SDS nao melhorou o sinal fosforescente do analito. Na
presenca do sal de TINO3, o favorecimento da fosforescéncia do analito se deu
apenas na presenca de SDS, em solucdes basicas (1,0 x 10° mol L"), quando
se observou aumento de sinal. Nas solugdes excessivamente basicas ou acidas
(mol L"), o substrato de papel ficou amarelado, ndo apresentando sinal
fosforescente caracteristico do 7 MI.
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Figura 38: Influéncia da acidez e basicidade da solugao na fosforescéncia do 7 Ml
(656 ng)

5.2.2.
Estudo detalhado em fungao do pH da solucao de 7MI

Conforme apresentado no estudo anterior, o sinal fosforescente do 7Ml foi

intensificado em duas condi¢des: na presenca de Kl, a partir de solugées em

etanol e na presenga de TINO3 e de SDS a partir de solugdes basicas. Assim

sendo, se decidiu realizar um estudo detalhado usando solugdes tamponadas

cujo pH foi variado de 2 a 12. O pH medido da solucao original, em etanol/H,O,

foiigual a 7,5.

Os resultados, Figura 39, mostraram que o sinal fosforescente do 7Mi

induzido por Kl sdo similares em todos os valores de pH estudados como indica

a linha de tendéncia e os desvios-padrao obtidos.
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180 -
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Fosforescéncia (unidades arbitrarias)

4,32 5,46 7,48 8,20 9,24 10,82
pH

Figura 39: Variacédo do sinal fosforescente do 7MI (656 ng), induzido por KI, em fungao

do pH da solugéo.

Para o 7MI na presenga de TINO; e de SDS, os resultados mostraram
(Figura 40) que o sinal fosforescente foi praticamente constante entre os pH 2 e
10, ficando as variacbes do sinal fosforescente de acordo com a variagdo de
sinal analitico da técnica em substrato solido.

Fosforescéncia (unidades arbitrarias

2,35 4,26 5,93 7,82 10,24 11,84

pH

Figura 40: Variacédo do sinal fosforescente do 7MI, induzido por TINO3 na presenga de

SDS, em fungéo do pH.
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5.2.3.
Estudo da influéncia da quantidade dos sais de atomos pesados e do
SDS

Na avaliacdo da influéncia da concentracdo do Kl, massas do sal na faixa
de 208 a 1660 pg (5 pl de solugbes cujas concentragdes variaram entre 0,25 a
2,0 mol L) foram depositadas no substrato de papel.

O resultado do experimento mostrou que o sinal fosforescente de maior
intensidade foi obtido para a massa depositada de 1245 pug de KI (5 uL de
solucdo 1,5 mol L"), conforme apresentado na Figura 42. A partir desta
concentracdo, foi observado o decréscimo do sinal fosforescente provocado
provavelmente pelo efeito pré-filtro. As diferentes massas depositadas de Kl ndo
acarretaram em variagoes significativas nos Aexc € 0 Aoy do 7Ml, ficando em 286
e 441 nm, respectivamente.

A variacdo de massa depositada do sal de Kl também foi avaliada na
presenca de 360 ug de SDS, Figura 41. Embora nao tenha havido melhora na
intensidade do sinal fosforescente, pode-se observar que o SDS reduziu de 1245
para 830 (5 uL de solucdo 1,0 mol L) a massa de Kl necessaria para inducéo
de fosforescéncia maxima. Possivelmente esta redugéo ocorreu devido a uma

aproximacao mais eficiente entre as moléculas do analito e do atomo pesado.

» 1800 -

1500 -

1200 +

900 +

600 -

300 -

Fosforescéncia (unidades arbitrarias

208 415 830 1245 1660

massa de Kl depositada no substrato (ug)

—a—7M+1+SDS —e— 7Mi+1 ‘

Figura 41: Estudo do sinal fosforescente do 7MI em funcéo da variagdo da massa de Ki

depositada no substrato de substrato de celulose.
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Um estudo similar foi realizado com o TINO;, Figura 42. A massa
depositada (5 pL de solugédo do sal) foi variada até 1332 pg. Devido a limitacao
de solubilidade do sal em &gua, as massas superiores a 333 pg, foram
depositadas no substrato, por meio de adi¢cdes sucessivas de 5 uL de solucéo de
TINO; 0,25 mol L. O 7MI, na presenca de TINO;, apresentou o sinal
fosforescente mais intenso para massa depositada de 133 pg de TINO; (5 uL de
solugdo 0,10 mol L™). A variacdo de massa depositada do sal de TINO; na
presenca de SDS nado foi estudada neste momento. As diferentes massas
depositadas de TINO; ndo acarretaram em variacoes significativas nos Ae € 0

Aem do 7MI, ficando em 274 e 441 nm, respectivamente.
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800 -
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200 ~
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0 133 333 666 999 1332

massa de TINO3 no substrato (ug)

Figura 42: Estudo do sinal fosforescente do 7MI em fungéo da variagdo da massa de

TINO; depositada no substrato de substrato de celulose.

5.2.3.1.
Estudo da influéncia da concentracao SDS na presenca de TINO3;

Como ja mencionado, o TINO; e o SDS podem apresentar uma sinergia
muito importante, provocando uma amplificacdo adicional de sinal para muitas
classes de fésforos. Entdo, uma vez definida a melhor massa do TINO3, decidiu-
se avaliar o efeito da quantidade de SDS no substrato de papel. Para tal, a
quantidade de massa de SDS depositada foi variada até 1442 pg (5 pL de
solucdo de SDS entre 0 e 1,00 mol L) na presenca de 133 pg de TINO;. Para
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massas de SDS maiores que 360 ug foram realizadas adigcbes multiplas de
solucéo de SDS.

Os resultados obtidos na Figura 43 mostraram que a massa de 721 ug de
SDS (duas adigdes de 5 L de solucdo de 0,25 mol L) foi a que produziu sinal

fosforescente mais intenso.
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Figura 43: Estudo do sinal fosforescente do 7MI em fungéo da variagdo da massa de

SDS depositado no substrato de papel na presenga de 133 ug de TI.

Os estudos univariados mostraram que o sinal fosforescente mais intenso
foi obtido na presenca de 133 pg do sal de TINO; (5 pL de solucdo 0,10 mol L™)
e 721 pg de SDS (duas adicées de 5 pL de solucdo de 0,25 mol L”). Em

principio, o pH ndo parece ser um fator relevante na emisséo fosforescente.

5.2.4.
Estudo multivariado

Assim como foi feito para o 2MI, o estudo multivariado do 7MI foi realizado
para as duas condi¢des estudadas, ou seja, na presenca do sal indutor de Kl e
na presenca do TINOs.
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5.24.1.
Fosforescéncia do 7MI na presenca de Ki

Com base nos resultados obtidos até entdo, optou-se por realizar um
planejamento fatorial composto central com 2 fatores (2°). As variaveis foram
selecionadas com base nos resultados dos estudos univariados, sendo: (i)
quantidade de Kl depositado no substrato e (ii) pH da solugdo de analito. Os
niveis (-1), (+1) e (0) para cada fator foram selecionados com base nas
condi¢des de contorno e pela indicagao de tendéncias dos estudos univariados,
ja os niveis +V2 e -2 foram obtidos de acordo com o indicado pelo design
caracteristico desse planejamento. No caso da massa de KI, os valores foram
respectivamente 954; 1038; 1245; 1452 e 1535 ug. Ja os valores de pH foram
variados na mesma seqUéncia de niveis, sendo os valores numéricos
respectivamente 6,2; 6,5; 7,2; 7,9 e 8,2. A ordem de realizacao dos experimentos
foi gerada pelo programa estatistico de forma a ser aleatéria. Os resultados dos
experimentos séo indicados na Tabela 6.

O diagrama de Pareto (Figura 44) indica que nenhum dos fatores foi
relevante (contribuicdo linear ou quadratica) dentro da faixa de valores de
estudo. Também nao foram observadas interacdes significativas entre os fatores
avaliados. A partir dos resultados do planejamento verificou-se que nao ha
diferenca significativa entre as massas depositadas de Kl de 954 a 1535 g e
entre os valores de pH de 6,2 e 8,2. Pelo grafico de superficie de resposta
(Figura 45), percebe-se apenas uma leve curvatura, indicando também a nao
relevancia da interagdo entre as variaveis, fato este também mostrado no
diagrama de Pareto. Vale salientar que na andlise dos resultados da superficie
de resposta, levou-se em consideragdo o detalhe na figura da dispersao dos
resultados em cada ponto do planejamento.
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Tabela 6: Resultados obtidos com os experimentos do planejamento fatorial composto

central 22 usando KI como sal indutor de sinal fosforescente.

Experimento | Replicatas Kl,ug pH Sinal
fosforescente
20 (C) 2 1245 7,2 538
19 (C) 2 1245 7,2 373
9 (C) 1 1245 7,2 335
12 2 1038 7.9 393
1 1 1038 6,5 362
30 (C) 3 1245 7,2 429
14 2 1452 7.9 272
17 2 1245 6,2 547
4 1 1452 7,9 228
7 1 1245 6,2 502
2 1 1038 7.9 305
16 2 1535 7,2 466
3 1 1452 6,5 318
23 3 1452 6,5 446
26 3 1535 7,2 444
24 3 1452 7,9 423
6 1 1535 7,2 401
21 3 1038 6,5 296
10 (C) 1 1245 7,2 229
5 1 954 7,2 513
27 3 1245 6,2 511
22 3 1038 7,9 523
25 3 954 7,2 515
11 2 1038 6,5 669
15 2 954 7,2 623
13 2 1452 6,5 615
8 1 1245 8,2 473
18 2 1245 8,2 550
28 3 1245 8,2 576
29 (C) 3 1245 7,2 610

(C) - ponto central do planejamento.
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-1,28
A

Estimativa de erros (valor absoluto)

Figura 44: Diagrama de Pareto para o 7 Ml onde L e Q sao as contribui¢des lineares e

quadraticas respectivamente e pH e [Kl] sdo as variaveis pH e massa de Kl no substrato.
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Figura 45: Superficie de resposta obtida no planejamento fatorial do 7MI na presenca K.
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Os resultados apontaram robustez dentro da faixa estudada, sendo essa
conclusdao baseada na magnitude dos desvios-padrdo (mostrada com mais
detalhes na superficie de resposta) e no comportamento observado
anteriormente para o composto 2MIl. Sendo assim, foi escolhido para os
préximos estudos o meio etanol/agua (pH 7,5) e massa de Kl igual a 1245 pg.

5.2.4.2.
Fosforescéncia do 7MI na presenca de TINO; e SDS

No caso do 7 MI na presenca de TINO; e SDS, a partir dos resultados
obtidos nos estudos univariados, optou-se por realizar um planejamento fatorial
com composto central com 3 fatores (2°) para se verificar a validade da exclusao
do pH no planejamento do 7 Ml na presencga de TINO3, realizado anteriormente.
As variaveis selecionadas foram: (i) quantidade de TINO; depositado no
substrato, (ii) quantidade de SDS depositado no substrato e (iii) pH da solugao
de analito. Os valores de massa de TINO; para os niveis -1; V2; 0, +1 e +V2
foram respectivamente 66; 93; 133; 173 e 200 pug. Na caso do SDS as massas
foram 476; 577; 721; 865 e 966 ug, respectivamente. Os valores de pH foram
variados na mesma seqléncia de niveis, sendo o0s valores numéricos
respectivamente 6,7, 7,0; 7,5; 8,0 e 8,3. A ordem de realizacdo dos 48
experimentos foi gerada pelo programa estatistico de forma a ser aleatéria. Os
resultados dos experimentos s&o indicados na Tabela 7.

A partir dos resultados do planejamento (diagrama de Pareto na Figura 46)
foi possivel verificar que definitivamente o efeito do pH néo foi relevante na faixa
quando as massas depositadas de TINO; estdo entre 66 e 200 pug e se as
massas de SDS estiverem entre 476 e 966 pg. Ja para o SDS e para o TINOs,
verificou-se que suas contribuicbes lineares eram relevantes na emissdo
fosforescente do 7MI. A contribuicdo quadratica do SDS também foi
estatisticamente relevante. Entretanto, o diagrama nao apontou interacdes
significativas entre os fatores avaliados. A partir dos resultados obtidos no
planejamento, o programa estatistico apontou os valores de massas de TINO; e
de SDS que podem nos levar ao maximo sinal fosforescente do 7MI. Neste caso,
estas condicdes foram 173 ug para massa TINO; e 807 ug para massa de SDS.
No entanto, ao se avaliar a superficie de resposta (Figura 47) e a curva de nivel
(Figura 48), que consideraram o sinal em funcdo das massas de SDS e TINOs,
percebeu-se que existe uma ampla faixa para a escolha desses parametros.
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central 2% usando TINO5; como sal indutor de sinal fosforescente.
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Experimento | Replicatas Talio, SDS, pg pH Sinal
Mo fosforescente
26 2 200 721 7,5 550
13 1 133 721 6,7 370
3 1 93 865 7,0 460
20 2 93 865 8,0 325
41 3 66 721 7,5 245
45 3 133 721 6,7 452
24 2 173 865 8,0 356
39 3 173 865 7,0 505
35 3 93 865 7,0 300
27 2 133 476 7,5 245
44 3 133 966 7,5 362
33 3 93 577 7,0 144
21 2 173 577 7,0 365
10 1 200 721 7,5 436
4 1 93 865 8,0 458
6 1 173 577 8,0 247
32 2 133 721 7,5 523
43 3 133 476 7,5 213
37 3 173 577 7,0 393
34 3 93 577 8,0 315
36 3 93 865 8,0 504
16 1 133 721 7,5 697
9 1 66 721 7,5 424
5 1 173 577 7,0 432
12 1 133 966 7,5 416
23 2 173 865 7,0 864
30 2 133 721 8,3 633
8 1 173 865 8,0 942
46 3 133 721 8,3 595
2 1 93 577 8,0 203
29 2 133 721 6,7 467
14 1 133 721 8,3 462
42 3 200 721 7,5 511
11 1 133 476 7,5 334
18 2 93 577 8,0 293
1 1 93 577 7,0 368
48 3 133 721 7,5 679
22 2 173 577 8,0 607
28 2 133 966 7,5 582
25 2 66 721 7,5 455
47 3 133 721 7,5 616
19 2 93 865 7,0 665
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Figura 46: Diagrama de Pareto para o 7 Ml onde L e Q sao as contribui¢des lineares e

quadraticas respectivamente e os termos pH, TINO; e SDS s&o respectivamente as

variaveis pH e massa de TINO; e massa de SDS no substrato.
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Figura 47: Superficie de resposta obtida no planejamento fatorial 2° do 7MI em funcéo
das variaveis TINO; e SDS.
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Figura 48: Curva de nivel obtida no planejamento fatorial 2° do 7MI em fungao das
variaveis TINO; e SDS.
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Embora o teste multivariado indicasse que a melhor massa de TINO; era
173 g, pode-se verificar pelo teste univariado (Figura 49) que as massas entre
67 e 335 pg apresentaram sinais fosforescentes da mesma magnitude,
indicando a robustez do parametro. Devido as limitacées de solubilidade do
SDS, a massa escolhida foi de 721 pg (2 adi¢cdes sucessivas de 5 pL de solugao
0,25 mol L.
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Figura 49: Estudo do sinal fosforescente do 7MI em funcéo da variagdo da massa de

TINO; depositado no substrato de papel na presenca de SDS.

AplGs este estudo sistematico das caracteristicas fosforescentes do 7Ml
concluiu-se que a presenca dos sais de Kl e TINO; sdo fundamentais para a
amplificagéo de sinal fosforescente. O uso do SDS na presencga do sal de TINO;
foi um fator importante para amplificacao do sinal fosforescente. As condi¢cdes
experimentais escolhidas para a determinacdo fosforimétrica do 7MI estado
relacionadas na Tabela 8 e os espectros sincronizados caracteristicos do 7Ml e
seus brancos em substrato de celulose sao indicados na Figura 50 e Figura 51.
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Tabela 8: Condicoes escolhidas para o melhor sinal fosforescente do 7MI.

Parametros Sal de atomo pesado
Kl de potassio Nitrato de TINO;
Tempo de atraso do detector, ms 0,05
Tempo de abertura do detector, ms 3,0
Velocidade de varredura, nm min” 1500
Aexc/Aem, NM 286/442 274/441
AN, nm 156 167
Sistema de solventes etanol/H,0 - 50/50%, v/v etanol/H,0 - 50/50%, v/v
pH Original da solugéao
Massa de sal no substrato, g 1245 133
Massa de SDS no substrato, ug 721
265,3
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Figura 50: Espectros de fosforescéncia de varredura sincronizada de 269 ng de 7MI
(4,10 x 10 mol L") na presenca de 1245 ug de K
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Figura 51: Espectros de fosforescéncia de varredura sincronizada de 203 ng de 7MlI
(3,10 x 10* mol L") na presenca de 133 ug de TINO; e 721 ug de SDS
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