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Resumo

Wagner Felippe Pacheco; Aucélio, Ricardo Queiroz. Novas abordagens
analiticas para a determinacdo de ciclofenil por fluorimetria apds
derivacdo fotoquimica e para as determinacbes voltamétricas de
estrobilurinas utilizando o eletrodo de mercurio e de Cu (I1) utilizando
0 eletrodo de filme de bismuto. Rio de Janeiro, 2008. 145p. Tese de
Doutorado - Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catolica do
Rio de Janeiro.

Neste trabalho, novas abordagens analiticas para a determinagdo
seletiva de ciclofenil, estrobilurinas (azoxistrobina e dimoxistrobina) e Cu (lI)
foram desenvolvidas. A determinacdo do ciclofenil foi feita por meio do sinal
fluorescente obtido apds sua fotoderivacdo com UV. Para se alcancar maxima
fluorescéncia (250/410 nm), as condi¢des Otimas para derivacdo fotoquimica e
para medicdo espectrofluorimétrica foram otimizadas de forma univariada e, em
seguida, por meio da otimizacdo multivariada (planejamento composto central).
Os valores otimizados mais criticos foram 2 h de tempo de exposi¢do ao UV em
meio metanol/tampdo Britton-Robinson pH 10,5. Um mecanismo para a reagéo
fotoquimica foi proposto, com a indicacdo da estrutura de dois provaveis
fotoderivados. Nestas condicdes, a resposta analitica teve comportamento linear e
homoscedastico (r* = 0,9951), sendo o limite de deteccdo (LQ) e o limite de
quantificacdo (LQ) para determinacdo espectrofluorimétrica respectivamente
iguais a 1,1 x 10® mol L™ e 3,7 x 107 mol L™. A faixa linear do método se
estendeu até 8 x 10®° mol L™. Esta metodologia se mostrou adequada para a
determinacdo do ciclofenil em formulagdes farmacéuticas com recuperacfes de
98,3 + 3,9 %. Para as determinacfes em urina, se fez necessario o uso da
separagdo cromatografica em fase liquida. Nesse caso, o sinal fluorescente de um
dos picos do derivado fotoquimico (tempo de retencdo em 7.0 min) foi escolhido.
Eficiente separacao do sinal da matriz foi obtida em coluna C-18 usando modo de
eluicdo gradiente e fase movel contendo metanol/agua. O uso de padrdo interno
(acetato de m-toluil) permitiu recuperacGes de 99,5 + 3,4 % do analito em urina

fortificada. No caso da determinacdo seletiva de Cu (Il) por voltametria de
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redissolugdo anddica utilizando eletrodo de filme de bismuto, foi necessério
inicialmente resolver a interferéncia entre os picos de redissolucdo do Cu (1) e do
Bi (I11), j& que ambos aparecem em aproximadamente +80 mV. A interferéncia foi
contornada com a adicdo de peroxido de hidrogénio, que provocou o
deslocamento do potencial de redissolugdo do Cu (ll) para +200 mV,
provavelmente devido a deposicdo de espécies oxidadas de cobre no filme de
bismuto. As condicBes experimentais e instrumentais foram otimizadas, de forma
univariada, para se obter um maximo de sinal analitico do Cu (Il) sendo, para tal,
escolhidas as seguintes condicOes: potencial de deposicdo em -1400 mV,
velocidade de varredura de 400 mV s™, 100 mV de amplitude, 120 s de tempo de
deposicdo e modo de varredura de onda quadrada. Nestas condicdes, foi
encontrado uma resposta analitica linear (R*> = 0,9927) e homoscedastica entre a
concentracdo de Cu (I1) e a altura do pico de redissolu¢do. O método foi aplicado
em amostras de cachaga onde se obteve valores de LD e de LQ respectivamente
iguais a 2,9 x 107 mol L e 9,5 x 107 mol L™ respectivamente. Os resultados
obtidos destas determinacdes foram comparados com 0s provenientes de outra
técnica (espectrofotometria de absorcdo atdbmica com forno de grafite) e ndo foi
encontrada nenhuma diferenca estatistica entre estas duas técnicas. A viabilidade
da determinacdo simultanea de Cd (Il) e de Pb (1I) também foi estudada e uma
condicdo experimental de compromisso estabelecida. Para a estrobilurinas, um
método voltamétrico sensivel e seletivo foi desenvolvido para a aplicacdo em
alimentos, &gua de rio e suco industriais. As condigdes instrumentais foram
desenvolvidas de modo a se obter um maximo de sinal analitico para
determinacdo simultdnea de azoxistrobina e dimoxistrobina no eletrodo de
mercurio. As condicGes otimizadas foram: potencial inicial em -300 mV, 150 mV
de amplitude, velocidade de varredura de 300 mV s, modo de varredura de onda
quadrada. Nestas condi¢cdes foram observados sinais para a azoxistrobina e para a
dimoxistrobina respectivamente em -928 e -650 mV. Respostas lineares (R*>0,99)
e homoscedaésticas foram observadas com LD e LQ de 3,6 x 10 " mol L e 1,2 x
10 mol L™ para azoxistrobina e de 7,1 x 107 mol L™ e 2,4 x 10°® mol L™ para
dimoxistrobina. Seletividade suficiente foi observada para a determinacéo desses
dois analitos em amostras complexas, ndo sendo observada interferéncia de outras
estrobilurinas tais como a piraxistrobina e picoxistrobina. Um mecanismo simples

para as reag0es redox foi proposto.
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Abstract

Wagner Felippe Pacheco: Aucélio, Ricardo Queiroz. New analytical
approaches for spectrofluorimetric determination of cyclofenil after
photochemistry derivation and for strobilurin  voltammetric
determination using mercury electrode and Cu (Il) voltammetric
determination using bismuth film electrode Rio de Janeiro, 2008. 145p.
Tese de Doutorado - Departamento de Quimica, Pontificia Universidade
Catdlica do Rio de Janeiro.

In this work, analytical approaches for the selective determinations of
cyclofenil, stroblilurins (azoxystrobin and dimoxystrobin) and Cu (Il) have been
developed. The determination of cyclofenil was made by taking advantage of their
fluorescent photoderivative. In order to achieve maximum fluorescence (250/410),
the best conditions for derivatization and for the analytical measurements have
been optimized firstly by univariate approach and then by a multivariate way
(central composite design). The optima conditions were: 2 h of UV exposition
time and solvent system composed by methanol/Britton-Robinson buffer pH 10.5.
A mechanism for this photochemical reaction has been proposed, with the
indication of the structure of two most probable photoderivades. In such
conditions, the analytical response presented a linear and homocedastic behavior
(r’=0,9951) up to 8 x 10° mol L™ Limit of detection (LQ) and limite of
quantification (LQ) for the spectrofluorimetric determination were respectively
1.1 x 108 mol L™ and 3.,7 x 107 mol L™. The methodology was proven to be
adequate to quantify cyclofenil in pharmaceutical formulations with mean
recovery of 98.3 + 3.9%. For the determination of cyclofenil in urine, it was
necessary the use of a separation technique (HPLC). In such case, the fluorescent
signal from one of its photochemical derivatives (7.0 min retention time) was
chosen. Efficient separation from the matrix background was achieved using a C-
18 column, gradient elution using methanol/water system. The use of an internal
standard (m-toluil acetate) allowed recoveries of 99.5 + 3.4 % for cyclofenil
fortified urine samples. In the case of the selective anodic stripping voltammetric
determination of Cu (II) using bismuth film electrode, the overlapping between
Cu (I) and Bi (I1) needed to be eliminated, since both species present re-

dissolution peaks near +80 mV. The interference was solved by the addition of
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hydrogen peroxide in the working cell which caused the shifting of Cu (II) re-
dissolution peak to +200 mV, probably caused by the deposition of oxidated
copper species on the electrode surface. The experimental and instrumental
conditions have been optimized in an univariated way in order to achieve a
maximum analytical signal for Cu (I1). As a result, the optimized conditions were:
-1400 mV of deposition potential, 400 mV s™ scan rate, 100 mV amplitude. In
such conditions, a linear and homoscedastic behavior (> = 0,9927) analytical
response was found. The method has been applied for sugarcane spirit samples
where values of 2.9 x 107 mol L™ and 9.5 x 107 mol L™ were achieved
respectively for LD and LQ. The results from such determinations had been
compared with the ones from another technique (graphite furnace atomic
absorption spectrometry) with statistically similar results. The simultaneous
determination of Cd (Il) and Pb (Il) was also achieved using a compromised
condition. For the strobilurins, a sensible and selective voltammetric method was
developed to be applied in foods, river water and industrial juices. The
experimental conditions have been developed in order to achieve a maximum
analytical signal for the simultaneous determination of azoxistrobin and
dimoxistrobin in the hanging mercury drop electrode. The optimized conditions
were: deposition potential at -300 mV, 150 mV amplitude, 300 mVs™ using the
square wave mode. In such conditions, the azoxystrobin and the dimoxystrobin
peaks were found at — 928 mV and -650 mV respectively. Linear analytical
response (r>>0,99) and homoscedastic behavior have been observed. LD and LQ
where respectively 3.6 x 10”7 mol L™ and 1,2 x 10° mol L™ for azoxystrobin and
7.1 x 107 mol I and 2.4 x 10 ® mol L™ for dimoxystrobin. Enough selectivity
was achieved in complex samples and no interferences from others strobilurins
(piraxystrobin and picoxystrobin) was found. A simple mechanism for the redox

process at the mercury electrode was proposed.

Key-words
Cyclofenil, spectrofluorimetry, Photochemical derivatization, HPLC,

Voltammetry, Sugar cane spirits, BiFE, Strobilurins.
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ciclofenil em funcdo do volume da fase aquosa e tempo de UV

Figura 22 — Curva de nivel para a fluorescéncia do fotoderivado do
ciclofenil em funcdo do volume da fase aquosa e pH

Figura 23 — Curva de nivel para a fluorescéncia do fotoderivado do
ciclofenil em funcéo do tempo de UV e pH

Figura 24 — Representagdo esquematica de um planejamento de corpo
central CCC.

Figura 25 — Superficie de resposta em fun¢édo do tempo de UV e do pH.

Figura 26- Grafico de Pareto para o segundo planejamento experimental.

Figura 27 - Espectros para uma solucdo de ciclofenil 1,0 x 10° mol L™,
solucdo 10% &gua, 90% metanol, pH 10, no caso de: (1), irradiado por
2h e (2) ndo irradiado

Figura 28 — Espectro de CG-MS para uma solucdo 1,00 x10° mol L™ de
ciclofenil irradiado (espectro de fragmentacdo do tempo de retencéo de
33,15 min).

Figura 29 — Mecanismo sugerido para a formacdo do fotoproduto do
ciclofenil

Figura 30 — Espectro de massa do ciclofenil obtido por MALDI-TOF/MS

Figura 31 — Curva analitica para a determinacdo espectrofluorimétrica do
ciclofenil apos fotoderivatizagéo.

Figura 32 — Cromatograma obtido para uma injecdo de 20 uL de uma
solucdo de ciclofenil 1,00 x 10 usando eluicdo isocratica com

metanol/agua 80/20% v/v e coluna C-18 de 15 cm de comprimento.
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Figura 33 — Cromatograma obtido com injecdo de 20 uL de uma solucdo de
urina enriquecida (1,0 x 10° mol L™) com ciclofenil.

Figura 34 — Estrutura quimica do acetato de m-toluil

Figura 35 — Cromatogramas de: a) Branco, b) Padrdo Interno irradiado, c)
Ciclofenil irradiado.

Figura 36 — Curva analitica com padronizagdo interna para o ciclofenil
irradiado.

Figura 37 — Influéncia do potencial de deposicdo para A) azoxistrobina e
B) dimoxistrobina.

Figura 38 — Influéncia do tempo de deposicdo para A) azoxistrobina e B)
dimoxistrobina.

Figura 39 — Influencia da amplitude do potencial sobre o sinal analitico da
A) azoxistrobina e B) dimoxistrobina.

Figura 40 — Influencia do incremento de potencial sobre o sinal analitico
para A) azoxistrobina e B) dimoxistrobina

Figura 41 — Influéncia da freqliéncia de aplicacdo do potencial sobre o sinal
analitico para A) azoxistrobina e B) dimoxistrobina

Figura 42 — Voltamograma ciclico de uma solugdo 1,0 x 10 mol L™ de
dimoxistrobina, velocidade de varredura de 100 mV s™.

Figura 43 — Voltamograma ciclico de uma solugdo 1,0 x 10* mol L™ de
azoxistrobina, velocidade de varredura de 100 mV s™.

Figura 44 - Relacgdo entre a corrente de pico e a raiz quadrada da velocidade
de varredura ciclica para a dimoxistrobina.

Figura 45 - Relacéo entre a corrente de pico e a raiz quadrada da velocidade
de varredura ciclica para a azoxistrobina

Figura 46 — Relagdo entre a corrente de pico e a frequéncia de aplicacdo de
potencial para a dimoxistrobina.

Figura 47 — Relacdo entre a corrente de pico e a frequéncia de aplicacdo de
potencial para a azoxistrobina.

Figura 48 — Voltamograma de onda quadrada para uma solugdo 1,0 x 10°®
mol L™ de dimoxistrobina.

Figura 49 — Relacdo entre o potencial do pico e a freguiéncia.

Figura 50 — Curva analitica para (A) azoxistrobina e (B) dimoxistrobina.

Figura 51 - Voltamogramas para concentracBes sucessivas de
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dimoxistrobina e azoxistrobina (5,0 x 10®, 3,0 x 107, 5,0 x 107, 7,0 x
107,9,0x107e 1,1 x 10° mol L)

Figura 52 — 12 derivada de um voltamograma de uma solugéo 1,0 x 10 mol
L™ de Cu utilizando BiFE.

Figura 53 — 22 derivada de um voltamograma de uma solucdo 1,0 x 10”° mol
L™ de Cu (I1) utilizando BiFE.

Figura 54 — Relacdo entre a corrente de pico e a concentracdo de Cu (I1),
para (A) intervalo de 1,6 x 107 a 1,3 x 10-6 mol L™ e em (B) intervalo
de 1,6 x 107 a 6,0 x 107 mol L™,

Figura 55 — Influéncia da concentracdo de perdxido sobre a corrente do pico
de redissolucédo do Cu (Il) para concentracfes de Cu (Il) de: A) 1,6 x
10°mol L™, B) 6,3x 107" mol L e C) 1,6 x 10" mol L™.

Figura 56 — Efeito da concentracdo de Bi (I11) sobre a corrente do pico de
redissolucdo do Cu (I1). Concentracdo de Cu (I1) 4,8 x 107 mol L™,
concentracdo de peroxido 0,10% v/v.

Figura 57 — Estudo do tempo de deposicdo de Cu (Il)/formacdo do BIFE.
Concentragéo de Bi (111) 3,0 mg L™, concentragdo de peréxido 0,10%
viv.

Figura 58 — Influéncia da frequéncia de aplicacdo de potencial para a
corrente do pico de redissolucéo do Cu (11).

Figura 59 — Influéncia do incremento de potencial sobre a corrente do pico
da redissolugéo do Cu (I1).

Figura 60 — Influéncia da amplitude de aplicacdo do potencial sobre a
corrente do pico da redissolucéo do Cu (I1).

Figura 61 — Voltamograma ciclico de uma solugdo de Cu (I1) em eletrodo
de carbono vitreo no caso de (A) auséncia de H,O, e (B) presenca de
H,0,. Ambos registrados a 100 mV s™.

Figura 62 — Multiplos voltamogramas ciclicos para uma solucéo de Cu (I1)
contendo H,0s,.

Figura 63 — Influéncia da amplitude sobre o pico de redissolucdo para Cd
(1), Pb (I1) e Cu (I1).

Figura 64 — Influéncia da freqliéncia de aplicacdo de potencial sobre o pico
de redissolugéo para Cd (1), Pb (1) e Cu (I1).

Figura 65 — Influéncia do incremento de potencial sobre o pico de
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redissolucdo para Cd (1), Pb (11) e Cu (I1).

Figura 66 — Influéncia do tempo de deposicédo sobre o pico de redissolucéo
para Cd (1), Pb (1) e Cu (II).

Figura 67 — Curvas analiticas para: a) Cd (1), b) Pb (I1) e ¢) Cu (1)
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para as curvas analiticas de Cd (1), Pb (1) e Cu (11)
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Acrénimos

o BIFE — Eletrodo de filme de bismuto

o HPLC — Cromatografia liquida de alta eficiéncia

o CG-MS - Espectrometria a gas acoplado a espectrdmetro
de massas.

o HMDE - Eletrodo de gota pendente de mercurio

o MFE — Eletrodo de filme de mercurio

o GCE — Eletrodo de carbono vitreo
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