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REsuMo

Este trabalho teve como objectivo, o desenvolvimento de um método

electroquímico, para quantificação do fármaco carbamazepina (CBZ) em águas

contaminadas.

Neste trabalho foram utilizados quatro métodos voltamétricos: a voltametria

cíclica, a voltametria de varrimento linear, a voltametria de onda quadrada e a

voltametria de impulso diferencial. Os eléctrodos de trabalho utilizados foram, o

eléctrodo de mercúrio de gota suspensa, o eléctrodo de carbono vítreo clássico e um

eléctrodo de carbono vítreo modificado com um filme de nanotubos de carbono de

paredes múltiplas (MWCNTs). O eléctrodo de mercúrio de gota suspensa permitiu o

estudo da redução da CBZ numa região de potencia! mais catódico, e os eléctrodos de

carbono vítreo, com e sem modificação, permitiram o estudo da oxidação da CBZ

numa região de potencial mais anódico.

Nas condições experimentais estudadas, o eléctrodo de mercúrio de gota

suspensa revelou ser um sensor voltamétrico pouco eficaz na determinação

quantitativa da carbamazepina, em amostras com uma matriz complexa. Entre os

eléctrodos de carbono vítreo, o eléctrodo de carbono vítreo modificado com os

MWCNTs revelou ser o sensor voltamétrico mais eficaz e sensível, na detecção e

determinação da carbamazepina. Modificado com um filme de nanotubos de carbono

de paredes múltiplas, que previamente foram dispersos em

dihexadecilhidrogenofosfato (DHP) e água, este novo eléctrodo permitiu obter uma

resposta electroquímica da CBZ, consideravelmente superior ao eléctrodo não

modificado.

Utilizando a voltametria de varrimento linear e as condições experimentais

consideradas óptimas, o eléctrodo nanoestruturado permitiu obter uma relação linear

entre o sinal medido e a concentração da CBZ no intervalo 0.13 - 1.60 pM (30.7 - 378

Irg L 
1), com os limites de detecção e quantificação mais baixos, até à data reportados

com métodos electroquímicos (0.0a e 0.14 pM, respectivamente).

O eléctrodo modificado foi aplicado na quantificação da CBZ, em formulações

farmacêuticas, em águas naturais tratadas e em amostras de águas residuais, ambas
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dopadas, obtendo-se taxas de recuperação consideravelmente elevadas {.100.6%,

98.O%, 95.8%, respectivamente).

Os resultados obtidos, na análise da CBZ em amostras ambientais, com o

eléctrodo modificado, foram comparados com resultados obtidos por HPLC-UV e LC-

ESI-MS/MS, validando o método electroquímico desenvolvido neste trabalho.
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DSVELOpUENT OF ETECTROcHEMICAL METHODS FOR PHAnMACEIITICAI^s

QUÁNTIFICATION IN CONTAITIINED WATER SATIPLES

Arsrnacr

The aim of this work was to develop a new electrochemical method for the

quantification of carbamazepine (CBZ) in contaminated waters.

ln this study, four voltammetric methods were used: cyclic voltammetry, linear

sweep voltammetry square wave voltammetry and differential pulse voltammetry.

The working electrodes used were the hanging mercury drop electrode (HMDE), the

classical glassy carbon electrode (GCE), and a glassy carbon electrode modified with a

film of multi-walled carbon nanotubes (MWCNTs). Using HMDE, the reduction of CBZ

was studied in the cathodic potential region. The CGE sensors, with or without

modification, allowed the study of CBZ oxidation in the anodic potential region.

!n the tested conditions, the results obtained for the quantification of CBZ using

the HMDE sensor were not very satisfactory, especially when more complex samples

were analysed. When the MWCNTs-dihexadecyl hydrogen phosphate (DHP) film-

coated GCE was used for the voltammetric determination of CBZ, the results obtained

showed that this modified electrode exhibits excellent enhancement effects on the

electrochemical oxidation of CBZ. The oxidation peak current of CBZ at this film-

modified electrode increased significantly, when compared with that at a bare glassy

carbon electrode. The enhanced electrooxidation and voltammetry of CBZ at the

surface of MWCNTs-DHP film coated GCE in phosphate buffer solution (pH 6.71) was

attributed to the unique properties of MWCNTs such as large specific surface area and

strong adsorptive properties providing more reaction sites.

The proposed method was applied to the quantification of CBZ in

pharmaceutical formulations, drinking water and wastewater samples with good

recoveries and low limits of detection and quantafication (0.04 and 0.14 lrM,

respectively), and was positively compared with chromatographic techniques usually

used in the quantification of pharmaceuticalcompounds in environmentalsamples.
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HPLC-UV and LC-ESI-MS/MS were also used in the quantification of CBZ in

pharmaceutical formulations and wastewater samples to prove the importance and

accuracy of this voltammetric method.
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Lrsra nr ASREvTATURAS n SÍIasoros

CBZ - carbamazepina

Cl/ - vohametria cíclica (cyclic voltommetryl

CNTs - nanotubos de carbono (corbon nonotubesl

DPV - voltametria de impulso diferencial ldifferentiol pulse voltommetryl

DH P - d i h exad eci I h id roge nofo si ato ld i hexo decy I hy d ro g e n fosfotel

E - potencial

$ - potencial inicial

Er- potencialfinal

Er - energia de Fermi

Ef - potencial do par redox

Eo - potencial no máximo do pico

/- frequência

GCE - eféctrodo de carbono vítreo lglossy corbon electrodel

HMDE - eléctrodo de gota de mercúrio suspensa lhonging mercury drop eledrodel

Í" - intensiade da corrente anódica

í. - intensidade da corrente catódica

íc - intensidade da corrente capacitiva

ír- intensidade da corrente faradaica

í, - intensidade de corrente no máximo do pico (relativamente à linha de base)

ISV - voltametria de varrimento linear llineor sweep voltommetryl

MWCNTs - nanotubos de carbono de paredes múltiplas lmulti-wolled corbon

nonotubesl

MWCNTs-DHP/GCE - eléctrodo de carbono vítreo modificado com um filme de

nanotubos de carbono de paredes múltiplas - dihexadecilhidrogenofosfato

mlz- razão massa carga

SWCNTs - nanotubos de carbono de paredes simples lsingle wolled corbon nonotubesl

SUAI-voltametria de onda quadrada lsquore wove voltommetryl

SPE - extracção em fase sólida lsolid phose extroctionl

SMDE - eléctrodo de gota de mercúrio estática lstotic mercury drop eledrodel

-vi-



t - tempo

v - velocidade de varrimento
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lntrodução

O elevado consumo de fármacos tem vindo a tornar-se um problema ambiental

relevante. Um grande volume de substâncias farmacêuticas é usado na prevenção,

diagnóstico e tratamento de doenças em humanos e animais. A média mundial per

copito de consumo de fármacos, por ano, está estimada em cerca de 15 g, sendo que

nos países industrializados este valor encontra-se entre 50 e 150 g (Batt et o1.,2006).

Uma grande parte dos fármacos não é completamente degradada após a sua

aplicação. Como resultado, os metabolitos dos fármacos e algumas formas inalteradas

são excretadas através das fezes e urina, entrando subsequentemente no ecossistema

(Lin et oí., 2009).

As estações de tratamento de águas residuais actuam como principal porta de

entrada de fármacos de uso humano nos cursos de água, enquanto os de uso animal

são normalmente descarregados directamente no ecossistema. Num primeiro estudo

sobre a presença de fármacos e seus resíduos em águas, 80% de 32 fármacos

seleccionados foram detectados pelo menos numa estação de tratamento de águas

residuais, enquanto 20 fármacos diferentes e 4 metabolitos correspondentes foram

detectados em rios e lagos (Ternes, 1998; Wick et ol., 2OO9l. Por exemplo, a

carbamazepina foi detectada em águas subterrâneas a uma concentração de 610 ngl 1,

o ácido clofíbrico e o diclofenac de sódio foram encontrados em águas superficiais

numa concentração entre 10 e 165 ng fr e 10 ng L 
1, respectivamente (Drewes et ol.,

ZilOà;Johnson et ol., 2008).

Na última década, os investigadores tem então detectado uma grande

variedade de fármacos no ambiente aquático. Esta detecção tem sido feita utilizando

as técnicas analíticas mais avançadas, tornando possível detectar contaminantes ao

nível do nanograma por litro (Kolpin et ol., 2OO3; Till, 2003). Até agora, os métodos

analíticos mais reportados na literatura têm sido: a cromatografia gasosa (GC) e a

cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), geralmente combinadas com a

espectrometria de massa (GC-MS, LC-MS); a electroforese capilar - espectrometria de

massa e a cromatografia líquida de alta eficiência - fluorimetria fotoquimicamente

induzida (LC-PlFl (La Farre et o1.,2ü)1; Ahrer et o1.,2001; Gonzalez-Barreiro et ol.,
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2003; Andreozzi et ol., 2OO2l. No entanto, estes métodos requerem equipamentos

sofisticados, reagentes dispendiosos e vários passos de manipulação das amostras,

tornando-se assim necessário procurar métodos analíticos alternativos.

Os métodos electroquímicos, tais como as voltametrias, apresentam-se como

uma alternativa viável, dado que proporcionam uma série de vantagens práticas e

económicas. Especialmente, quando a selectividade, sensibilidade e rapidez da

determinação podem ser melhoradas, usando estratégias de transdução específicas e

simples.

Entre as vantagens analíticas das técnicas voltamétricas incluem-se uma

excelente sensibilidade, com um intervalo de concentração linear muito alargado,

tanto para espécies inorgânicas como para orgânicas (10-12 a 101 M), o uso de um

elevado número de solventes e electrólitos num intervalo de temperatura extenso, um

tempo de análise muito reduzido (da ordem dos segundos), a determinação

simultânea de vários analitos, a habilidade de determinar parâmetros cinéticos e

mecanísticos, uma teoria bem desenvolvida que permite estimar de uma forma

razoável valores de parâmetros desconhecidos, e a forma como correntes muito

pequenas conseguem ser medidas.

Um dos principais desafios deste trabalho foi a preparação e caracterização de

um eléctrodo quimicamente modificado, para ser usado na determinação

electroquímica do fármaco carbamazepina em amostras de água contaminadas, uma

vez que este fármaco é um dos que tem vindo a ser mais frequentemente detectados

em cursos de água (Zhang et a1.,2008).
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1. RrusÃo BIBLIocnírlca

1. 1. CennarmzEPINA

A carbamazepina (CBZ) pertence a um grupo de fármacos denominados

antiepilépticos, utilizado no tratamento de determinados tipos de crises convulsivas

(epilepsia). Devido ao seu modo de acção, pode também ser utilizado no tratamento

de outras doenças, tais como doenças neurológicas (nevralgia do trigémeo), assim

como no tratamento de certas situações psiquiátricas (tais como uma situação

caracterizada por episódios de mania nas perturbações de humor bipolares e um certo

tipo de depressão).

A epilepsia é uma perturbação que se caracteriza por duas ou mais crises

convulsivas (ataques). As crises convulsivas ocorrem quando as informações do

cérebro para os músculos não se processam devidamente, através das vias nen osas

do organismo. A CBZ ajuda a controlar o processamento dessas informações. Também

regula as funções dos nervos nas outras doenças acima mencionadas. A CBZ está

igualmente indicada na síndrome da abstinência alcoólica, na neuropatia diabética

dolorosa e na diabetes insípida central (Adams eto1.,2009).

A CBZ foi descoberta em 1954 pelo químico Wolter Schindler, na /.R. Geigy

(farmacêutica multinacional agora conhecida por Novartis) em Boseí na Suíça

(Schindler e Hafliger, 1954). Schindler sintetizou este fármaco em 1960, antes das suas

propriedades antiepilépticas terem sido descobertas. Em 1962, este fármaco começou

por ser utilizado para tratar a nevralgia do trigémeo. Como anticonvulsionante tem

sido usado no Reino Unido desde 1965 e encontra-se aprovado nos EUA desde t974.

A carbamazepina tem sido comercializada sob vários nomes: Tegretol',

Bistons, Calepsinc, Carbatrolc, Epitolo, Equetroc, Finlepsinc, Sirtalo, Stazepinec,

Telesmino, Terilc, Timonilo, Trimonilo, Epimazo, Carbamao/Carbamazec (Nova

Zelândia), Amizepino (Polónia), Hermolepsino (Suécia) e DegranoP (África do Sul)

(Zhang et o1.,2008).

Este fármaco possui vários efeitos adversos que incluem: cefaleias, náuseas,

aherações da percepção da visão, rigidez muscular, dores intestinais, redução da
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eficácia da contracepção oral nas mulheres férteis e letargia. Adicionalmente, a CBZ

pode exacerbar casos de hipotiroidismo já existentes (Adams et ol.,2oo9).

Do ponto de vista químico, a carbamazepina (5H-dibenzo[b,;[azepina-5-

carboxamida) é um derivado tricíclico do iminostibeno (ver Tabela 1). A sua absorção é

lenta e variável, porém, é absorvido quase na totalidade no tracto gastrointestinal.

Aproximadamente 72% da administração oral deste fármaco é absorvida no tracto

intestinal, enquanto 28% se mantêm inalterado e subsequentemente é excretado

através das fezes. Após a sua absorção, é fortemente metabolizada no fígado, apenas

L% da dosagem deixa o corpo na forma inalterada. O tempo de meia-vida de

eliminação da carbamazepina é dependente da dose, mas normalmente encontra-se

entre 25-55h pós-administração. Já foram identificados trinta e três metabolitos deste

fármaco na urina humana e de ratos (Reith et o1.,2000; Zhang et o1.,2008).

os metabolitos mais importantes são o 10,11-dihidro-10,11-

epoxicarbamazepina(cBZ-epóxido) eotrons-!o,!L-dihidro-10,11-
dihidroxicarbamazepina (CBZ-diol). Estes compostos são tão activos como o fármaco

de onde derivam. O CBZ-diol corresponde a cerca de 30% da dosagem oral, em

comparação com a porção total de carbamazepina inalterada (28% em fezes mais 1%

na urina). Além do mais, o CBZ-diolé também um metabolito da oxocarbazepina que é

um derivado da carbamazepina, com um átomo de oxigénio extra no anel

dibenzazepina. Assim sendo, torna-se expectável encontrar uma concentração elevada

de cBZ-diol em cursos de água. Miao e Metcalfe (2003) e Mioo et ol. (2005)

investigaram a ocorrência de metabolitos da carbamazepina em estações de

tratamento de águas residuais e em águas superficiais. Estes observaram que a

concentração de CBZ-diol é aproximadamente três vezes superior à concentração da

carbamazepina (Miao et a|.,2005; Miao e Metcalfe, 2OO3).
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Tabela 1 - Propriedades físicas, químicas e farmacológicas da carbamazepina (CBZ).

Carbamazepina (CBZI

N

oL NH,

H

1l

5 Hd i benzo [b,flazepina-S-ca rboxam id a

c6HpN2O

236.27I mol-1

Antiepiléptico

L7.7 mg f1 (25"c)

2.45

1.0g x 1o's Pa m3 mofl (25"c)

Neutro

2s - 6sh

72Yo da dosagem oral é excretada na urína e28% nas fezes

CBZ, CBZ-e póxid o, CBZ-d io l, CBlacrid a n, 2€ H -CBZ, 3-O H {BZ

800 - 1200 mg por dia

H

H

H

H

H

H

Estrutura química

Nome sistemático da IUPAC

Solubilidade na água

LogP(octanol -água)

Constante da Lei de Henry's

Tempo de meia-vida de eliminação

Metabolitos na urina

Dosagem

Excreção

Uso terapêutico

Massa molecular

Fórmula química

Estrutu ra 3 D
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A via metabólica mais conhecida da CBZ é a da sua oxidação a CBZ-10,11-

epóxido (CBZ-epóxido), seguida de hidratação a CBZ-t0,L1-trans-diol (CBZ-diol) e

posterior conjugação do CBZ-diol a glucuronídeo (ver Figura 1). O metabolismo da CBZ

para dar origem a CBZ-epóxido parece ser catalisado pelos enzimas CYP3A4 e CYP2C8.

Outras vias são a da oxidação para dar 2-hidroxi-CBZ (CBZ-2-OH) e 3-hidroxi-CBz (CBZ-

3-OH), que parecem ser catalisadas por CYPlA2. A formação do CBZ-acridan (CBZ-acr)

ocorre por uma via ainda desconhecida. A hidrólise da CBZ-epóxido, para dar origem

ao CBZ-diol, é catalisada pela hidrolase epóxido microssomal. Os metabolitos da CBZ,

CBZ-diol e hidroxifenol, formam ambos glucuronídeos. Já foram identificados

metabolitos N-glucuronídeo da CBZ e do CBZ-epóxido (Reith et o1.,2000).

CBZ acridan CBZ cBz-2 -oH

<---

CYPlA2

CYP3A4,

cBz-3-oH

CBZ epóxido

H idrolase e póxido

Trans CBZ diol

Figura 1- Via metabolica conhecida da CBZ (adaptado de Reith et al., 2000).

A quantidade de fármacos consumidos, numa região ou num país, permite

estimar a sua ocorrência e a sua influência no ecossistema aquático. A carbamazepina
-22-
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é um fármaco com um longo historial de uso clínico, sendo assim das drogas mais

frequentemente encontradas no ambiente. A Tabela 2 apresenta o volume de

consumo anual da CBZ em alguns países (Zhang et o1.,2008).

Tabela 2 - Volume anual de consumo de carbamazepina (CBZ) em alguns países e estimativa do seu

volu me obal

DPC - dose per copitoi População de lnglaterra - UK; Estatísticas Nacionais (2001); População EU - Europa (2006);

outras populações - UN (2005)

Até à data, foram realizados vários estudos para determinar a eficiência de

remoção da CBZ e dos seus metabolitos, nas estações de tratamento de águas

residuais (ETAR's). Os resultados destes estudos demonstraram que a carbamazepina é

persistente e a sua percentagem de remoção encontra-se muitas vezes abaixo dos 10%

(Zhang et a1.,2008). A taxa de remoção baixa da CBZ pode ser explicada pelas suas

propriedades. Primeiro, é resistente à biodegradação em concentrações baixas.

Segundo, muito difícilmente se liga fortemente à lama espessa e gordurosa. O

coeficiente de distribuição entre a água e a lama secundária (Ko) é de L.2 L Kgo'

(Ternes et ol., 2OO4), valor este que se encontra longe do valor de 500 L Kgrr-'

requerido para haver uma adsorção significativa na lama. Assim, a CBZ encontra-se

associada à fase aquosa (Zhang et o1.,2008).

(Khan e Ongerth,
2004)

52610 19Austrália

(strenn et ol.,
2004)6 em L997 8 7s0Áustria

Canadá 28 em 2OOL 31 903 (Miao et al., 2005)

(Vieno et al.,
2OO7l

4.6 em 2005 920Finlândia 5

(Ferrari et ol.,

2003)
59 67840França

Alemanha 87 em 1999 82 L061 (BLAC, 2003)

(Jones et al.,
2002)

40 em 2000 81649lnglaterra

43 em 2000, 35

em 2003
(Thacker, 2005)284 L51EUA
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Recentemente foram desenvolvidos estudos de remoção da CBZ utilizando

sistemas de tratamento com leitos construídos de macrófitas, tendo-se obtido

resultados bastante satisfatórios (Dordio et o1.,2009).

A concentração de CBZ encontrada em efluentes tratados é da ordem de

grandeza dos ng L-l (Strenn et ol., 2OO4l. Por exemplo, num estudo exaustivo em que

foi avaliada a presença de 106 contaminantes orgânicos persistentes em águas

residuais, que sofreram um tratamento convencional, os resultados mostraram a

presença de L7 dos contaminantes seleccionados, de entre os quais, a carbamazepina

(0.258 pg L 
1) (Barceló e Petroviq 2OO8). A CBZ tem sido encontrada em efluentes de

estações de tratamento de águas residuais de várias partes do mundo: Europa, EUA,

Canadá, Japão e Coreia do sul. Prevê-se que esta lista continue a crescer no futuro

(Zhang et o1.,2008).

Em águas superficiais, as concentrações de CBZ encontradas são relativamente

baixas e também divergem de país para país. A concentração de CBZ mais elevada em

águas superficiais foi encontrada em Berlim: 1075 ng L-1 (Heberer et al., 2OO2).

Também já foi detectada em água do mar, no entanto a uma concentração muito

baixa, 2 ng L-1 (Weigel et ol.,2OO1).

O impacto deste fármaco nos ecossistemas em que está presente já foi alvo de

vários estudos (Andreozzi et ol., 2O02; Ferrari et o1.,2003). Ferrari et oL estudou os

efeitos tóxicos da CBZ em bactérias, algas, micro-crustáceos e peixes. Estes

investigadores chegaram à conclusão que este fármaco possuía uma toxicidade aguda

para os organismos teste.

A literatura apresenta poucas referências sobre o comportamento e

determinação electroquímica da carbamazepina. Em especial, o que diz respeito ao

seu comportamento anódico.

Turk et o/., em 1985, publicaram um trabalho em que foi desenvolvido um

eléctrodo à base de policarbazol e politiofeno preparado sobre um suporte de carbono

vítreo reticulado. Este eléctrodo foi utilizado para o estudo electroquímico de algumas

drogas tricíclicas. Foram observadas respostas electroquímicas para amitriptilina,

nortriptina e protriptilina, anteriormente descritas como electroquimicamente

inactivas. Observou-se a mesma resposta electroquímica para a carbamazepina, tanto
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para um eléctrodo de carbono vítreo convencional, quanto para o eléctrodo

modificado. Foram apresentadas as vantagens do eléctrodo modificado com um

po!ímero em relação ao eléctrodo de carbono convencional (Turk et o1.,1985).

Duennbier e Jugelt, em 1991, publicaram um trabalho sobre o comportamento

electroquímico da carbamazepina e sua hidrogenação sobre eléctrodos de amálgama

de amónio (Dunnbier e Jugelt, 1991). Os autores sugerem que a conversão

electroquímica a l0,1l-dihidrocarbamazepina deve-se à hidrogenação indirecta da

dupla ligação C-C, provocada pela amálgama e que esta reacção pode ser usada na

determinação da carbamazepina.

Moses et al., em 1993 apresentaram um trabalho sobre a investigação

electroquímica da carbamazepina por voltametria cíclica, voltametria de impulso

diferencial e coulometria. Segundo os autores, a CBZ passa por um processo de

redução quasi-reversível envolvendo dois electrões do anel heterocíclico (Moses et ol.,

lees).

Mais recentemente, Componello et ol., em 2006, determinaram a CBZ usando

várias técnicas voltamétricas e polarográficas: voltametria de impulso diferencial

(DPV), polarografia de impulso diferencial (DPP) e voltametria cíclica (CV), em que

usaram o eléctrodo de mercúrio gotejante (DME) como eléctrodo de trabalho

(Campanella et al., 2006).

l. 2. AlcuNs Fur.loaurNTos DE Er.ucrnoeuÍMrcA NA lrrmuRracn

ErÉcrnouo/SoruçÃo

A electroquímica na interface eléctrodo/solução está associada aos fenómenos

químicos que envolvem a separação de carga eléctrica (Brett e Oliveira-Brett, 1993).

Numa célula electroquímica, com dois eléctrodos diferentes imersos numa solução,

esta separação pode conduzir à transferência de carga electrónica, na superfície de

cada um dos eléctrodos. Designadas de reacções de transferência de carga

heterogéneas, porque a transferência de electrões ocorre entre fases diferentes, estas
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reacções dão-se em cada um dos eléctrodos em direcções opostas, de modo a

assegurar a electroneutralidade da solução.

A transferência de electrões (e-) entre espécies de um dado par redox O/R na

superfície de um e!éctrodo, em que O e R representam respectivamente a forma

oxidada e reduzida do par, no caso mais simples é representada por O + ns <r R.

Entretanto, o sentido em que se dá favoravelmente a transferência electrónica,

depende da energia livre relativa do par O/R no sistema electroquímico em

consideração.

Nos métodos electroquímicos interfaciais dinâmicos a potencial controlado, a

energia livre do par O/R e o sentido em que ocorre a reacção redox podem estar

relacionadas com o potencial eléctrico (energia relativa dos electrões) do eléctrodo.

Neste, aceita-se que os electrões possuem um máximo de energia, distribuído em

torno de um nível médio, o nível de FermÍ(Er). Quando o potencial do eléctrodo varia,

o valor de Er também varia, sendo que a energia dos electrões será tanto maior

(menor) quanto mais negativo (positivo) for o potencial do eléctrodo. Assim, se o

potencial de um eléctrodo for suficientemente negativo, em relação ao potencial (-

AG/nF) do par O/R, os electrões transferir-se-ão do eléctrodo (onde possuem maior

energia) para a espécie O (onde existem orbitais desocupadas de menor energia) -

reacçõo de redução; Correspondentemente, num eléctrodo com um potencial

suficientemente positivo, em relação ao potencial do par O/R, ter-se-á a reocção de

oxidoção, com os electrões a serem transferidos da espécie R (onde existem orbitais

ocupadas de maior energia) para o eléctrodo (onde a energia electrónica é menor)

(Bard, 2001).

Nos casos actualmente mais comuns, a célula electroquímica é constituída por

três eléctrodos: o eléctrodo de trabalho, onde ocorre a reacção electroquímica em

estudo e cujo potencial é controlado, com a ajuda de um potencióstato, relativamente

a um eléctrodo de referência; um terceiro eléctrodo, designado de eléctrodo auxiliar

ou de contra-eléctrodo, completa o circuito eléctrico, com o eléctrodo de trabalho e a

solução electro!ítica, por onde flui a corrente eléctrica resultante. O eléctrodo de

referência utilizado deve possuir uma impedância suficientemente elevada, para que

por ele não passe corrente e o seu potencial se mantenha constante. Em sistemas de
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dois eléctrodos, o eléctrodo de referência e o contra-eléctrodo são o mesmo. Em

qualquer dos casos, a condução eléctrica entre os eléctrodos é estabelecida, no

interior da célula electroquímica, através do transporte de iões do electrólito de

suporte e no exterior, através do transporte de electrões nos fios condutores.

Numa reacção electroquímica, ao ser aplicado um potencial bem definido ao

eléctrodo de trabalho, as espécies electricamente carregadas vão ser atraídas

electrostaticamente para a superfície do eléctrodo. Outras espécies presentes em

solução podem também interagir com a superfície do eléctrodo de trabalho, através

da adsorção ou de outro fenómeno. Pelo que para descrever um processo de

eléctrodo é necessário considerar, não só o transporte de espécies para a superfície do

eléctrodo, mas também vários processos superficiais que podem acompanhar a

própria reacção de eléctrodo.

O movimento das espécies químicas numa célula electroquímica, designado por

transporte de massa, pode ser devido a efeitos de difusão, devido a um gradiente de

concentração, de convecção (com origem no movimento mecânico do fluido e/ou no

movimento térmico de espécies neutras e carregadas em solução), e de migração

(movimento devido à interacção com campo eléctrico de partículas carregadas). A

utilização de um electrólito de suporte em grande quantidade (aprox. cem vezes

superior à quantidade da espécie em estudo) permite negligenciar os efeitos da

migração. O efeito da convecção, nas técnicas não hidrodinâmicas, é minimizado

evitando qualquer movimento relativo entre o eléctrodo e a solução, ou gradiente

térmico.

A região interfacial situada entre o eléctrodo e a solução, onde ocorrem as

reacções de eléctrodo, designa-se por dupla camada eléctrica. Esta região é a que

apresenta a maior diferença de potencial no circuito eléctrico. A designação de "dupla

camada" reflecte os primeiros modelos desenvolvidos para descrever esta região. O

conceito básico consistia num ordenamento de cargas positivas ou negativas na

superfície do eléctrodo e num ordenamento em quantidade iguale de carga oposta na

solução, para neutralizar a carga do eléctrodo. A constante de proporcionalidade entre

o potencial aplicado ao eléctrodo e a carga eléctrica, devida às espécies ordenadas na

região interfacial, é a capacidade de dupla camada.
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Os efeitos da dupla camada eléctrica, na cinética das reacções de eléctrodo,

podem ser minimizados através do uso de uma quantidade razoável de electrólito de

suporte inerte (co. 0.01 a 1 M) sendo as concentrações das espécies electroactivas

muito mais baixas (< 5 mM) (Bard e Faulkner, 2OOL; Wang, 2006).

Actualmente, nas determinações electroquímicas, é aceite que quando o

eléctrodo de trabalho funciona como receptor de electrões, durante uma reacção de

oxidação, a corrente eléctrica, denominada de corrente anódica, ir, tem um valor

positivo. No caso da reacção de redução, em que o eléctrodo de trabalho actua como

dador de electrões, aceita-se que a corrente, denominada de corrente catódica, i., tem

um valor negativo. Em algumas referências, a convenção de sinais das duas correntes é

oposta (Bard e Faulkner, ZOOL; Zos§, 2OO7l.

1. 3. MÉroDos ErrcrRoeuíwttcos

Entre os métodos electroquímicos conhecidos, a voltametria é um dos métodos

mais versáteis e importantes. Genericamente, uma voltametria consiste na medição da

corrente que flui através de um eléctrodo de trabalho, cujo potencial varia de um

modo bem definido no tempo. A aplicação deste potencial ao eléctrodo de trabalho

origina duas fracções de corrente: uma directamente relacionada com a transferência

de carga, corrente faradaica, ip, e outra necessária para organizar as mo!éculas e iões

presentes na dupla camada eléctrica, a corrente capacitiva i6. A corrente total

registada é: h- iç+ iç.

No decorrer de uma determinação voltamétrica, como o potencial aplicado

varia no tempo, a corrente é medida em função do tempo. O registo temporal da

corrente em função de potencial i =/(E) denomina-se de voltamograma.

Neste trabalho utilizaram-se quatro técnicas voltamétricas. Duas técnicas que

se baseiam no varrimento linear (escada) de potencial, nomeadamente a voltametria

cíclica (CV) e a voltametria de varrimento linear (LSV), e duas técnicas que se baseiam

em impulsos de potencial, tais como a voltametria de onda quadrada (SWV) e a

voltametria de impulso diferencial (DPV). A seguir, são descritas sucintamente.
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1. 3. 1. VoLTAMETRH CÍcrtcA

A voltametria cíclica é uma técnica muito utilizada, para obter informação

electroquímica acerca de um dado sistema químico. Entre esta informação inclui-se, a

identificação e caracterização de espécies electroactivas, estudo e diagnóstico de

mecanismos de reacções electroquímicas e químicas, análise semi-quantitativa da

cinética das reacções, entre outras. Na verdade, quando se recorre ao estudo

electroanalítico de um novo sistema, é muita das vezes a primeira técnica a ser

aplicada, dada a quantidade de informação que permite obter, num tempo

relativamente curto.

Na voltametria cíclica, o potencial do eléctrodo de trabalho varia entre dois

valores e nos dois sentidos, a uma velocidade constante (v = dE/dt). O potencialvaria

linearmente ou em pequenos degraus, desde um valor inicial (Ei) até um valor onde o

sentido do varrimento é invertido, o potencial de inversão (Einr). A voltametria termina

a um valor, E1, QUê pode ser idêntico ou não ao valor de Ei.

Durante esta variação de potencial ocorrem ou não, na superfície do eléctrodo

de trabalho, reacções de oxidação/redução das espécies electroactivas (reacções

faradáicas), adsorção de espécies e outros fenómenos de superfície, enquanto passa

uma corrente capacitiva, associada à carga da dupla camada eléctrica.

No estudo de reacções redo4 os dados experimentais mais importantes a ter

em conta na CV são os potenciais de pico anódico e catódico (8p", Ep.) e a intensidade

de corrente dos respectivos picos (i., r.). A condição mais importante é a velocidade de

varrimento (v).

O efeito da variação da velocidade de varrimento, no perfil do voltamograma, é

comummente estudado para se obter parâmetros cinéticos e de reversibilidade do

sistema electroquímico, determinar o(s) processo(s) de superfície ou não, que

controla(m) a transferência electrónica e identificar e estudar reacções químicas

homogéneas acopladas.

Considere-se uma solução com uma espécie electroactiva R, susceptível de ser

oxidada reversivelmente num dado eléctrodo, de acordo com o esquema R <l O + nê.

lniciando o varrimento de potencial, a um valor em que não há reacções faradáicas, a
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corrente medida será mínima (Figura 2). Quando o potencial do eléctrodo de trabalho

começar a variar no sentido de potenciais mais positivos, criam-se condições para que

este se aproxime e ultrapasse o valor do potencial formal, Ei, do par O/R. Num

primeiro instante, a reacção de oxidação começar-se-á a dar a uma taxa reduzida,

aumentando progressivamente à medida que o potencial aumenta. Neste período,

cria-se um gradiente de concentração das espécies R, entre a superfície do eléctrodo e

a região adjacente da solução (a camada de difusão), que obriga R a difundir para junto

do eléctrodo. A difusão de mais espécies R para junto do eléctrodo e a cinética de

transferência electrónica favorável (do sistema reversível considerado) determinam o

aumento da corrente anódica, até esta atingir um máximo. A partir deste instante e

devido ao consumo continuado de espécies electroactivas R na camada de difusão,

esta aumenta de espessura, diminuindo o gradiente de concentração e o fluxo destas

espécies. Em consequência, a intensidade de corrente diminui, seguindo um perfil

proporcional à raiz quadrada do tempo, tn, semelhante ao que ocorre após a aplicação

de um impulso de potencial, em cronoamperometria. Depois de ultrapassar esta

região de potencial, o sentido do varrimento é invertido a um dado valor de potencial,

E;n,. No início desta inversão de potencial, a oxidação continua a progredir a uma taxa

muito reduzida, mas à medida que o potencial do eléctrodo de trabalho assume

valores menos positivos e próximos do valor de Ef, as espécies O formadas até então

começam a ser reduzidas. De um modo análogo ao que acontece no varrimento

anódico, neste varrimento de potencial no sentido de valores menos positivos (ou mais

negativos, como se queira), resulta um pico de corrente, designado de catódico, que

está associado a redução das espécies O.

Com o aumento da velocidade de varrimento do potencial, o tempo para atingir

o equilíbrio na superfície do eléctrodo é menor, pelo que as reacções que aparecem

como reversíveis (i.e., controladas pela difusão e/ou adsorção, com cinética de

transferência electrónica elevada) para velocidades de varrimento menores, podem

ser quasi-reversíveis para velocidades de varrimento elevadas. Este é um

procedimento comum, utilizado para caracterizar a reversibilidade de sistemas

electroquímicos.
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FiguraZ- Voltamograma típico para um processo reversível R ê O + ne

No caso de uma reacção irreversível do tipo R à O + nê,a voltametria cíclica

conduz ao perfil voltamétrico descrito na Figura 3, no qual não aparece nenhum pico

inverso, ao inverter o sentido do varrimento, obtendo-se apenas a continuação do

decaimento da corrente (-:) (Brett e Oliveira-Brett, 1993; Wang, 2006).

loo

E

Figura 3 - Voltamograma cíclico para um sistema irreversível R + O + ne
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1. 3 .Z.vorreMETRIA DE vannIMENTo LrrvEan

A voltametria simples de varrimento linear (LSV) é uma técnica simplificada da

voltametria cíclica. Nestas técnicas o potencial aplicado ao eléctrodo de trabalho varia

linearmente com o tempo. Na voltametria cíclica a variação de potencial é efectuada

nos dois sentidos, enquanto na voltametria de varrimento linear aplica-se unicamente

num dos sentidos (Wang, 2006).

Os parâmetros experimentais a ter em conta nesta técnica são o potencial

inicial, Ei, o potencialfinal, Eç, ê â velocidade de varrimento, v. O potencial aplicado em

cada instante é função da velocidade de varrimento e do tempo (t) como é

apresentado na seguinte expressão: E(t) = Ei t vt (sinal + quando o varrimento é

realizado no sentido de potenciais mais positivos e sinal - quando o varrimento é

realizado no sentido de potenciais mais negativos).

1. 3. 3. TÉcrurcAsvorrAMÉTRrcAs poR fiupulsos

As técnicas voltamétricas por impulsos baseiam-se na medida da corrente ao

longo do tempo, após a aplicação de impulsos (ou pulsos) de potencial. A corrente não

é medida de forma contínua, mas em intervalos de tempo predefinidos. Estas técnicas

foram desenvolvidas inicialmente para eléctrodos de gota de mercúrio, já que

sincronizando o crescimento da gota com os impulsos iria reduzir-se a contribuição da

corrente capacitiva, por amostragem da corrente no fim de vida da gota. Após a

aplicação do impulso de potencial, a corrente capacitiva extingue-se mais rapidamente

do que a faradáica. Este tipo de amostragem tem a vantagem de aumentar a

sensibilidade da técnica. Em eléctrodos sólidos, há uma vantagem adicional de

discriminação contra o bloqueamento da reacção de eléctrodo por adsorção (Brett e

Oliveira-Brett, 1993; Wang 2006). Entre as diferentes técnicas de voltametria de

impulso, a principal diferença reside na forma como os impulsos são aplicados e no

modo como se faz a amostragem da corrente.
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1. 3. 3. 1. VOTTAMETRIA DE Onne QUaORADA

A voltametria de onda quadrada (SWV), desenvolvida por Barker, no início dos

anos 50, e aperfeiçoada mais tarde por Ramalay e Krause (1959) e Osteryoung et al.

llgTTlcaracteriza-se pela aplicação de um perfil de potencial com impulsos periódicos

alternados em torno de um valor médio, que varia temporalmente (Souza et o1.,2003).

Mais concretamente, o perfil de potencial da voltametria de onda quadrada (SVW)

combina uma escada de potencial, com degraus de amplitude pequena AEr (unidade a

dezena de mV) e duração tr, com uma onda quadrada de amplitude elevada AEo

(dezena a centena de mV) e período t (centena a décimas de ms) ou frequência f = 11,

(10 a 2000 Hz), de tal modo que t, = t (Figura 4) (Wang, 2006). Em alguns instrumentos

menos recentes, utiliza-se uma rampa de potencial, em vez de uma escada.
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Figura 4 - Esquema de aplicação de potenciais em voltametria de onda quadrada

No decurso deste programa de potencial, a amostragem da corrente é

efectuada imediatamente antes do final dos impulsos, directo e inverso. Ou seja,

mede-se a intensidade de corrente no ponto t, iy ê no ponto 2, i2, rêSpêctivamente

(Figura 4). A intensidade de corrente total medida, Âi corresponde à diferença entre a

intensidade de corrente medida no final do impulso directo, ra, e a intensidade de

corrente medida no final do impulso inverso, ri (Hefnawey et ol., 2OMl. Para um

sistema redox que apresenta alguma reversibilidade electroquímica, em que a redução

e oxidação ocorrem com relativa facilidade numa dada região de potencial, ti e ia

aumentam mas com sinais contrários. Em consequência, forma-se um pico no
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voltamograma, em que (ai), = ia - ri é maior que qualquer uma das componentes

(Figura 5). No caso de um sistema totalmente irreversível, uma das componentes é

nula, e por isso Ai no pico do voltamograma é igual à componente de corrente não

nula. Dependendo do sistema em análise, podem encontrar-se as mais variadas

respostas. Em qualquer dos casos, a observação dos picos de corrente total, directa e

inversa, as suas posições relativas no eixo de potencial e análise dos respectivos

valores de Âr, i6 ê ii, ajudam a perceber a natureza da reacção electroquímica. Em

electroanálise espera-se a obtenção de um pico, cuja altura (Ai)o seja proporcional à

concentração da analito electroactivo, no seio da solução.

ô

AI

t.
I

E
Figura 5 - Representação esquemática das intensidades de corrente directa (/o) e inversa (/) e o
diferencia I resu ltante (A/).

Devido à forma rápida e diferencial com que a intensidade de corrente é

medida, a SWV apresenta uma série de vantagens em relação a outras técnicas

voltamétricas. Estas vantagens estão relacionadas com o facto de se conseguir, na

medição da intensidade de corrente, discriminar eficazmente a corrente de fundo (um

somatório da corrente capacitiva e residual, também denominado ruído

electroquímico) da corrente faradáica (o sinal de interesse, devido ao analito

electroactivo). No processo subtractivo das correntes directa e inversa, salvo raras

excepções, só a corrente de fundo é eliminada. Neste caso, podem realizar-se

medições voltamétricas com uma velocidade muito maior, sem que a corrente de

fundo afecte a medição da corrente faradáica, como acontece nas voltametrias de

I
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varrimento linear ou cíclica. Devido à rapidez das medições e cinética de transferência

electrónica reduzida de interferentes importantes, como o oxigénio dissolvido é a

potenciais catódicos, é possível com a SWV realizar medições em sistemas, de onde

este não pode ser removido (por exemplo, sistemas aeróbicos como os biológicos).

Por outro lado, mesmo que a concentração de espécies electroactivas seja

muito baixa e as intensidades de corrente directa e inversa sejam diminutas, a

subtracção de valores com sinal contrário, pode traduzir-se num sinal mensurável. Por

outras palavras, a SWV alia uma sensibilidade muito elevada a uma gama de

concentrações que se estende a valores vestigiários (pM a nM).

Casos excepcionais, que inibem o uso da SWV, prendem-se com o facto dos

picos de corrente directa e inversa serem aproximadamente iguais, em módulo e

sentido de variação da corrente (por exemplo, no caso de um par redox totalmente

irreversível, em que uma das formas químicas mantém a troca de electrões com o

eléctrodo, mesmo quando o potencial varia com alguma amplitude, AEo). Neste caso

não se observa qualquer pico no voltamograma de corrente total, o que torna inválido

o uso da SWV para fins analíticos de quantificação química.

Em qualquer dos casos, a versatilidade e rapidez da SWV fazem com que seja

hoje em dia, uma técnica muito utilizada quer em estudos analíticos quer em

mecanísticos (Souza et o1.,2004).

1. 3. 3. Z.VaITAIIIETRIA DE Iuputso DmERENCIAT

A voltametria de impulso diferencial, DPV, tal como a SWV, é uma técnica

muito útil na medição de concentrações vestigiais de espécies orgânicas e inorgânicas.

Nesta técnica os impulsos de potencial de amplitude fixa (10-100 mV), AE, são

sobrepostos a uma rampa (ou a uma escada) de potencial, que varia de forma linear

(ou regular) com o tempo (Figura 6). A corrente é medida imediatamente antes, ponto

t, da aplicação e no final do impulso, ponto 2 (Figura 6(a)). O potenciostato mede a

diferença de intensidade de corrente, Ãi = iz - i1, êÍn cada impulso, como função do

potencial aplicado. Sendo a DPV uma técnica diferencial, a resposta é semelhante à
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primeira derivada de um voltamograma de impulso normal, isto é um pico, em que a

altura deve ser directamente proporcional à concentração do analito em estudo

(Wang,2006).

O perfil apresentado no esquema (b) da figura 6, é actualmente mais usado que

o perfil correspondente ao esquema (a) da mesma figura. Com a instrumentação

digital moderna e com a utilização mais frequente de eléctrodos de trabalho diferentes

do DME, pode utilizar-se um valor de tempo mais pequeno que 0.5 s, conforme é

apresentado no esquema (a) da Figura 6.

EV
,t

T
ÀE

0,1"5ç

tÍ

{h}

EV
*l iij l.

tl

--r'll-ll

o

'.Í,

{a}

j:{-.
r.ri !

o

ia

,i,
+

l-
-l ts

Figura 6 - Perfil de aplicação de potenciais em voltametria de impulso diferencial: impulsos sobre (a)
rampa (Wang, 2006) e (b) escada. Utilizando o gráfico (b) como referência: (D potencial inicial, E;; @
amplitude do(s) impulso(s), ÂEo; @ duração do(s) impulso(s) (equivalente ao período de modulação, to);
@ incremento de potencial entre dois ímpulsos consecutivos (equivalente ao valor do degrau de
potencial, AE'); @ intervalo de tempo entre a aplicação de dois impulsos consecutivos (equivalente à
duração do degrau de potencial, t,); @ potencial final, Er; (D e G), instantes em que se faz a amostragem
de corrente, i1 e i2, respectivamente.

-36-

I



Revisão Bibliogrofico

L. 4.ErÉcrRoDos DE TnegelHo

A implementação e eficácia dos métodos electroanalíticos, tais como as

voltametrias, dependem em grande parte de aspectos materiais do e!éctrodo de

trabalho. Entre estes aspectos incluem-se as propriedades químicas e físicas le.g., a

condutividade) do próprio material de eléctrodo, a sua susceptibilidade para ser

oxidado, a sua capacidade para catalisar reacções redox e para adsorver espécies da

solução, bem como a dimensão, morfologia e configuração da sua superfície activa. A

facilidade com que a superfície do material de eléctrodo pode ser modificada, de

modo a aumentar a performance do eléctrodo, é outro aspecto importante a ter em

consideração.

O eléctrodo de trabalho pode actuar como fonte na transferência de electrões

para a espécie electroactiva localizada na região interfacial, ou como sorvedouro na

transferência de electrões desta espécie para o próprio eléctrodo. Em qualquer dos

casos, tanto a geometria como a composição do material do eléctrodo de trabalho

devem ser consideradas uma vez que ambas influenciam a transferência electrónica e

a correspondente informação que se obtém a partir do método voltamétrico.

Genericamente, os principais pré-requisitos que devem ser cumpridos por um

bom material de etéctrodo de trabalho são: condutividade eléctrica elevada (Uslu e

Ozkan, 2OO7l, estabilidade química nas condições usadas, corrente de fundo muito

pequena e constante, num intervalo de potencial o mais extenso possível, cinética de

transferência electrónica rápida, para uma gama vasta de sistemas redox, e

produção/construção fáceis, custo reduzido e seguro para o ambiente, tanto quanto

possível.

Uma grande variedade de materiais pode ser usada como eléctrodo de

trabalho, em electroanálise (Wang 2006). Os mais populares e clássicos envolvem o

mercúrio (na forma de gota ou filme), metais nobres, particularmente platina e ouro, e

uma grande variedade de formas de carbono. Mais recentemente, encontram-se

outros metais como o bismuto, e uma série vasta de novos eléctrodos - os eléctrodos

quimicamente modificados.
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7..4.1. EtÉcrnoDo DE Muncúruo DE Gorn SuspENSA

O mercúrio, como se sabe há muito, é a opção mais conveniente para material

de eléctrodo, quando se pretende trabalhar num intervalo de potenciat catódico

alargado. Dependendo do pH do meio e do electrólito de suporte usado, o limite

catódico pode ir até -2.0 V, dado que a redução do ião hidrogénio ou da água na

superfície do mercúrio, não são processos cineticamente favoráveis. No entanto, o

limite anódico em que pode ser usado é mais pequeno, devido à susceptibilidade do

próprio mercúrio sofrer oxidação. Este problema é ultrapassado utilizando eléctrodos

sólidos de platina, ouro ou baseados em carbono, em que o intervalo anódico pode ser

alargado até +2.0 V.

Existem vários tipos de eléctrodos de mercúrio, de entre os quais se destacam

actualmente: o eléctrodo de mercúrio de gota suspensa (HMDE) e o eléctrodo de filme

de mercúrio (MFE). O eléctrodo de mercúrio gotejante (DME), que já foi o eléctrodo

mais usado, caiu entretanto em desuso.

Neste trabalho foi usado o HMDE para estudar a redução da carbamazepina,

num intervalo de potencial catódico. Este eléctrodo apresenta a vantagem de poder

ser utilizado repetidamente, dado que a superfície do eléctrodo é rapidamente

regenerada, através da formação de uma nova gota. A formação e controlo do HMDE

são realizados por intermédio de um sistema electromecânico comercial apropriado, o

que assegura a reprodutibilidade e estabilidade do eléctrodo (Wang, 2006).

7.. 4. Z.EtÉcrnoDo DE CennoNo VÍrnno

O carbono é o material de eléctrodo indicado, particularmente quando é

necessário lidar com densidades de correntes elevadas e com uma gama de potencial

de trabalho alargada, sem comprometer a estabilidade física e química do material ao

longo do tempo. Os e!éctrodos de carbono podem ser classificados em dois grupos, os

homogéneos (carbono vítreo, grafite, tinta em ecrã impresso, fulerenos, nanotubos de

carbono e diamante) e o grupo dos heterogéneos (pasta de carbono não modificada e

modificada) (Uslu e Ozkan, 2OO7l.
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O carbono vítreo é muito usado como material de eléctrodo, devido às suas

excelentes propriedades eléctricas e mecânicas, janela de potencial alargada, natureza

quimicamente inerte e impermeabilidade a gases. Exibe uma porosidade

extremamente baixa, condutividade eléctrica elevada, e contém quantidades

vestigiárias de gases e outras impurezas. É facilmente montado, polido e compatível

com todos os solventes mais comuns. Também demonstra um desempenho

relativamente reprodutível. Normalmente, um pequeno disco de carbono vítreo é

usado na forma encapsulada, em Teflon ou Kel-F.

Quase todos os eléctrodos de carbono vítreo são usualmente polidos, com

pequenas partículas de alumina (t 0.05 pm) numa superfície de polimento suave. O

desempenho do eléctrodo de carbono vítreo depende do material de polimento e do

procedimento adoptado. Este inclui em regra, polimentos sucessivos da superfície do

carbono vítreo, até apresentar um aspecto espelhado. Um polimento inadequado

pode traduzir-se em respostas erráticas do eléctrodo, durante as medições. O

polimento tem como pressuposto a activação da superfície do carbono vítreo,

referindo-se esta activação a um aumento da reactividade relativa da transferência de

electrões da própria superfície. A activação térmica é outra maneira de aumentar a

velocidade de transferência de electrões. Foi demonstrado que aquecendo o carbono

vítreo, através de vários métodos, aumenta a velocidade de transferência de electrões

e a adsorção. Tratamentos térmicos no vácuo produzem superfícies de carbono vítreo

com um desempenho excelente, mas este procedimento é impraticável para um uso

rápido e repetido. O pré-tratamento electroquímico constitui outra alternativa

importante, na activação da superfície do carbono vítreo. Geralmente, consiste na

polarização alternada e contínua do carbono vítreo, entre um limite suficientemente

anódico e um limite catódico (Wang, 2006; Kissinger e Heineman, 1996). Usando esta

técnica de pré-tratamento, a selectividade e sensibilidade do eléctrodo pode ser

melhorada consideravelmente. Mais ainda, a relação entre o pré-tratamento

electroquímico, que induz modificações na superfície, e a reactividade electroquímica

pode ser compreendida. Os eléctrodos de carbono vítreo são os eléctrodos de carbono

mais utilizados no uso corrente. Estes possuem aplicações em várias áreas,
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nomeadamente na determinação de fármacos em amostras de dosagem farmacêutica

ou em amostras biológicas (Uslu e Ozkan, 2OO7l.

L. 4. 3. ElÉcrnoDos QUmICAMENTE MouIFrcADos

A denominação de eléctrodo quimicamente modificado (chemícally modified

electrode, CME) foi introduzida na química electroanalítica por Murroy e colaboradores

em 1975, para designar eléctrodos com espécies quimicamente activas imobilizadas na

superfície desses dispositivos. O objectivo desta modificação é pré-estabelecer e

controlar a natureza físico-química da interface eléctrodo/solução, alterando a

reactividade e selectividade do eléctrodo base, permitindo o desenvolvimento de

eléctrodos com vista a diversas aplicações (Durst et ol., L997; Kutner et o1.,1998).

Num eléctrodo modificado, a superfície do eléctrodo pode ser

convenientemente alterada por adsorção irreversível directa, por ligação covalente a

grupos funcionais específicos da superfície do eléctrodo, por recobrimento com filmes

poliméricos, ou ainda na preparação de eléctrodos à base de materiais de carbono, em

que se utiliza um modificador pouco solúvel em água, que é adsorvido neste tipo de

substrato (Labuda, L9921. Os compostos modificadores são seleccionados de acordo

com o analito que se pretende determinar, bloqueando o acesso directo e/ou inibindo

determinados processos de eléctrodo, ao mesmo tempo que promovem outros,

permitindo deste modo uma maior selectividade nas análises.

Como eléctrodos de trabalho, os eléctrodos quimicamente modificados devem

preencher entre outros, os seguintes requisitos: boa estabilidade mecânica e química,

correntes de fundo o mais pequenas possíveis e facilidade na sua preparação, com

uniformidade de um e!éctrodo para o outro (Baldwin e Thomsen, 1991).

Neste trabalho, um e!éctrodo de carbono vítreo foi quimicamente modificado

com nanotubos de carbono de paredes múltiplas (multi-wolled corbon nonotubes,

MWCNTs), com o objectivo de melhorar a resposta electroquímica do fármaco CBZ.
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!.4.3.1. NaxoruBos nn CEnsoNo DE Penrors MÚrtpms

Nestas últimas décadas, a investigação na área das nanopartículas tem vindo a

suscitar um enorme interesse. As propriedades únicas dos nanotubos de carbono

(corbon nonotubes, CNTs) conduziram às mais variadas aplicações em muitos campos

como a electrónica, medicina, indústria aeroespacial, entre outros. No campo da

química analítica e electroquímica, inúmeros trabalhos de investigação dedicados aos

nanotubos de carbono têm sido recentemente publicados (Agui et o1.,2008).

Os nanotubos de carbono podem comportar-se como metais ou como

semicondutores, dependendo da sua estrutura atómica, a qual é determinada pelo

diâmetro e helicidade dos nanotubos (Lambin et ol., 2000). As suas propriedades

electrónicas sugerem que os nanotubos de carbono têm a capacidade de mediar as

reacções de transferência de electrões com espécies electroactivas, quando usados

como material de eléctrodo (Huang et ol., 2008; Laschi et ol., 2008). A elevada

sensibilidade, que os CNT fornecem à superfície de um eléctrodo, permite o seu uso

como sensores extremamente sensíveis ao nívelda nanoescala (Yang et o1.,2008).

Sensores electroquímicos baseados nos nanotubos de carbono representam

uma alternativa interessante, para a quantificação de vários analitos. Desde a

descoberta dos nanotubos de carbono de paredes múltiplas (MWCNT), por lijimo em

1991, e dos nanotubos de carbono de paredes simples (SWCNT), em 1993 por lijima e

lchihoshi, que estes materiais suscitaram muito interesse devido às suas propriedades

estruturais, mecânicas e electrónicas. Algumas destas propriedades incluem,

estabilidade química e térmica elevada, elasticidade elevada, área de superfície

específica elevada, elevadas propriedades adsortivas, fornecendo mais centros activos

onde pode ocorrer reacção, e em algumas circunstâncias, condutividade metálica

(Shahrokhian et o1.,2009; Yang et ol.,2W8l.

Vários estudos já demonstraram que o uso destes eléctrodos modificados,

quando comparado com o uso de eléctrodos não modificados, permite a obtenção de

uma resposta electroquímica melhorada de variadas espécies com interesse

bioquímico, tais como, neurotransmissores de catecolamina, cltocromo c, ácido
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ascórbico, NADH, compostos de hidrazina (Huang et ol., 2008), ácido oxálico,

dopamina, triptofano e de alcalóides p-carbolinos (Zheng et o1.,2009).

No estudo e determinação de vários fármacos, tais como, a amoxicilina (Rezaei

e Damiri, 2009), cinarizina (Hegde et al., 2009a), trazodona (Hegde et ol., 2009b),

acetaminofeno (Duan et ol., 2OO7l, diclofenac de sódio (Yang et ol., 2008),

metrodinazole (Lu et o1.,2004), tioridazina (Shahrokhian et ol., 2OO9l e do aciclovir

(Wang et ol., 2006), os e!éctrodos modificados com MWCNTs também têm sido

utilizados com sucesso.

Os nanotubos de carbono são formados por arranjos hexagonais de carbono,

que originam pequenos cilindros, usualmente com diâmetro de poucos À a algumas

dezenas de nm, enquanto o comprimento pode variar de várias centenas de nm a

vários pm. De um ponto de vista estrutural, os CNT podem ser classificados em

nanotubos de paredes simples lsingle wolled corbon nanotubes, SWCNT) e de paredes

múltiplas (multi-walled corbon nonotubes, MWCNT) (Burstein et a\.,2008). Os SWCNT

são constituídos apenas por uma folha de grafeno enrolada sobre si mesma, formando

um tubo cilíndrico de diâmetro na ordem dos 0.2 nm a 2.0 nm (Figura 7), enquanto os

MWCNT envolvem múltiplas folhas de grafeno enroladas de forma concêntrica, cujo

diâmetro coaxial varia entre 2 nm e 100 nm, com uma distância entre camadas entre

0.34 e 0.36 nm (Figura 8) (Katz e Willner, 2OO4; Jorio et o/., 2008).

Figura 7 - Estrutura dos nanotubos de paredes simples (single walled carbon nanotubes, SWCNTs (Hall,
2009).
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Figura 8 - Estrutura dos nanotubos de paredes múltiplas (multi-wolled corbon nanotubes, MWCNTs)
(Stanford University, 2006).

Em estudos prévios demonstrou-se que os MWCNT podem originar uma

actividade electrocatalítica mais forte, ao mesmo tempo que minimizam incrustações

na superfície do equipamento electroquímico. Medições de espectroscopia de túnel de

varrimento {sconning tunneling spectroscopy, STS) indicam que os MWCNTs têm uma

condutividade eléctrica relativa mais elevada, do que os SWCNTs (Lin e Chen, 2006).

Um dos maiores problemas que surgem na preparação de sensores com CNTs é

a sua fraca solubilidade nos solventes comuns, o que diminui a uniformidade e

reprodutibilidade do filme de CNTs na superfície do eléctrodo modificado. Na

sequência deste facto, várias estratégias tem sido propostas para imobilizar os CNTs

nos transdutores electroquímicos. Algumas destas baseiam-se na dispersão dos CNTs

em solventes especiais, polielectrólitos, Nafion@ e surfactantes (Shahrokhian et ol.,

200s).

Na presença de um surfactante hidrofóbico, ta! como por exemplo o

dihexadecilhidrogenofosfato (DHP), os nanotubos de carbono de paredes múltiplas são

mais facilmente dispersos na água. Obtém-se assim uma suspensão de MWCNTs

estável e homogénea que permite revestir o eléctrodo de carbono com um filme de

MWCNTs uniforme e reprodutível (Lu et o1.,2004).
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1. 5. PnnpaneçÃo or Auosma: ExrnecçÃo ru FasE Sólpe

Actualmente, a extracção em fase sólida, SPE, é uma técnica vulgarmente

utilizada para extracção e pré-concentração de analitos com interesse em diversos

tipos de matrizes. Além disso, é utilizada com o propósito de minimizar o efeito de

eventuais interferentes, presentes na matriz da amostra. O manuseamento desta

técnica consiste num conjunto de passos, que normalmente tem início na escolha do

formato e capacidade do dispositivo para SPE. Esta escolha está relacionada com o

volume da amostra e com selecção e quantidade (50-1000 mg) do enchimento

adequado, à natureza do meio e à retenção completa dos analitos em estudo. Um

factor determinante na selecção e quantidade do enchimento, durante a preparação

das amostras, é o volume de retenção específico, o qual pode ser afectado pela

ineficiente retenção dos analitos ou com fenómenos de saturação do enchimento

quando são eluídos grandes volumes de amostra. Um volume de retenção específico

inadequado resulta no prejuízo das respectivas recuperações do analito. Um segundo

passo, consiste no condicionamento do enchimento com a finalidade de o activar,

sendo determinado pela natureza do analito, aplicando-se o princípio de "polar

dissolve polar". No caso da presença de analitos polares, podem ser utilizados

cartuchos contendo enchimentos com características de fase normal e no caso de

analitos apolares, seleccionam-se enchimentos com características de fase reversa. A

título de exemplo, para analitos apolares podem ser seleccionados enchimentos

constituídos por octadecilsílica, sendo genericamente utilizado metanol/água para o

correspondente condicionamento. Num terceiro passo, a amostra cujo volume pode

ser de alguns mililitros até algumas centenas de mililitros, é adicionada ao dispositivo

de SPE, podendo ainda ser vantajoso o controlo do pH ou da força iónica para a

retenção mais efectiva do(s) analito(s) alvo no enchimento seleccionado. No caso de

volumes significativos, a aplicação de vácuo torna-se numa ferramenta indispensável,

sendo necessário controlar a velocidade do fluxo, uma vez a mesma poder influenciar

o fenómeno de retenção associado. Um quarto passo é implementado para limpeza do

enchimento, com recurso a solventes adequados, no sentido de remover potenciais

interferentes indesejáveis. Após secagem, um quinto e último passo é implementado
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com o intuito de eluir ou remover os compostos alvo retidos no enchimento, sendo

seleccionado um solvente com polaridade adequada, cujo volume pode ir de algumas

centenas de microlitros a alguns mililitros, consoante o teor e as características de

polaridade do(s) analito(s) envolvido(s). Para uma melhor e mais eficiente eluição, é

recomendado que o solvente eleito interaja com o enchimento durante um tempo

mínimo necessário.

A SPE é uma técnica analítica muito poderosa, quer do ponto de vista da

selectividade quer mesmo da sensibilidade, muito versátil combinando extracção com

limpeza e concentração, relativamente rápida, pouco onerosa e possibilita

automatizaçáo on-line com instrumentação cromatográfica. O domínio de aplicação da

SPE é actualmente muito diversificado, incluindo amostras ambientais, alimentares,

biológicas, químicas, bioquímicas, petroquímicas, farmacêuticas, forenses e

biomédicas (Fritz, 1999).

1.6. QuerrrrcAçÃo

A aquisição e tratamento de dados em vohametria, para fins de análise

quantitativa, consistem normalmente na medição das intensidades de corrente de

pico, i, dos voltamogramas. As correntes de pico obtidas são então relacionadas com

as concentrações de soluções padrão da espécie electroactiva e com a concentração

dessa espécie na amostra de interesse. As maneiras mais comuns de se fazer esta

análise são: o método da curva de calibração ou o método da adição padrão.

No método de curva de calibração, depois de medir o valor de ío em cada

voltamograma de solução padrão de concentração diferente, da substância em estudo

(analito), os valores de ío são representados graficamente em função dos respectivos

valores de concentração. Espera-se que a curya obtida apresente um comportamento

linear, na região de concentração de interesse, passando pela origem no caso das

técnicas clássicas e menos sensíveis. No caso de técnicas mais sensÍveis, a curva

normalmente não passa pela origetn, o que não afecta o uso do método. A

concentração do analito na amostra analisada é entretanto obtida, interpolando o
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valor de t, correspondentemente medido na curva padrão. Em alternativa a í0, pode

representar-se no eixo das ordenadas a área de pico, Ao Quando se julgar conveniente.

O método da curva de calibração é o mais comum em química analítica. No entanto,

quando se trabalha com matrizes complexas, frequentemente ocorre o chamado

efeito de matriz. Neste caso, a determinação da concentração por interpolação na

curva padrão conduz a resultados errados, porque os valores de r, medidos para a

amostra são obtidos numa solução com uma composição física e química muito

diferente da dos padrões. No caso de se verificar que o método não pode ser utilizado,

deve usar-se o método da adição padrão.

O método da adição padrão é principalmente usado com o objectivo de

minimizar o problema de efeito de matriz. Mas em medições voltamétricas, como será

referido adiante, apresenta uma vantagem adicional em relação ao método da curva

de calibração.

Relativamente ao efeito de matriz, quando esta é complexa geralmente existe o

problema da presença de espécies que afectam fortemente as propriedades da

substância a ser determinada ou o sinal eléctrico que se mede (por exemplo, a

presença de espécies complexantes pode alterar o comportamento electroquímico do

analito, ou a presença de uma substância interferente pode produzir um pico de

corrente no voltamograma, muito próximo do sinal do analito) o objectivo é realizar

todas as medições experimentais, com soluções que não diferem na matriz e para as

quais o nível de interferentes é o mesmo.

Neste procedimento, a amostra é adicionada à célula electroquímica

juntamente com o electrólito de suporte. Para esta amostra de trabalho, mede-se e

regista-se posteriormente a intensidade de corrente de pico, referente à espécie de

interesse (analito). A seguir, adiciona-se sobre a solução da amostra uma alíquota de

alguns microlitros da solução padrão do analito, de tal modo que a variação do volume

total seja desprezável. Por exemplo, tendo a amostra de trabalho um volume de 15

ml pode começar-se por adicionar uma alíquota do padrão de 15 pL. Após a adição do

padrão, lê-se o valor de í, referente à solução omostro+olíquoto. Usualmente

adicionam-se pelo menos três alíquotas da solução padrão, registando-se o valor de i,

após cada adição. O volume adicionado é escolhido de talforma a não ocorrer diluição
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apreciável da amostra, o que alteraria as suas condições originais, que aqui só são

alteradas praticamente pela variação da concentração do analito. Como todas as

medidas são feitas com a mesma quantidade de amostra, as condiçôes mantêm-se

muito idênticas, de tal modo que o efeito de matriz é significativamente minimizado.

As interferências que afectam as medidas da corrente referente ao analito presente na

amostra de trabalho afectarão da mesma maneira, as medidas das correntes

referentes às várias soluções omostro+olíquoto.

Com os valores de Í, obtidos constrói-se uma curva ro vs. Concentração relativa

ao padrão adicionado. O valor de io da amostra sozinha é colocado no eixo y para o

valor zero do eixo x (como não se adicionou qualquer alíquota, a concentração do

analito é considerada nula). Entretanto, os outros valores de ín obtidos com as várias

soluções omostro+olíquoto, são colocados no eixo y e as respectivas concentrações

(em padrão adicionado) no eixo x. O gráfico resultante deve ser uma recta. Essa recta é

extrapolada até cortar o eixo da concentração (eixo x) no lado negativo das

coordenadas. O módulo do valor negativo obtido é o valor da concentração do analito

na amostra de trabalho. Sabendo-se o volume total da solução na célula e o volume da

amostra original adicionado, calcula-se então a concentração do analito na solução da

amostra original (Miller e Miller, 2000).

1. 7. CnonnrocRAFrA LÍeuma DE ArrA EnCIÊucn

A cromatografia líquida de alta eficiência (High-Performonce Liquid

Chromotogrophy, HPLC) é uma técnica analítica amplamente usada na separação,

identificação e quantificação de vários tipos de analitos (Kazakevich e Lobrutto,2@71.

Esta técnica baseia-se num processo físico de separação, no qual os componentes a

serem separados distribuem-se em duas fases: uma fase estacionária, quimicamente

ligada a um suporte sólido com grande área superficial e uma fase móvel líquida. A

fase móvel líquida passa sobre a fase estacionária, arrastando consigo os diversos

componentes da mistura até um detector.
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A técnica de HPLC de fase reversa (reversed-fose HPLC, RP-HPLC) é um método

empregue regularmente pela indústria farmacêutica para atestar a qualidade dos

fármacos antes de serem comercializados (Sadek, 2OO2l. Nesta técnica a fase

estacionária é constituída por sílica substituída, geralmente com grupos Cre. Neste tipo

de colunas, o tempo de retenção é maior para as moléculas mais apolares, enquanto

as mais polares eluem rapidamente.

A detecção de fármacos por HPLC pode ser realizada com um detector de

ultravioleta-visível (UV/Vis), pois a maioria destes compostos possuem duplas ligações

conjugadas ou sistemas aromáticos, que absorvem radiação desta região do espectro

electromagnético (Teixeira, 2006). Outro dos detectores frequentemente usados em

HPLC é o detector de diode-array (DAD). Este tipo de detector permite, não só obter as

características de retenção, como os espectros UV de cada um dos compostos. Em

HPLC-DAD pode-se obter o espectro UV à medida que o eluente cromatográfico chega

ao detector. Os espectros de cada pico, obtidos on-line, são gravados e podem depois

ser comparados com bibliotecas de espectros. Este tipo de detector permite também a

gravação simultânea dos cromatogramas a comprimentos de onda (c.d.o.) diferentes,

permitindo assim, a detecção selectiva de diferentes grupos de compostos nos seus

c.d.o. máximos de absorvância (Kazakevich e Lobrutto, 2OO7l.

No entanto, para obter uma elucidação estrutural completa dos compostos é

necessário recorrer a outras técnicas tal como a espectrometria de massa (MS, Moss

Spectrometryl. Aespectrometria de massa é uma técnica muito útil na identificação de

compostos, cuja vantagem principal é a quantidade mínima de composto que é

necessária para a análise. O desenvolvimento das interfaces de ionização à pressão

atmosférica (API, AtmospherÍc pressure ionizationl possibilitaram enormes avanços na

análise dos compostos, uma vez que permitiram incorporar a utilização da detecção

por espectrometria de massa, com a separação por HPLC. A combinação da capacidade

de separação da cromatografia líquida, que permite a introdução de compostos

"puros" no espectrómetro de massa, com a capacidade de identificação da

espectrometria de massa, é muito vantajosa, particularmente porque compostos com

tempos de retenção iguais ou semelhantes têm normalmente espectros de massa

muito diferentes e podem assim ser diferenciados. A combinação destas duas técnicas
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permite portanto, uma identificação mais definitiva e a determinação quantitativa de

compostos, que não se encontram completamente resolvidos cromatograficamente.

As duas interfaces mais utilizadas na análise de compostos por LC-MS lÜquíd

Chromotogrophy - Moss Spectrometry) são APCI (Atmospheric Pressure Chemicol

lonizotionl e ESI lElectrosproy lonizotionl. Apesar de não existir uma divisão

inequívoca, a ionização por ESI é mais utilizada para compostos iónicos ou polares, e a

ionização por APC! para compostos não iónicos e menos polares. Em ambos os tipos de

ionização os espectros de massa podem ser obtidos em modo positivo ou negativo.

Na interface de ESl, o eluente, proveniente do HPLÇ entra num capilar mantido

à pressão atmosférica e a elevada voltagem. Devido ao campo eléctrico gerado pela

diferença de potencial, o líquido é transformado num sproy de gotas carregadas, que

são dessolvatadas, à medida que passam na região de pressão atmosférica da fonte,

em direcção ao contra eléctrodo. A dessolvatação é assistida por um fluxo de um gás

de secagem, normalmente azoto, que passa em contínuo na região do sproy. Os iões

carregados dos analitos são conduzidos para o espectrómetro de massa, através da

passagem por duas zonas de pressão cada vez menor.

Existem vários tipos de analisadores de massa mas os mais utilizados em IS-MS

são os analisadores de quadrupólo, de armadilha de iões (Íon tropl, de sector de dupla

focagem e de tempo de voo lTime oÍÍlight, TOF).

O processamento dos resultados em LC-MS pode ser realizado em vários

modos, mas os mais comuns são o cromatograma de corrente iónica tota! (ilC, fom,

Íon current), a monitorização do ião seleccionado (SlM, SÍngle ion monítoríngl e a

monitorização da reacção seleccionada (SRM, Selected reoction monitoringl.

O cromatograma de TIC representa graficamente a corrente iónica total em

função do tempo e, portanto, são detectados compostos de todos os valores de mlz

dentro de uma determinada gama, o que torna a identificação e quantificação do

composto de interesse por vezes difícil. Em StM é seleccionada uma gama muito

restrita de valores m/2, normalmente até um único valor, e são apenas detectados os

compostos correspondentes àquele valor de mlz. A monitorização por reacção

seleccionada (SRM) é provavelmente o método mais utilizado em análise quantitativa

por LC-MS porque permite a produção de um único fragmento, gu€ pode ser
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quantificado com elevada sensibilidade, mesmo a partir de uma matriz muito

complicada. Neste tipo de monitorização é especificado o ião percursor do composto,

para a posterior fragmentação por MS-MS, e é detectado um único fragmento

resultante do primeiro (Teixeira, 2006).

Chelberg et ol., em 1988, e Martens e Bandit, em 1993, publicaram na literatura

métodos analíticos para a determinação da CBZ, que consistiam na extracção Iíquido-

líquido seguida da análise por HPLC com detecção UV. Liu et oL, em 1993, descreveu

um método de precipitação com acetonitrilo para a quantificação da CBZ em soro com

detecção diode-orroy a 200 nm, enquanto Romannyshyn et ol., em 1994, descreveu

um método de extracção líquido-líquido seguido de análise por HPLC, num modo

isocrático, com detecção UV a ZLO nm, para um intervalo de concentração da CBZ

entre 0.5 e 20.0 pg mL 
1. Em 1993, Yukimitsu e Chiyoji publicaram um método de

extracção em fase sólida da CBZ de soro, seguida da análise por HPLC com detecção UV

a 24O nm. Os tempos de análise indicados foram entre LO e 27 minutos. Em 2002, van

Rooyen et ol., publicaram um método de LC-MS-MS para a determinação da CBZ em

plasma humano, em que era possível injectar as amostras com intervalos de 4

minutos. O limite de quantificação (LOA) mais baixo (com elevada precisão) era, até

essa altura, de 1mg mL1. Estes autores conseguiram um LOQde 0.722 ng mL1(van

Rooyen et o1.,2002).

Mais recentemente, em 2006, foi desenvolvido um método analítico que foi

validado para a análise de vários fármacos em águas residuais, águas subterrâneas e

em águas superficiais. Este método permitiu a detecção simultânea de quatro beta-

bloqueadores (acebutolol, atenolol, metoprolol e sotalol), um antiepiléptico

(carbamazepina) e três antibióticos fluoroquinolone (cirofloxacin, ofloacin e

norfloxacin) recorrendo apenas a um pré-tratamento da amostra e ao uso da técnica

cromatográfica. Este método incluia o passo de isolamento e concentração recorrendo

à extracção em fase sólida, o passo de separação usando a cromatografia líquida de

alta eficiência e o passo da detecção através da espectrometria de massa de triplo

quadrupólo, realizada no modo de multiple reoction monitoring (MRM). Os limites de

quantificação obtidos foram de 1 ng L 
I para águas subterrâneas e de 3.5 ng L 

1 para

águas residuais (Vieno et o1.,2006).
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Z.PARTE EXPTRIMENTAL

2,L. EeuIPAftÍENTo

As determinações vottamétricas foram realizadas utilizando um

potenciostato/Galvanostato AUTOIÁB PGSTAT 20 (Eco Chemie) (Figura 9), acoplado a

um computador e controtado por um programa GPES lGenerol Purpose

Electrochemicol System), versão 4.9.

O posto electroquímico utilizado, no qual foram montados a célula

electroquímica e um sistema de três eléctrodos, foi um aparelho da marca METROHM,

modelo 663 VA Stand. Uma interface electrónica IME 663 (Eco Chemie), ligada entre o

posto electroquímico e o potenciostato, permite a formação e controlo dos eléctrodos

de gota de mercúrio, bem como o controlo do desarejamento e agitação da solução da

célula. No caso de eléctrodos sólidos, permite controlar a velocidade de rotação dos

mesmos. O posto electroquímico e a interface encontram-se representados na Figura

L0 e 11, respectivamente.

Figura 9 - Potenciostato/Galvanostato AUTOLAB PGSTAT 20.
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Figura 10 - Posto electroquímico, modelo 663 vA stand

Figura 11 - Interface IME 663

2. L. 1. CÉlurA ErncrRoeuÍurce

Todas as determinações electroquímicas foram realizadas numa céluta de vidro

da marca METROHM (Figura 12), com a capacidade total de 25 ml, onde é introduzida

a solução, um pequeno tubo para o seu desarejamento e o sistema de três eléctrodos

(eléctrodo de referência, auxiliar e de trabalho), que se liga ao potenciostato por um

cabo eléctrico.

Figura L2 - Célula electroquímica
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2. L. z.ErÉcrRoDo DE RrrnnÊrucm

As determinações voltamétricas foram realizadas utilizando um eléctrodo de

referência Ag/AgCl da marca METROHM, com electrólito interno de KCI 3M. O

eléctrodo foi montado num vaso que, contendo 5 mL de electrólito de suporte, serviu

de ponte salina, também da marca METROHM (Figura 13). O conjunto do eléctrodo de

referência e ponte salina foimontado no posto electroquímico.

Figura 13 - Conjunto de eléctrodo de referência e ponte salina, desmontado e montado.

2. L 3. ErÉcrRoDo AUXIIIAR

O eléctrodo auxiliar utilizado nas medições voltamétricas foi uma vareta de

carbono vítreo, de 65 mm de comprimento e 2 mm de diâmetro, montada num

suporte, ambos da marca METROHM (Figura 14).

Figura t4 - Eléctrodo auxiliar e respectivo suporte, separados e em conjunto.
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2. L. 4.ErÉcrRoDos DE TnanAtHo

2. I.4.1. ElÉctnoDo DE MEncúruo DE GoraSuspENSA

O eléctrodo de mercúrio de gota suspensa, HMDE, foi formado através do uso

de um dispositivo designado por Multi-Mode Electrode, MME (METROHM) e que

complementa o aparelho 663 VA Stand. Neste dispositivo existe um reservatório para

o mercúrio e uma parte onde é acondicionado o capilar de vidro, também da marca

METROHM (Figura 15). O MME está ligado à garrafa de azoto de modo que, a uma

pressão controlada do gás (aprox., 1 bar), é possível a formação da gota de mercúrio

na extremidade livre do capilar.

,r \*f

1§

\,,
!

c

$r_,'Í,Êtrr\

\*/ +
M

Figura 15 - Multi-Mode Electrode (MME) (à esquerda) e capilar de vidro (à direita). A parte C do capilar é
introduzida na parte M, do MME.

2. L. 4. 2. ElÉcrnoDo DE CengoNo VÍrnno

Uma parte significativa das determinações voltamétricas foi realizada utilizando

um eléctrodo de carbono vítreo l6lassy Corbon Electrode, GCE), de 52.5 mm de

comprimento e 7 mm de diâmetro (diâmetro efectivo do disco de carbono vítreo: 2.0 +

0.1 mm), da marca METROHM (Figura 16). Este eléctrodo foi utilizado quer como

sensor electroquímico, quer como substrato electrónico do eléctrodo modificado

utilizado.
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Figura 16 - Eléctrodo de carbono vítreo.

2.1. +.3. ErÉcrnoDo DE censoNo vÍmro Moomlceoo coM Narotunos DE

CansoNo

Como foi anteriormente referido, o eléctrodo de carbono vítreo (GCE) descrito

acima foi utilizado como substrato electrónico para preparar o eléctrodo de nanotubos

de carbono (CNTs). Para o efeito, colocou-se uma gota (2 - L2 pL) de suspensão de

nanotubos de carbono de paredes múltiplas - dihexadecilhidrogenofosfato (MWCNTS-

DHP), previamente preparada (ver Ponto 2- 4.1-

liuperfície do GCE

modificada com

suspensão de

MWCNTS-DHP

Suporte

Figura 17 - Eléctrodo de carbono vítreo modificado com uma suspensão de MWCNTs-DHP (vista de

topo)
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2.l.S.HPtC-@Vrs

As análises por HPLC foram realizadas num aparelho Elite LoChrom lHitochi,

toponl equipado com um detector de espectrometria UVlVis. A coluna analítica

utilizada foi uma coluna de fase reversa Zorbox Eclipse XDB-Cg (Agiltent Technologies,

Alemanha) com um tamanho de partícula 5 pm e dimensões 250 x 4.6 mm. A pré-

coluna analítica foi igualmente Zorbox Eclipse XDB-C$ {Agillent Technologies,

Alemanha)com um tamanho de partícula 5 pm e dimensões 12.5 x 4.6 mm.

2.1.6. LC-ESI-MS/MS

A análise de amostras por LC-ESI-MS/MS foi realizada num espectrómetro de

massa LCQ Advantage ThermoFinnigan equipado com uma fonte de ionização

electrosproy (ESI) e um analisador de massa de armadilha de iões (ion trop). O

espectrómetro de massa estava acoplado a um sistema de HPLC com amostrador

automático lSurueyor ThermoFinniganl. A coluna analítica utilizada foi uma coluna de

fase reversa Thermo Hypersil Gold C$, com um tamanho de partícula 5 ;rm e

dimensões 150 x 2.1 mm.

2.1.7 . EquneurNTo AUXTLTAR

A água Milli-Q utilizada na preparação das soluções aquosas foi obtida num

sistema Simplicity@ UV, Millipore Corp., France.

As amostras foram secas a vácuo utilizando um evaporador rotativo Büchi R-

2AO,um banho termostatizado Büchi 8-490 e uma bomba de vácuo BüchivacV'500.

o pH foi controlado por um aparelho Metrohm pH/mv, Modelo 632, com um

eléctrodo de pH de vidro.

A suspensão de nanotubos de carbono de paredes múltiplas

dihexadecilhidrogenofosfato (MWCNTs-DHP) foi homogeneizada num banho de ultra-

sons Transsonic T660/H Elma@.
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2. 2. NlarnRrArs r Rrecnurrs

As características, grau de pureza e os fabricantes dos materiais e reagentes

utilizados neste trabalho são apresentados nas tabelas 3 e 4, respectivamente.

Tabela 3 - Características e fabricantes dos materiais utilizados

Material Características Fabricante

Cartuchos de SPE

Filtros de amostra Chromafil
PTFE

MWCNTS

(nanotubos de carbono de

Lichrolut RP C6,

3 mL, 500 mg

0.45 pm de diâmetro dos Poros,
25 mm de diâmetro do filtro

> 95Yr, O.D. x l.D. x comPrimento: 7 -

15nmx3-6nmx0.5-200pm

Merck (Darmstadt, Alemanha)

Macherey-Nagel (Dü ren,

Alemanha)

Sigma-Aldrich (Stein heim,

Alemanha)
paredes múltiplas)

Tabela 4 - Grau de pureza e fabricantes dos reagentes utilizados

Reagente Grau de pureza Fabricante

Metanol
Acetonitrilo

Ácido Fórmico
Dihidrogenofosfato de Potássio

Hidrogenofosfato de sódio
Acetato de sódio

Ácido acético glacial

Amónia

Ácido clorídrico

Hidróxido de sódio

Carbamazepina
(5 H-dibenzo [b,fJazepina-5-ca rboxa mida)

Oxcarbazepina
( 10, 1 1-Di h id ro-10-oxo-5 H-

d ibenzo Ib,f]azepina-5-ca rboxa m ida)

Ácido clofíbrico
(á cid o 2-(4-clorofenoxi )-2-m eti I propa n óico)

lbuprofeno
(ácid o 2-(4-isobuti lfen i I ) propa nóico)

Atenolol
(2-(4-(2-hidroxi-3-

( isopropi lami no)propoxi )fen i I ) aceta m ida )

Diclofenac de sódio
(acetato de 2-(2-(2,6-

diclorofenila mino)fenil) sod io)

DHP

Merck (Darmstadt, Alemanha)
SDS (Peypin , França)

Merck (Darmstadt, Alemanha)
Merck (Darmstadt, Alemanha)

Merck (Darmstadt, Alemanha)
Merck (Darmstadt, Alemanha)

Panreac Química S.A@ (Barcelona,

Espanha)

Merck (Darmstadt, Alemanha)

Panreac Química S.A@ (Barcelona,

Espanha)

Panreac Química S.A@ (Barcelona,

Espanha)

Sigma-Aldrich (steinheim, Alemanha)
Novartis@

HPLC gradiente
HPLC gradiente

98%
p.a

p.a

p.a

99.7%

2s%

37%

p.a

>gg%

Tegretol@200

Proaxen@300

97y

99.8%

>98%

98%

97%

Pentafa rma/Grü nenthal S.A. @

Sigma-Ald rich (Steinhei m, Alemanha)

Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha)

Sigma-Ald rich (steinheim, Alemanha)

Sigma-Ald rich (steinheim, Alemanha)

Sigma-Aldrich (steinheim, Alemanha)
d i h exa d eci I h id rogenofosfato )
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2.3. PREPARAçao DE SoruçôEs

O tampão fosfato 0.1 M pH 7 foi preparado dissolvendo Z.OB73 g de

dihidrogenofosfato de potássio e 1.7198 g de hidrogenofosfato de sódio em água Milli-

Q, ajustando o volume final num balão volumétrico de 250 mL.

O tampão acetato 0.1 M pH 4.7 foi preparado dissolvendo 0.6804 g de acetato

de sódio e 0.286 mL de ácido acético glacial em água, ajustando o volume final num

balão volumétrico de 100 mL.

O tampão amónio 0.1 M pH 11foi preparado dissolvendo 0.4 mL de amónia e

0.7 mL de ácido clorídrico em água, ajustando o volume final num balão volumétrico

de 100 mL.

A solução de hidróxido de sódio 5 M foi preparada dissolvendo 10 g de NaOH

em água, completando até um volume final de 50 mL num balão volumétrico.

A solução de ácido clorídrico 4.7 M foi preparada diluindo 0.53 mL de HCI em

água, completando até um volume finalde 10 ml. num balão volumétrico.

A solução stock 1 mM dos fármacos carbamazepina, ácido clofíbrico,

ibuprofeno, atenolol e diclofenac de sódio, foi preparada mensalmente, dissolvendo a

quantidade adequada de cada fármaco, em 20 mL de metanol, ajustando o resto do

volume com água Milll-Q num balão volumétrico de 50 mL

A solução de trabalho de carbamazepina 20 pM foi preparada diariamente,

transferindo 200 pL da solução stock 1 mM para um ba!ão volumétrico de 10 mL,

ajustando o resto do volume com água Milli-Q.

A solução de trabalho 200 pM dos fármacos carbamazepina, ácido clofíbrico,

ibuprofeno, atenolol e diclofenac de sódio foi preparada diariamente transferindo 2

mL da solução stock 1 mM dos vários fármacos, para um balão volumétrico de 10 m1,

ajustando o resto do volume com água Milli-q.

A solução de Tegretol 200 ppm (comprimidos Tegretolo com 200 mg de CBZ) foi

preparada dissolvendo um comprimido de 200 mg em 200 mL de MeOH, ajustando o

resto do volume com água Milli-Q num balão volumétrico de 1000 mL.

A solução de oxcarbazepina 600 ppm (comprimidos Proaxeno com 300 mg de

oxcarbazepina) foi preparada dissolvendo um comprimido de 300 mg em 20 mL de
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MeOH, ajustando o resto do volume com água Milli-Q num balão volumétrico de 500

mL.

A solução de trabalho de oxcarbazepina 200 pM foi preparada, transferindo 2.1

mL da solução stock 600 ppm para um balão volumétrico de 25 mÇ ajustando o resto

do volume com água Milli-Q.

2. 4. PnnnmaçÃo DA SusprrsÃo DE NenOtunos DE Cmsouo DE PAREDES

Múrupms

A suspensão de nanotubos de carbono de paredes múltiplas-

dihexadecilhidrogenofosfato (MWCNTs-DHP) foi preparada dissolvendo 1 mg de

MWCNTs e 1 mg de DHP {armazenado a -20"C) em 1 mL de H2O Milli-Q. De seguida, a

suspensão resultante foi colocada num banho de ultra-sons durante 45 minutos. Antes

da colocação da gota de suspensão, no eléctrodo de carbono vítreo (GCE), a suspensão

de MWCNTs-DHP foi sempre submetida a homogeneização no banho de ultra-sons,

durante 15 minutos. A superfície do GCE foi previamente polida e limpa.

Uma solução de DHP, sem MWCNTs, foi igualmente preparada dissolvendo 1

mg de DHP em 1 mL de HzO. Esta solução também foi colocada num banho de ultra-

sons durante 45 minutos.

2.5. PREnARAçÃO DASAIvIOSTRAS DE EruUENTE

As amostras de água residual foram recolhidas à saída de uma estação de

tratamento de águas residuais (ETAR) que serve uma comunidade com cerca de 400

habitantes em Évora. Estas foram filtradas e de seguida foram conservadas num

frigorífico a 4"C.

Para fazer a quantificação da carbamazepina num efluente, revelou-se ser

necessário executar um passo de preparação de amostra, usando a técnica de

extracção em fase sólida (SPE).
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Procedeu-se em primeiro lugar ao acondicionamento da coluna de SPE

passando 10 mL de metanol seguidos de 10 mL de água Milli-Q. De seguida colocaram-

se 10 mL de efluente, passaram-se 5 mL de água e deixou-se secar a coluna durante 15

minutos. Eluiu-se a amostra com 5 mL de metanol e levou-se a evaporar até à secura

num rotavapor. Por último dissolveu-se a amostra em 4 mL de metanol e 6 mL de

água, para posterior análise.

2.6.TEsrEs DE DopaGEM E RECUpERAçeo

Efectuaram-se testes de dopagem e recuperação usando amostras de efluente,

de água da torneira e do fármaco Tegretolo.

As amostras de efluente foram dopadas com uma solução de carbamazepina:

20 mL de efluente foram dopados com 42.4 pL da solução stock de CBZ L mM, ficando

o efluente com uma concentração de CBZ de 2.L2 1tM (0.500 pg ml-l). Desta solução

foram retirados 1.5 mL e adicionados aos 13.5 mL de tampão fosfato 0.1 M pH 7 que

se encontravam na célula electroquímica, ficando na célula uma concentração de CBZ

de 0.212 pM (0.050 pg mL 1).

No que diz respeito à dopagem da água da torneira, doparam-se 2 mL de água

da torneira com 35 pL da solução stock de CBZ de 1 mM. Desta solução, retiraram-se

250 pL e foram adicionados aos 15 mL de tampão fosfato 0.1 M que se encontravam

na célula electroquímica, ficando na célula uma concentração de CBZ de 0.29 pM

(0.069 Ug mL 
1).

Em relação aos testes de recuperação em que se usou uma solução de

Tegretolo de 200 ppm, retiraram-se 15 pL desta solução sendo de seguida adicionados

aos 15 mL de tampão fosfato 0.1 M que se encontravam na célula electroquímica,

ficando na célula uma concentração de CBZ de 200 ppb.
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2. 7. MEDrçÕES VortenÉtnlcAs

Todas as determinações voltamétricas foram realizadas de acordo com o

seguinte procedimento experimental. Foram colocados 15 mL de electrólito de suporte

na célula electroquímica. Após o acondicionamento da célula, do eléctrodo auxiliar e

do eléctrodo de referência montado na ponte salina, no posto electroquímico,

procedeu-se ao desarejamento da solução em estudo com azoto purificado (tipo C-SO

da marca Gasin, com pureza de 99.995o/o e Or<4 ppm) durante 15 minutos. Durante o

resto da operação manteve-se uma atmosfera de azoto sobre a solução, impedindo

assim que o oxigénio dissolvido interfira, quer por poder ser reduzido

electroquimicamente quer pelo poder oxidante que pode ter no sistema em estudo.

No decorrer deste trabalho foram utilizados três tipos de eléctrodos de

trabalho: o eléctrodo de mercúrio de gota suspensa (HMDE), o eléctrodo de carbono

vítreo (CCE) e o eléctrodo de carbono vítreo modificado com um filme de MWCNTS-

DHP (MWCNTs-DHP/GCE).

No caso do HMDE, formou-se o eléctrodo de mercúrio de gota suspensa,

aguardou-se cerca de 45 segundos e de imediato deu-se início à medição. Depois de a

análise terminar dispensou-se esta gota. Entre cada medição, com a mesma solução,

renovou-se o eléctrodo através da formação de uma nova gota de mercúrio.

No caso do eléctrodo de carbono vítreo (GCE), antes de este ser colocado no

posto electroquímico, a sua superfície foi cuidadosamente acondicionada, através de

polimento mecânico com alumina (AlzOE,0.3 pm) e posterior lavagem com água Milli-

a.

No caso do MWCNTs-DHP/GCE, após o polimento da superfície do GCE com

alumina, lavagem com água Milli-Q e cuidadosa secagem, colocou-se com a ajuda de

uma micropipeta a gota de suspensão de MWCNTs-DHP sobre a sua superfície,

deixando-se evaporar à temperatura ambiente durante 3 horas. Cada medição foi

repetida três a cinco vezes. Entre cada medição houve um tempo de espera de três

minutos, em circuito aberto e com rotação do eléctrodo (1000-1500 rot/min).

Todo o material de vidro, incluindo a célula, foicuidadosamente lavado no final

de cada experiência, seguindo sempre o mesmo procedimento. Após ser enxaguado
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com água foi imerso durante t h em metanol e 12 h em acetona. Após este

tratamento, o material foi enxaguado novamente com água Milli-Q (três vezes) e seco.

Para fazer a caracterização e determinação electroquímica da carbamazepina

foram utilizadas várias técnicas voltamétricas: voltametria cíclica (CV), de varrimento

linear (LSV), onda quadrada (SWV) e de impulso diferencial (DPV). As condições

instrumentais utilizadas em cada uma das técnicas encontram-se descritas

resumidamente nas tabelas de 5 a 8.

Tabela 5 - Condições experimentais utilizadas na voltametria cíclica (escada).

Tempo de equilíbrio (s) L

Potencial de equilíbrio (V) -0.400"; -0,700b

Potencial inicial (VI -0.700

Potencial de 13 inversão (V) 1.300

Potencial final (V) -0.700

Degrau de potencial (mvl 2.M

Velocidade de varrimento (mV s-11 5 - 500

' Com HMDE; 
b 

Com GCE, modificados e não modificado.

Tabela 6 - Condições experimentais utilizadas na voltametria de varrimento linear (LSV)

Tempo de equilíbrio (sl

Potencial de equilíbrio (Vl

Potencial inicial (Vl

Potencial final (Vl

Degrau de potencial (mvl

Velocidade de varrimento (mV s-11

1

-0.700

-0.700

1.300

2.44

10 - s00

Valor ou gama de ualores
Parâmetro
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Tabela 7 - Condições experimentais utilizadas na voltametria de onda quadrada (SWV)

Tabela 8 - Condições experimentais utilizadas na voltametria de impulso diferencial (DPV).

Tempo de equilíbrio (s)

Tempo de equilíbrio (sl

Tempo de deposição (sl

Potencial de equilíbrio (V)

Potencial inicial (Vl

Potencial final (V)

Amplitude de onda (mV)

Degrau de potencial (mV)

Frequência (Hzl

Velocidade de varrimento efectiva (mV s-1)

' Com HMDE; 
b 

Com GCE, modificados e não modificado.

Potencial de equilíbrio (V)

Potencial inicial (Vl

Potencial final (V)

Amplitude do impulso (mV)

Degrau de potencial (mV)

Período de modulação (msl

Duração do degrau (ms)

Velocidade de varrimento (mV s-1)

t 
Corn HMDE; 

b 
Com GCE, modificados e não modificado.

15

o-240

-0.400'; {.700b

-0.400"; -0.700b

-1.400'; 1.400b

19.95

L,2

2s - 250

30 - 300

-0.400'; -0.700b

-0.400'; {.700b

-1.400"; 1.4OOb

30

L.2

50

250

4.9

15

Valor ou gama de valoresParâmetro
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2. 8. CnouerocRArr,a LÍeume ur Alm ErrcrÊrvcra cou DrrncçÃo ron

WVrs. (HPLC-ryUs) r cou DmucçÃo pon EspscrRoMETRrA DE Mmsa

(LC-Ms)

A cromatografaa líquida de alta eficiência (HPLC) com detector de

espectrometria UV/Vis foi usada para quantificar a CBZ em formulações farmacêuticas

e em amostras de águas residuais. A separação foi feita no modo isocrático, com uma

fase móve! composta por 75:25 (%, vlvl acetonitrilo: água (acidificada com ácido

fosfórico O.LYo,v/vl, a um fluxo de 1.0 mL min-l. O comprimento de onda utilizado na

detecção foi de 210 nm.

As condições experimentais utilizadas na análise de amostras por LC-ESI-MS/MS

foram: temperatura do capilar de 275"C, voltagem da fonte de 5.0 KV, corrente da

fonte de 100 gA e voltagem do capilar de 15.0 V no modo positivo. A quantificação da

CBZ foi feita utilizando um programa isocrático, usando metanol como eluente A e

água acidificada com O.L % (v/v) de ácido fórmico como eluente B. A fase móvel foi

composta por 75 % de eluente A: 25 % de eluente B (v/v) a um fluxo de 0.3 mL min-l.

As análises por LC-ESI-MS/MS foram realizadas no modo SRM (Se/ected Reoction

Monitoring), usando a transição mais intensa para a CBZ Í237.O ) 193.9) (Vieno et al.,

2006). Foram injectadas cinco réplicas de 20 pL de cada amostra, previamente filtradas

num filtro de 0.45 pm. As curvas de calibração foram construídas usando um conjunto

de soluções padrão de CBZ, preparadas com metanol/água (20:8O v/v) ou água

residual pré-tratada, com concentrações no intervalo entre 0.25 e 5.0 mg L 
1.
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3. ApRESENTAçao E DtscussÃo Dos RusurrADos
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3. ArRESENTAçÃo E DlscussÂo Dos RnsuuraDos

A parte fundamental deste trabalho, a qual consiste na caracterização e

determinação voltamétrica da CBZ, foi realizada recorrendo aos seguintes eléctrodos

de trabalho: um clássico eléctrodo de mercúrio de gota suspensa (HMDE) e um

moderno e inovador eléctrodo de carbono vítreo (GCE), modificado com um filme de

nanotubos de carbono de paredes múltiplas (MWCNTs) e dihexadecilhidrogenofosfato

(DHP). O eléctrodo de mercúrio de gota suspensa é um eléctrodo muito sensível,

produz baixas correntes de fundo, permitindo o estudo da redução da CBZ na região

catódica. O eléctrodo de carbono vítreo modificado com MWCNTs-DHP foi utilizado

com a intenção de estudar a oxidação da CBZ na região anódica e de obter uma

resposta melhorada da CBZ, quando comparada com a resposta da CBZ no eléctrodo

de carbono vítreo sem modificação.

Numa primeira fase, os resultados voltamétricos obtidos foram analisados no

sentido de optimizar as condições experimentais necessárias à quantificação da CBZ,

por esta via. Numa fase posterior e já mais avançada, a técnica voltamétrica

desenvolvida foi aplicada a uma série de amostras diferentes, contendo CBZ. Numa

parte final, compararam-se os resultados da técnica voltamétrica proposta para a

determinação da CBZ, com os resultados experimentais paralelamente obtidos por

técnicas cromatográficas vulgarmente utilizadas no domínio da análise de fármacos

(como HPLC-UV/Uis e LC-MS).

3. 1. EstuDo Do coMPoRTA"IT'ENTo votTAJuÉTRICO DA CARBÁJTIAZEPINA COM O

ELÉcTRoDo DE MERcÚruO DE GOTA SUSPENSA

3. 1. l. VorrlurrRrA CícrIcA

O comportamento voltamétrico da carbamazepina foi estudado usando o

eléctrodo de mercúrio de gota suspensa como eléctrodo de trabalho. Para obter

informação preliminar e qualitativa acerca do comportamento da CBZ na zona de

potenciais negativos usou-se a voltametria cíclica. Como electrólito de suporte foi
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usado o tampão fosfato 0.1 M pH - 7. Na figura L8 apresentam-se os voltamogramas

cíclicos, obtidos entre -0.400 V e -1.300 V, na ausência (linha tracejada a azul) e na

presença de 6.0 pM CBZ (linha contínua a vermelho), a uma velocidade de varrimento

de 0.L00 V s-1. Desde togo é possível observar no voltamograma da CBZ, um pico muito

largo no sentido de potenciais mais negativos, que ocorre a um potencial de

aproximadamente -L.074 V e para o qual não existe aparentemente qualquer pico

correspondente, no sentido inverso do varrimento. O pequeno pico que se observa no

sentido de potenciais mais positivos, é devido a uma espécie (à partida electroactiva)

que existe na solução do electrólito de suporte. O pico muito largo, a cerca de -1.074

V, é muito possivelmente devido à redução da CBZ, conforme reportado em alguns

trabalhos (Campanella et a1.,2006). Devido à ausência de um pico de corrente, no

ramo do voltamograma obtido no sentido inverso, e de acordo com a pouca

bibliografia existente, pode dizer-se que nas condições experimentais usadas a CBZ é

reduzida irreversivelmente no HMDE. A natureza alargada do pico parece estar

relacionada com os efeitos provocados pela constituição química do electrólito de

suporte, que influencia o valor da corrente medida nesta região (ver voltamograma a

tracejado e azul, da Figura 18).
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-1.500 -1.300 -1.100 4.900 -o.700 -0.500

5

-5

-10

-15

-24

-25

1

E I v (vs. Ag,/ Aecll 3M Kcl)

Figura 18 - Voltamogramas cíclicos de 0.0 pM (linha tracejada a azul) e 6.0 pM (linha contínua a

vermelho) de CBZ, no tampão fosfato 0.1 M pH - 7, a v = 0.100 V/s e Er = -0.400 V.

3. 1.1.1. EsruDo DAvEtocIDADE DEvARRIMENTo

Para tentar obter mais alguma informação, acerca do processo de eléctrodo da

CBZ no HMDE, o seu comportamento electroquímico foi estudado no intervalo de

velocidades de varrimento entre O.OO5 V s-1 e 0.500 V s-1, usando a voltametria cíclica.

Este estudo foi feito com 6.0 pM CBZ, usando-se como electrólito de suporte, o

tampão fosfato 0.1 M pH - 7.Os voltamogramas cíclicos foram obtidos na janela de

potencial de -0.400 V a -1.400 V, com o primeiro varrimento realizado no sentido de

potenciais mais catódicos (Figura 19).
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-40.o

Figura 19 - Efeito da velocidade de varrimento nos voltamogramas cíclicos de 6.0 ptM CBZ, obtidos com

o eléctrodo de mercúrio de gota suspensa (HMDE), no tampão fosfato 0.1M pH -7, no intervalo de

velocidade entre 0.005 e 0.500 V s-1.

Na figura 20 apresenta-se a dependência da intensidade de corrente de pico

com a raiz quadrada da velocidade de varrimento, no intervalo 0.010 a 0.500 V s-1. A

relação de linearidade obtida entre estas duas grandezas, ip = - 24.88 v'12 + L.776,

sugere que a redução irreversível da CBZ é controlada pela sua difusão desde o seio da

solução, para junto do eléctrodo. Porém, parece verificar-se que existe alguma

influência da adsorção da CBZ no processo de eléctrodo, se tivermos em conta que a

relação log i, vs log v apresenta um valor de declive (Figura 21), intermédio entre 0.5

(controlo por difusão) e 1.0 (controlo por adsorção) (Gosser Jr., 1993; Southampton

Electrochemistry Group, 1985).
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0.2 0.3 o.4 0.5 0.6 o.7 0.8

t

o
ip= -24.88 vr ! + l-776

R2 = 0.993

tt/z (V §-rr/2

Figura 20 - lntensidade da corrente de pico em função da raiz quadrada da velocidade de varrimento.

lntervalo de velocidade considerado: 0.010 a 0.500 V s-1.

log io = 0.7OG log v + 1.458
R2 = O.989

A

-2.2 -1.7 -1.2 -o.7 -o.2

log v

Figura 21 - Relação log-log entre a lntensidade da corrente de pico e a velocidade de varrimento.

lntervalo de velocidade considerado: 0.010 a 0.500 V s-1.
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Quanto à dependência semi-logaritmica do potencial de pico, Ep, da velocidade

de varrimento, observa-se (Figura 22) que o valor de E, não varia a velocidades mais

baixas (O.O1O a 0.075 V s-t). No entanto, a velocidades superiores (de 0.075 a 0.500 V s-

1) o potencial tende a deslocar-se no sentido de potenciais mais negativos, variando

linearmente com o log v, como é característico de processos de eléctrodo irreversíveis.

-L.2 -o.7 4.2

-1.06
o t a

Eo=-0.085logv-1'160
R2 = 0.997

-1.1

-L.L2

-L.14

-1.18
log v

Figura 22 - Potencial de pico em função do logaritmo da velocidade de varrimento. lntervalo de
velocidade considerado: 0.010 a 0.500 V s-1.

No sentido de utilizar técnicas voltamétricas mais sensíveis e eficazes, na

determinação de quantidades muito reduzidas de analitos, avançou-se nesta fase para

o estudo electroquímico da CBZ, através das voltametrias de onda quadrada e de

impulso diferencial.

-L.7-z.z

-1,O8

o
ul

-1.15
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3.l.z.VolraurrRn DE oNDA QUADRADA

O comportamento voltamétrico da carbamazepina foi estudado usando a

voltametria de onda quadrada (SVW). Como electrólito de suporte foi usado o tampão

fosfato 0.1 M pH - 7. O voltamograma correspondente à presença da CBZ (Curva a, da

Figura 23), obtido entre -0.400 V e -1.400 V, a uma frequência de 25 Hz, com um

tempo de equilíbrio de 15 segundos e um tempo de deposição nulo, mostra um pico

que ocorre a um potencial de -1.074 V, resultante da redução de 0.40 pM de CBZ

existente na célula electroquímica. Observando atentamente a componente directa e

inversa da corrente do voltamograma (a) (respeaivas curvas â6 € â1da Figura 23), surge

um dado novo. A redução da carbamazepina nestas condições de potencial e de

amostragem rápida da corrente, não parece ser um processo de eléctrodo totalmente

irreversível. A componente de corrente inversa revela um pico de corrente pequeno,

sugerindo haver nesta região uma pequena contribuição anódica para a corrente

medida.

Nesta região de potencial, o próprio electrólito de suporte (Curva b, da Figura

23), também apresenta um sinal relativamente elevado (sem apresentar estes

resultados na sua totalidade, apenas se observa a contribuição catódica para a

corrente). Este deve ter origem em alguma impureza electroactiva do electrólito.

Devido à sua grandeza verificou-se que este sinal constituia um problema na

determinação voltamétrica da CBZ. Especialmente, para concentrações de CBZ mais

reduzidas.
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-1.400 -1.300 -1.200 -1.100 -1.fi!0 -0.900 -0.800 -0.700 -0.600

b

4g
:
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-7,0

-9.0

-11,0

-13.0
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rlt
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É l v (vs. AE I Agcl/ 3M Kcl)

Figura 23 - Voltamogramas de SWV de (a) 0.40 pM de CBZ no tampão fosfato 0.1 M pH - 7 e (b) do
própriotampão,obtidosaumafrequênciade25Hz,aumt6.o=0segeaumt"o=15seg.Ascurvas(a6) e

(a;) representam, respectivamente, as componentes directa e inversa de corrente do voltamograma (a),

Sabe-se que na técnica de SWV, a resposta obtida e a intensidade de pico, é

grandemente influenciada por variáveis como o tempo de deposição (ta"o), potencial

inicial (E;n;), frequência (/) e pelo pH do meio. Por isso efectuou-se o estudo destas

variáveis, de modo a optimizar as condições experimentais.

3, 1.2.1, EFEIT0 Do PH

O estudo da variação do pH do meio foi realizado no intervalo de pH entre 2.18

e L1.75. A figura 24 mostra a intensidade de corrente do pico de redução da CBZ em

função dos vários pH estudados. Observa-se gue a intensidade de corrente de pico é

dependente do pH do meio, aumentando com o valor deste, até um valor de

aproximadamente 7. O pH de trabalho seleccionado é o do tampão fosfato 0.1 M, com

pH efectivo de 6.7t, uma vez que a intensidade de corrente de pico é elevada a este

pH, não se justificando fazer qualquer ajuste do pH do meio.
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Como o objectivo do desenvolvimento deste método electroquímico é a sua

aplicação na determinação da CBZ, em amostras de águas residuais reais, outra das

razões que levou a esta escolha, é o facto de este pH se aproximar do pH natural das

águas.

o

4 5 5 7 8 10 1t L2

-2

-4

-6

-8

-10

-L2

-L4

-16

ç,

.3

+

pH

Figura 24 - lntensidade da corrente de pico dos voltamogramas de onda quadrada em função do pH do

meio. E1 = -0.400 Vi ta"p = 0 s; tuo = 15 s; Frequência = 25 Hz. lC9zl = 0.40 lrM.

3. 1.2.2. ETEITo Do PoTENCIAI IutctAL

Efectuou-se o estudo da intensidade de corrente de pico em função do

potencial inicial (E;n;), no intervalo de potencial entre -0.100 V e -0.600 V (Figura 25).

Este estudo foi realizado com uma concentração de CBZ de 0.40 pM, no tampão

fosfato 0.1 M com pH efectivo de 6.71. Os voltamogramas de onda quadrada foram

obtidos a uma frequência de 25 Hz, utilizando um tempo de equilíbrio de 15 segundos

e um tempo de deposição nulo.

O potencial inicial escolhido, igual ao potencial de deposição, foi de -0.400 V,

uma vez que começando a análise a esse potencial, a intensidade de corrente de pico
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tem um valor satisfatório e uma vez que não é recomendável começar a análise a um

potencial muito próximo da zona em que vai ocorrer o pico de redução da CBZ.

-0.500 -0.450 -0.400 -0.350 {.300 -0.250 -0,200 -0.150

-2

E,*/ V

E

.-À

-2.5

-3

-3-5

-4

Figura 25 - lntensidade da corrente de pico dos voltamogramas de onda quadrada em função do
potencial inicial. t6"o = 0 s; tuo = 15 s; Frequência = 25 Hz. [CBZ] = 0'40 *,M.

3. 1.2.3. ETEITo Do TEwtpo DE DEposIÇÃo

Foitambém efectuado, o estudo da intensidade de corrente de pico em função

do tempo de deposição (t6"0), no intervalo de tempo entre 0 e 330 segundos (Figura

26). Este estudo foi feito a uma concentração de CBZ de 0.40 pM e com o mesmo

electrólito de suporte. Os voltamogramas de onda quadrada foram obtidos a uma

frequência de 25 Hz, utilizando um tempo de equilíbrio de 15 segundos e um valor de

potencial inicial de -0.400 V.

Com base nos resultados descritos na figura 26, o tempo de deposição

escolhido foi de 60 segundos. Esta escolha teve como base o compromisso entre o

tempo de análise e a intensidade de corrente de pico. Escolhendo este tempo de

deposição, o tempo de análise é aceitável e o valor da intensidade de corrente já é
-76-
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bastante elevado. Períodos de deposição superiores traduzem-se num aumento pouco

significativo da intensidade de corrente de pico, constituindo ao mesmo tempo um

aumento considerável do tempo total de análise.

50 100 150 200 250 300 350

tr

.-ê
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-10
to.o /s

Figura 26 - lntensidade da corrente de pico dos voltamogramas de onda quadrada em função do tempo
de deposição. Ei = -0.400 Vi t"q = 15 s; Frequên cia = 25 Hz. [CBZ] = 0.40 11M.

3. 1.2.4. EpEITo DA FnEeuÊucm

A frequência (/) é um dos parâmetros mais importantes na voltametria de onda

quadrada, pois é o valor desta que determina fundamentalmente a intensidade do

sinalanalítico e, consequentemente, a sensibilidade do método.

O estudo da variação da frequência foi feito entre 25 e 250 Hz. Neste estudo foi

usado o mesmo electrólito de suporte, o tampão fosfato 0.1 M. Os voltamogramas

foram obtidos entre -0.400 V e -1.400 V, utilizando um tempo de equilíbrio de 15

segundos e um tempo de deposição de 60 segundos. A concentração de CBZ existente

na célula electroquímica foi de 0.40 pM. A figura 27 mostra a variação do valor da
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intensidade de corrente do pico de redução da CBZ em função das várias frequências

estudadas. Observa-se, que com o aumento da frequência, ocorre um aumento

proporcional na intensidade de corrente de pico. Os valores de frequência de 100 e

200 Hz foram seleccionados para o trabalho posterior, por produzirem um sinal

analítico elevado, repetível e com pouco ruído associado. Com valores superiores,

como 25O Hz, o voltamograma de onda quadrada tende a apresentar mais ruído

eléctrico.

50 r00 150 200 250

Frequência / Hz

Figura 27 - lntensidade da corrente de pico dos voltamogramas de onda quadrada em função da

frequência. Ei = -0.400 Vi ta"p = 60 s; t"o = 15 s; [CBZ] = 0.40 UM'

3.1.2.5. Cunva DE CALIBRAçÃo

Após a optimização das variáveis experimentais mais relevantes na SWV,

realizaram-se as medições voltamétricas no intervalo de concentração da CBZ entre

0.020 e 2.13 FM, â fim de obter uma curva de calibração. Os voltamogramas obtidos

entre -0.400 V e -1.400 V, com duas frequências diferentes, 100 e 2OO Hz, apresentam-

se nas figuras 28 e 29, respectivamente. Os períodos de deposição e equilíbrio foram

60 s e 15 s, respectivamente.
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-1.400 -1.300 -1.200 -1.100 -1.000 -0.900

E I v lvs. Asl AecU 3M KcU

Figura 28 - Voltamogramas de onda quadrada obtidos a uma frequência de 100 Hz. ICBZI I pM: 0.020 -

2.13. O voltamograma (a) representa a resposta do electrólito de suporte.

-1.400 -1.300 -1.200 -1.100 -1.000 -0.900 -0.800

É I v (vs. Ag/ AgCU 3M KCll

Figura 29 - Voltamogramas de onda quadrada obtidos a uma frequência de 200 Hz. ICBZI I pM: 0.020 -

2.13. O voltamograma (a) representa a resposta do electrólito de suporte.
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Subtraindo, cada voltamograma da CBZ do voltamograma do electrólito de

suporte, e determinando depois a intensidade de corrente de pico, ip, do

voltamograma resultante, observa-se uma relação linear entre i, e [CBZ], no intervalo

de concentração O.O2 - 1.33 pM, para as duas frequências (Figura 30). Para a

frequência de 100 Hz, a relação entre a corrente de pico e a concentração da CBZ pode

ser descrita pela equação de regressão linear: i, (nA) = -36.93 [CAZ] (pM) - 1.396 com

um R2 = 0.997, e para a frequência de 200 Hz, pela equação: io (nA) = -93.13 [CBz] (frM]

- 3.24L com um R2 = 0.997. Os limites de detecção (LOD) e de quantificação (LOA)

respectivamente obtidos para cada frequência foram: (LODLoo xz = 0.03 pM e (LOQ)roo

nz = 0.09 pM; (LOD)z(x)Hz = 0.03 pM e (LOQlzooxz = 0.10 pM.

Com base neste comportamento linear, seria de esperar que, aplicando este

método electroanalítico, com o HMDE como eléctrodo de trabalho, e após a

optimização das variáveis mais relevantes na técnica de SWV, fosse possível efectuar a

quantificação da CBZ em amostras reais de águas residuais dopadas, usando o método

da adição padrão. Porém, tal não se verificou. Foram feitas várias tentativas nesse

sentido, experimentou-se, inclusive, Íazer a determinação da CBZ em amostras

submetidas previamente a extracção em fase sólida (SPE), mas obtiveram-se sempre

percentagens de recuperação muito superiores ao valor com que as amostras eram

dopadas. Muito provavelmente, estes efeitos devem-se a substâncias existentes na

matriz da amostra, que amplificam ou contribuem para o sinal analítico medido.
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3. 1. 3. VOTTAMETRIA DE IMPULSo DIFERENCIAL

O comportamento voltamétrico da carbamazepina também foi estudado

usando a voltametria de impulso diferencial (DPV). Como electrólito de suporte usou-

se o tampão fosfato 0.1 M. O voltamograma, obtido entre -0.400 V e -1.400 V, com

uma amplitude do impulso de 0.020 V, uma velocidade de varrimento efectiva de 4.8

mV s-1, um tempo de equilíbrio de 15 segundos e um tempo de deposição nulo, mostra

um pico bem definido a um potencial de -t.O77 V, resultante da redução de 0.40 pM

de CBZ existente na célula electroquímica (Curva a da Figura 31). A voltametria de

impulso diferencial veio a corroborar também, que a redução da CBZ no HMDE não é

totalmente irreversível. Entretanto, o voltamograma correspondente ao electrólito de

suporte (Curva b da mesma figura), apresenta também um pequeno pico, que deve ter

origem na redução de um interferente presente nos sais utilizados para preparar o

próprio electrólito de suporte, como já tinha sido referido nos estudos de SWV.
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Figura 31 - Voltamogramas de DPV de (a) 0.40 gM de CBZ no tampão fosfato 0.1M pH - 7 e (b) do próprio
tampão, obtidos com uma amplitude de impulso de 0.020 V, uma velocidade de varrimento efectiva de
4.8 mV ,-', to"o = 0 s e tuo = 15 s. Ei = -0.400 V.

Nos estudos realizados numa fase seguinte, e que consistiram em variar

algumas das condições voltamétricas que determinam a qualidade do sinal das DPV

(e.9., amplitude de impulso e velocidade de varrimento efectiva), não foram

alcançados melhoramentos significativos, que justificassem a tentativa de fazer a

determinação quantitativa da CBZ por DPV. Por isso, deu-se por concluída esta parte

do trabalho.
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3. 2. Esruuo Do CouponreruENTo VorrnuÉtRlco DA CangAMAzEPINA

usANDo um ErÉcrRoDo ou Censono VÍrnro MoomtcADo conr NaxoruBos

pr CannoNo

Para se estudar o comportamento anódico da carbamazepina (CBZ), numa

região de potencial relativamente extensa, utilizou-se o eléctrodo MWCNTs-DHP/GCE.

Para o efeito, numa primeira fase foi realizado um estudo preliminar em que se

recorreu à voltametria cíctica (VC) e a técnicas voltamétricas de impulso (SWV e DPV),

à partida mais sensíveis que a VC. Neste estudo, dispôs-se de um eléctrodo de carbono

vítreo, cuja superfície activa foi modificada com uma gota de suspensão de nanotubos

de carbono de paredes múltiplas - dihexadecilhidrogenofosfato (MWCNTs'DHP). Na

maioria dos estudos de VC utilizou-se um volume de suspensão de 8 pL e nos estudos

de SWV e DPV, um volume de 10 pL. Como electrólito de suporte foi usado um tampão

fosfato 0.1 M pH7, sendo que a concentração de CBZ na célula foi de 6.0 pM nos

estudos de VC, e entre 0.667 e 2.667 pM nos estudos de SWV e DPV. Numa fase

posterior, realizou-se um estudo sistemático acerca das principais variáveis que

condicionam a resposta electroquímica da CBZ, no eléctrodo MWCNTs-DHP/GCE. Para

o efeito, utilizou-se apenas a voltametria cíclica, pelos motivos que se explicam

adiante.

3.2. 1, EsruDo PnEUMINAR

3.2. 1. 1. VoLTAMETRTA CÍct tcA

Na Figura 32 apresentam-se os voltamogramas cíclicos da CBZ, obtidos com o

eléctrodo modificado MWCNTs-DHP/GCE e com o GCE não modificado. Incluem-se os

voltamogramas cíclicos das soluções de electrólito de suporte, sem CBZ, obtidos com

ambos os eléctrodos. Comparando estes dois últimos voltamogramas, observa-se que

a corrente de fundo no MWCNTs-DHP/GCE é superior à obtida com o GCE e que o

limite de trabalho anódico, não é tão positivo quanto o deste eléctrodo não

modificado. No entanto, da análise da Figura 32 sobressaem outros dois aspectos

importantes: a resposta electroquímica da CBZ no eléctrodo modificado é mais
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complexa e muito mais acentuada do que no eléctrodo de carbono vítreo não

modificado. Em especial, a altura dos picos de corrente com este eléctrodo modificado

é elevada e muito superior, o que justifica por si só a importância analítica deste

eléctrodo, relativamente ao GCE clássico e simples. Esta amplificação do sinal

electroquímico é normalmente interpretada como sendo devida às propriedades

únicas do MWCNTs. Uma condutividade eléctrica e área superficial específica elevadas

e uma química e estrutura superficiais que fornecem centros activos, que potenciam

as interacções com as espécies electroactivas, parecem ser as causas mais plausíveis

para justificar o efeito amplificador dos MWCNTs nos processos redox da CBZ (Agui et

ol., 2008). AIguns dos processos redox da CBZ, observados com o eléctrodo

modificado, também parecem ser energeticamente favorecidos, em relação ao GCE

simples le.g., no extremo mais anódico dos voltamogramas, o pico do voltamograma

(a) ocorre a um potencial menos positivo, do que o pico do voltamograma (c)).

Relativamente à complexidade do comportamento electroquímico da CBZ,

neste eléctrodo modificado, o voltamograma cíclico (a) (Figura 32), mostra uma série

de pelo menos cinco picos (Pr a Ps), que se estende desde a região de potencial inicial

mais negativa, até à região de potencia! mais positiva. No varrimento realizado no

sentido inverso, são observáveis apenas três picos (P1' à Pz'\, a potenciais menos

positivos. Nas condições utilizadas, apenas os fenómenos associados aos picos P5 e

P1'do voltamograma (a) parecem ter correspondência no voltamograma (c).
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Figura 32 - Voltamogramas cíclicos de 6.0 pM CBZ num (a) eléctrodo de carbono vítreo modificado com

uma gota de 8 ptl de suspensão MWCNTs-DHP e (c) num eléctrodo de carbono vítreo não modificado,

no tampão fosfato 0.1M pH 7. Os voltamogramas (b) e (d) representam os voltamogramas do electrólito
de suporte, nos respectivos eléctrodos. Ei = -0.700 V; v = 0.100 V/s.

A forma dos picos obtidos, em ambos os sentidos, parece indicar que estão

todos relacionados com fenómenos faradáicos (transferência de carga electrónica). Os

cinco picos obtidos no varrimento inicial positivo, corresponderão a fenómenos de

oxidação da CBZ. Os três picos obtidos no sentido inverso, corresponderão a

fenómenos de redução das formas mais oxidadas de CBZ, que se formaram no

varrimento anterior. A ocorrência de cada um destes três fenómenos de redução,

identificados pelos picos PL', Pz' e P3' , parece estar relacionada com as

correspondentes oxidações, que são denunciadas pelos picos P; P2 e P3. Na gama de

potencial entre os -0.700 V e os 0.200 V, a CBZ parece assumir quatro formas redox

diferentes CBZI, CBZ2, CBZ3 e CBZ4, em que se podem considerar, de entre os

seguintes pares lCBZzlCBZt, CBZ3ICBZ2, CBZ4ICBZ3, CBZ3ICBZL, CBZ4ICBZI ou

CBZ4ICBZ2) três pares redox. A verdadeira natureza química e estrutural destas formas

redox de CBZ, não é conhecida na literatura da especialidade, e por isso só se pode

especular acerca da natureza dos vários picos. O par, CBZ2ICBZL, poderá ser o
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responsável pelo par de picos Pr,/Pr', um dos pares, CBZ3ICBZ2 ou CBZ3/CBZL, pelo par

de picos PzlPz', e um dos pares, CBZ4/CBZ3, CBZ4/CBZZ, ou CBZ ICBZ1-, pelo par de

picos P3/P3'.

Entretanto, para o quarto pico de oxidação, Pa, muito menos definido que os

anteriores, e para o quinto pico, P5, o de maior altura, não existem picos de redução

correspondentes no ramo catódico do voltamograma. Esta observação indicia que os

processos de oxidação correspondentes, e que envolvem eventualmente outras

formas da CBZ (no pico P4 oxidação de uma das formas anteriores, como CBZ4 a CBZS,

e no pico 5, oxidação de uma das formas anteriores, como CBZ5 a CBZG), são processos

de eléctrodo irreversíveis (ou as formas CBZ5 e CBZ6 não são redutíveis ou são

espécies químicas muito instáveis). Em qualquer dos casos, a inércia electroquímica ou

instabilidade química das espécies CBZS e CBZ6 não compromete os processos de

redução, denunciados pelos picos P1', P2' eP3'.

Com base nestes resultados, pode concluir-se que o comportamento

electroquímico da CBZ é muito complexo, desconhecendo-se qual a verdadeira

natureza química e estrutural das formas redox de CBZ envolvidas, e os mecanismos

reaccionais subjacentes. A este respeito, o estudo da CBZ merece ser aprofundado.

No que diz respeito a fins analíticos de quantificação da CBZ, é possível concluir

que: o eléctrodo modificado com os MWCNTs é um sensor electroquímico superior ao

GCE e que, com o eléctrodo modificado existem pelo menos dois picos de oxidação, P1

e P5, QUê podem ser utilizados como sinal analítico. Naturalmente que a maior altura

do pico P5, QU€ se desenvolve a um potencial de 1.099 V, favorece a sua escolha. Por

isso, o estudo que se segue centrar-se-á neste pico de oxidação da CBZ.

Ainda com respeito à importância e utilidade analítica do pico P5, e das

medições voltamétricas como um todo, investigou-se também a sua repetibilidade.

Fizeram-se medições voltamétricas sucessivas, realizando voltametrias cíclicas com

ciclos múltiplos e voltametrias cíclicas de ciclo simples, mas seguidas (em intervalos de

L5 s a 120 s), observando-se em qualquer dos casos, que a altura do pico Ps diminuía

logo a partir do 2e ciclo (Figura 33). Esta diminuição do sinal, eventualmente deve estar

relacionada com o bloqueamento dos centros activos dos MWCNTs, por parte de
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produtos resultantes dos varrimentos anteriores, e com a diminuição da concentração

superficial da CBZ, nestes centros.
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Figura 33 - Voltamogramas obtidos em três voltametrias cíclicas de ciclo simples sucessivas

No sentido de resolver este problema, que como se sabe implica muitas

dificuldades de ordem prática num trabalho analítico de rotina, foram experimentadas

várias estratégias. Aumentou-se o tempo entre medições, mantendo-se o eléctrodo

MWCNTs-DHP/GCE em potencial de circuito aberto lopen circuit potentiol, ocp), e em

rotação no seio da mesma solução. Foram testadas várias velocidades de rotação do

eléctrodo, sem se chegar a transferir o eléctrodo para uma solução de limpeza.

Fortuitamente descobriu-se que, com um tempo de espera de 180 s, entre medições, e

com uma velocidade de rotação de 1000 a 1500 rot min-l, os vottamogramas

sucessivos eram totalmente coincidentes entre si (Figura 34). Provavelmente, durante

esta etapa de espera criam-se condições para que os produtos resultantes, do

varrimento de potencial precedente, sejam removidos da superfície do eléctrodo e

que ao mesmo tempo, mais moléculas de CBZ interajam com os centros activos dos

I
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MWCNTs. No final de cada uma destas etapas, atinge-se à partida uma condição

idêntica ou muito semelhante, em que a concentração superficial de CBZ no filme de

MWCNTs-DHP/GCE alcança um máximo, proporcional à concentração de CBZ na

solução. Tempos superiores a 180 s só resukam num dispêndio de tempo, por isso este

foi o período de tempo adoptado em toda a análise voltamétrica.
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Figura 34 - Três voltamogramas cíclicos sucessivos, com um tempo de espera de 180 s, entre medições,

a uma velocidade de rotaÇão de 1000 a 1500 rot min-1.

3.2.1. 2. VolrlMETRIAs DE IMpuLso: VoltauETRla DE ONDA Quannaoa r
VorranrrrRlA DE IMpuLso DIFERENcIAT

Devido à elevada sensibilidade, que se associa à voltametria de onda quadrada

(SVW) e voltametria de impulso diferencial (DPV), estas duas técnicas também foram

usadas para estudar o comportamento anódico da carbamazepina no eléctrodo de

MWCNTs-DHP/GCE. Os principais resultados, obtidos através da SWV e DPV, são

apresentados nas Figuras 35 e 36, respectivamente. Conforme se pode verificar nos
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respectivos voltamogramas, o fenómeno de oxidação da CBZ, associado ao pico mais

anódico (Ps) do voltamograma cíclico, não é observável nos voltamogramas de SWV,

enquanto nos voltamogramas de DPV só é visível um pico bem definido, para

concentrações mais elevadas.
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Fígura 35 - Voltamogramas de onda quadrada da CBZ, obtidos com um eléctrodo de carbono vítreo
modificado com uma gota de 10 pL de suspensão MWCNTs-DHP, no tampão fosfato 0.1 M pH 7.ÍCBZI:
(a) 0, (b) 0.667, (c) 1.333 e ld) 2.667 pM. Os voltamogramas (dar,) e (d,n,) representam as respectivas

componentes directa e a inversa do voltamograma (d). Ei = -0.700 Y; Í = LOO Hz; ÂEo = 19.95 mV; ÂE. =

1.2 mY; tuq = 15 s.

No caso particular da SWV, o facto de não se observar qualquer pico de

oxidação no voltamograma de corrente total, não quer dizer que este processo não

ocorre. Como se pode ver em detalhe na Figura 35, os voltamogramas que

representam a componente directa e a respectiva componente inversa da intensidade

de corrente, revelam ambas um pico ao mesmo valor de potencial. Estes possuem uma

altura muito semelhante e variação de intensidade de corrente no sentido positivo.

Neste caso, a diferença entre as duas componentes de corrente nesta região de

potencial, Â1, traduz-se num valor não nulo, mas constante. Por isso não se observa
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um pico de corrente no voltamograma total. Considerando que as medições foram

realizadas a uma frequência de 100 Hz, e que por isso o período de tempo entre a

medição de corrente directa e inversa é de 10 ms, pode interpretar-se o aparecimento

de um pico de corrente inversa idêntico ao pico de corrente directa, como sendo

devido à oxidação irreversível e continuada da CBZ. Além de não haver qualquer

redução a este valor de potencial, 10 ms após se dar a oxidação de CBZ continua a

haver material oxidáveljunto do eléctrodo.

No caso particular da DPV, a observação de um pico pouco definido (Figura 36)

deve-se ao facto da intensidade de corrente ser medida de um modo um pouco

diferente e a uma velocidade mais baixa (4.8 mV s-1). Sobretudo, devido ao facto do

período de modulação (tempo entre medição de corrente no fim do impulso e

medição antes do impulso) ser maior (50 ms), bem como o intervalo de tempo entre

impulsos consecutivos (250 ms). Numa região de potencial em que o processo de

oxidação da CBZ ocorre favoravelmente, e por isso há consumo de espécies junto do

eléctrodo, implica que mais espécies tenham que difundir para junto do mesmo. Com

os intervalos de tempo acima referidos, é admissível que a fracção de espécies

oxidáveis nas regiões adjacentes ao eléctrodo seja menor, e por isso a taxa de

transferência de carga electrónica (a intensidade de corrente) seja também mais

pequena. Comparando a componente de corrente obtida após a aplicação do impulso

com a componente de corrente obtida antes da aplicação do impulso (Figura 20),

observa-se que os respectivos picos (em torno de 1.000 V) não são idênticos em altura,

e por isso o seu diferencial não assume um valor constante. Daí o pico no

voltamograma de corrente total.

Alterando as condições voltamétricas, em ambas as voltametrias, não se

observa qualquer alteração significativa em relação aos resultados já reportados.

Deste modo, foi considerado que estas duas voltametrias eram inviáveis para fins de

análise quantitativa da CBZ, utilizando o e!éctrodo de MWCNTs-DHP/GCE.
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Figura 36 - Voltamogramas de impulso diferencial da CBZ, obtidos com um eléctrodo de carbono vítreo

modificado com uma gota de 10 pL de suspensão MWCNTs-DHP, no tampão fosfato 0.1 M pH 7.ICBZ):

(a) 0, (b) 0.667, (c) 1.333 e (dl 2.667 pM. Os voltamogramas (d6i,) e (d,n,) representam as respectivas

componentes directa e a inversa do voltamograma (d). Ei = -0.700 V; t, = §9 ms; ts = 250 ms ÂEo = lg s'y'
LEr= !.2 mV; t"o = l§ 5.

3, 2. 2. Estuno DE Veruívnrs ELECTRoANALÍTrcAs euE INFLUENcIAIIÍ A

Rrsposte DA CARBAMAZEnINA No EtÉcrRoDo MWCNTS-DHP/GCE

Neste estudo utilizou-se apenas a voltametria cíclica, dada a ineficácia da

voltametria de onda quadrada e da voltametria de impulso diferencial.

3.2 .2.1. ErEIto DA PREsENçA Do Solvnrutn Hmnoróstco DHP

De modo a averiguar como é que a resposta da CBZ, no eléctrodo de carbono

vítreo modificado com um filme de MWCNTs-DHP, é afectada pela presença do

solvente (DHP, dihexadecilhidrogenofosfato) utilizado para preparar a suspensão de

MWCNTs, também se utilizou um eléctrodo de carbono vítreo modificado com uma

d,n,

5.

c
b
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gota de suspensão de apenas DHP. Os resultados experimentais encontram-se

representados na Figura 37. As condições experimentais usadas foram as mesmas

daquelas que se utilizaram com os MWCNTs. Conforme se pode observar na Figura 37,

o pico de oxidação da CBZ praticamente desaparece, no eléctrodo de carbono

modificado com um filme de DHP. lsto deve-se ao facto de o DHP bloquear a

transferência de massa e de electrões da CBZ com a superfície do GCE. Para

suspensôes preparadas com quantidades inferiores de DHP, a resposta anódica da CBZ

não é tão afectada, mas pode comprometer as propriedades físico-químicas da

suspensão de MWCNTs que se queira preparar. A suspensão com as partículas dos

MWCNTs não é tão fácil de homogeneizar, fazendo com que os filmes formados na

superfície do GCE sejam pouco consistentes e reprodutíveis.

a

b

"0.{ E/V

25.O

20.0

15.0

10.0

5,0

{
rt

>

0"8

o.õ

0.{

0.:

c

d.{

-1.000

c

-0.800 -o.300

Figura 37 - Voltamogramas cíclicos de 6.0 pM CBZ num eléctrodo de carbono vítreo modificado com

uma gota de 8 gL de suspensão de (a) MWCNTs-DHP e (c) oHp, no tampão fosfato 0.1 M pH - 7. Os

voltamogramas (b) e (d) representam os voltamogramas do electrólito de suporte, nos respectivos

eléctrodos. Ei = -0.700 V; v = 0.100 V s-1.
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3.2.2.2. ETEITo DA VEToCIDADE DE VennIMENTo

A relação entre a velocidade de varrimento e a intensidade da corrente de pico

pode fornecer informações muito importantes acerca do mecanismo electroquímico,

subjacente ao processo em estudo. Assim sendo, efectuou-se o estudo do

comportamento electroquímico da CBZ no intervalo de velocidades de varrimento

entre 0.025 V s-1 e 0.300 V s-1 (Figura 38) Este estudo foi feito a uma concentração de

CBZ de 6.0 pM, usando como electrólito de suporte, o tampão fosfato 0.1 M pH - 7.

40.0

30.o

20.0
-0.025 

V/s

-o.oso 
v/s

0.075 V/s

-0.100 
V/s

---:0.150 v/s

0.20O V/s

0.25o V/s

0.3fi) V/s

1

-0.800 1.200

-20.0

-30.0

E / v (vs. Ael &O/ 3M Kc0

Figura 38 - Efeito da velocidade de varrimento, no intervalo de velocidades entre 0.025 e O.3OO V s-', nos

voltamogramas cíclicos de 6.0 pM CBZ, obtidos com o eléctrodo de carbono vítreo modificado com uma

gota de 8 ptL de suspensão MWCNTs-DHP, no tampão fosfato 0.1 M pH 7.

Como se pode observar nesta figura, a altura do pico anódico (Ps) em estudo,

bem como a dos outros picos, aumenta com a velocidade de varrimento. Além disso, o

respectivo potencial de pico, Ep, desloca-se no sentido de potenciais mais positivos,

como aliás é típico de processos irreversíveis.

Representando graficamente, io em função da raiz quadrada da velocidade de

varrimento, u'l', (Figura 39), observa-se uma relação linear entre io e vu2, que é
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traduzida pela equação: io = 28.061v'/'- 1.6687 com um coeficiente de determinação:

R2 = 0.9909. Esta relação linear indica que o processo anódico que ocorre no eléctrodo

é principalmente controlado por um passo de difusão e não por adsorção. No presente

caso, não se observa uma relação linear entre i, e v, característica de processos de

transferência electrónica que são controlados essencialmente pela adsorção das

espécies electroactivas (Gosser Jr., 1993; Southampton Electrochemistry Group, 1985).

ir = 28.051 (vlt/z - L.6687
R2 = 0.99O9

t

0.2 0.3 o.4 0.5 0.6
vllz I (v 5-r1r7r

Figura 39 - lntensidade de corrente do pico anódico P5 da CBZ, em função da raiz quadrada da

velocidade de varrimento. Condições experimentais idênticas às reportadas na Figura 38.

No entanto, a recta que traduz a relação entre i, e vv2 não intercepta o eixo Y

na posição zero. Este facto sugere que o processo de transferência de electrões não é

controlado somente pela difusão das espécies electroactivas. Eventualmente,

fenómenos de adsorção e/ou de interacção com os centros activos dos MWCNTs

podem estar envolvidos, no processo de eléctrodo. Na tentativa de comprovar a

presença destes efeitos de superfície, construiu-se o gráfico log io versus log v (Figura

40). De acordo com este, observa-se uma relação linear entre log io e Iog v, que é

traduzida peta equação: log ip =0.6219 log v - 4.5309 com um R2 = 0.9903. O declive,

16.0

14.0

L2.O

10.0

a: B.o
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com o valor de 0.6219, sugere que a oxidação da CBZ procede por um mecanismo

misto (Gosser Jr., 1993; Southampton Electrochemistry Group, 1985), controlado pela

difusão das espécies até a superfície do eléctrodo, e influenciado pela adsorção e/ou

interacções com os centros activos dos MWCNTs. Recorde-se que para processos

redox, controlados apenas por difusão, o valor do declive da relação log i, versus log v

assume um valor de 0.5, enquanto em processos controlados pela adsorção, o valor

deste declive tende para a unidade.

-1.8 -1.6 -L.4 -L.2 -1 -o.8 {.5 -o.4

Iog io = 0.621 log v - 4.530
R2 = 0.99O

(}

log v

Figura 40 - Relação log-log da intensidade de corrente do pico anódico P5 da CBZ, em função da

velocidade de varrimento. Condições experimentais idênticas às reportadas na Figura 38.

Relativamente à dependência do potencial do pico de oxidação (Eo) da

velocidade de varrimento, como já foi referido, verifica-se ser idêntica àquela que

caracteriza processos irreversíveis. Com o aumento da velocidade de varrimento, o

potencial do pico Ps desloca-se para valores mais positivos, denunciando limitações de

transferência electrónica a velocidades mais elevadas. Neste caso espera-se uma

relação semi-logaritmica linear entre o potencial do pico de oxidação e a velocidade de
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varrimento. Como se pode comprovar na figura 41, esta relação é obedecida para o

processo anódico estudado.

1.16

1.14

1.12

1.1

Ep = 0.O674log v+ 1.1584

R2 = 0.9974

1,08e
E'

1.06

1.04

L.OZ

1

-1,80 -1.60 -1.40 -1.20 -t.oo -0.80 -0.60 -0.40

log v

Figura 41 - Relação semi-log do potencial do pico anódico Ps da CBZ, em função da velocidade de

varrimento. Condições experimentais idênticas às reportadas na Figura 38.

3.2.2.3, ETEITo Do rnMpo E porENCIAt DE EeultÍnruo

O efeito da variação do tempo e do potencial de equilíbrio, no pico de oxidação

de 6.0 pM de CBZ, foram estudados no sentido de averiguar se era possível aumentar a

altura deste, dadas as vantagens analíticas que daí podiam resultar.

Efectuou-se o estudo do tempo de equi!íbrio no intervalo de tempo entre 1 e

300 segundos (Figura 421. Verificou-se que o tempo de acumulação afecta muito

pouco a corrente do pico de oxidação, dando-se um aumento relativo do pico até aos

240 segundos, havendo de seguida um decrésclmo até aos 300 segundos. O ligeiro

aumento da corrente de pico, devido possivelmente à acumulação ao longo do tempo

de mais CBZ junto do filme do eléctrodo, não justifica a utilização em análise de uma

etapa de equilíbrio tão demorada. Por isso manteve-se, nas determinações seguintes,
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um valor de 15 s, como tempo de equilíbrio. Recorde-se que o período de tempo, que

condiciona mais o valor da intensidade de corrente do pico e a repetibilidade nas

medições é o período de tempo de 3 minutos, com rotação do eléctrodo, a um

potencial de circuito aberto lopen circuit potential, ocp).

O potencial inicial, outra das variáveis que pode influenciar a resposta

voltamétrica do analito, foi avaliado no intervalo de potencial entre -0.700 V e 0.700 V.

Os resultados experimentais deste estudo são apresentados na Figura 43. A corrente

do pico de oxidação da CBZ apresenta o seu máximo entre -0.700 V e -0.500 V.

Avançando para valores de potencial mais positivos, ocorre um decréscimo gradua! da

intensidade da corrente do pico de oxidação P5 da CBZ. Deste modo, para não

comprometer o valor do sinal analítico nas determinações seguintes, manteve-se o

valor de potencial inicial em -0.700 V.

9.0

8.5

7.5

7.O

o 30 60 90 120 1í) 180 210 2rt0 270 300 3í, 350

t*/ s

Figura 42 - Estudo do efeito do tempo de equilíbrio na intensidade da corrente de pico P5 da

carbamazepina. E; = -Q.7gg V; v = 0.100 V s--.

:1 9.0
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1\, 4,5
.-ê

9,0

7.5

6.O

3.0

1.5

0.0

-0.800 -0.600 {,400 -0.200 0.000 o.200 0,400 0.600 0.800

E,n, /V

Figura 43 - Estudo do efeito do potencial inicial na intensidade da corrente de pico P5 da carbamazepina

t"o=15S;v=0.100Vs-1.

3.2.2.4. IrrluÊNcIA Do PH

A influência do pH da solução, na oxidação da CBZ foi investigada por

voltametria cíclica no intervalo de pH entre 2.18 e !L.75. Na figura 44 apresentam-se

os voltamogramas cíclicos de 6.0 pM de CBZ no tampão fosfato 0.1 M, a três valores de

pH diferentes (3.01, 5.89 e L1-.27l. A partir desta figura é possível observar que a

intensidade de corrente do pico P5 é maior a pH neutro, do que a valores de pH mais

extremos. Além disso, observa-se uma tendência para o potencial de pico P5, Sê

deslocar para potenciais tanto menos positivos, quanto mais alcalina é a solução. Esta

tendência indica que a oxidação é favorecida a pH alcalino, apesar da quantidade de

materialoxidável disponível poder parecer menor, dado que a intensidade de corrente

do pico é também menor.
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tigura 44 - Efeito do pH da solução de electrólito de suporte no comportamento electroquímico da CBZ,

num eléctrodo de carbono vítreo modificado com uma gota de 8 pL de suspensão MWCNTs-DHP, [CBZ]

= 6.0 ÉM. pH: (a) 3,01, (b) 6.89, e (c) 1'7.27.

Na figura 45 apresenta-se resumidamente a dependência do potencial de pico,

Eo e intensidade de corrente de pico, ip, êffi função do pH. Desta figura destaca-se uma

informação excepcional. No intervalo de pH entre 5.14 e 7.25, o potencial do pico de

oxidação varia negativa e linearmente com o aumento do pH da solução de acordo

com a seguinte equação: Ep = - O.O27g pH + L.2873 com um R2 = 0.9942. O valor do

declive desta relação sugere que, neste intervalo de pH, o número de protões

envolvido na oxidação da CBZ é metade do número de electrões (Kissinger e

Heineman, 1996), que a própria CBZ transfere para o eléctrodo.
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Figura 45 - Efeito do pH na intensidade de corrente de pico (io) e no potencial do pico de oxidação (Eo)

de CBZ. Condições experimentais idênticas às da Figura 44, para todos os valores de pH estudados.

Relativamente à importância do pico anódico P5, hâ análise quantitativa da CBZ,

pode concluir-se que as condições de pH neutro são as mais apropriadas, dado que a

altura do pico é maior nestas condições.

3. 2.2. 5. Ernrro DA QUANTIDADE or NenotuBos DE CengoNo or Pmrons

Múrrrpl.ns No FITME Moorlcaoon

Uma vez que já se verificou que os MWCNTs são os responsáveis pelo aumento

da resposta voltamétrica da CBZ, num eléctrodo de carbono vítreo modificado com um

filme de MWCNTs-DHP, torna-se válido assumir que a quantidade de MWCNTs pode

afectar o pico de oxidação da CBZ. Assim, a relação entre a corrente do pico de

oxidação P5 ê â quantidade de MWCNTs no filme de MWCNTs-DHP foi também

avaliada por voltametria cíclica. Foram testados vários volumes de gota de suspensão

MWCNTs-DHP: 2, 4,6,8,10 e 12 pL, a três velocidades de varrimento: 0.025, 0.1(X) e

2

1
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O.3OO V í'. Os resultados encontram-se representados na figura 46. Observou-se que a

corrente de pico aumenta em regra, com o aumento da quantidade de dispersão de

MWCNTs-DHP, até o volume de 10 pL. Com base nestes resultados, 10 pL de uma

suspensão de 1 mg mL 1 de MWCNTs-DHP foi considerada a quantidade mais

adequada para formar o filme de MWCNTs-DHP na superfície do e!éctrodo de carbono

vítreo. Para volumes de suspensão superiores a 10 pL verificou-se ainda, que o filme se

formava fora dos limites do disco de carbono vítreo, de um modo pouco reprodutível.

Na figura 47 apresentam-se os voltamogramas cíclicos da CBZ, obtidos com um volume

de gota de 10 ;rL, a três velocidades de varrimento: 0.025, O.1OO e 0.300 V s-1. Nesta

figura pode observar-se que, independentemente da velocidade de varrimento, um

volume de 10 pL garante que o valor do pico de corrente obtido tende a ser máximo.

3s.0

30.0

20.0

15.0

10,0

5.0 a

o.o

c25.0

L
*-Ê

b

0 2, 4 I 10 12

1'/mL

Figura 46 - lntensidades de corrente do pico P5, em função do volume de suspensão MWCNTS-DHP:2,4,

6, 8, 10 e 12 pL, a três velocidades de varrimento: (a) 0.025, (b) 0.100, e (c) 0.300 v s 
1. 

[CgZ] = 6.0 pM'
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tigura 47 - Voltamogramas cíclicos de 6.0 pM CBZ, obtidos com o eléctrodo de carbono vítreo

modificado com uma gota de 10 prl de suspensão MWCNTs-DHP, no tampão fosfato 0.1M pH 7. E,= '
0,700 V; v / V s-1: (a) 0.025, (b) 0.100, e (c) 0.300.

3. 2. 2.6. InrluÊNcIA Do ElrcrnóllTo DE Supontn

O electrólito de suporte, tem como função minimizar o fenómeno da migração

dos iões electroactivos, causada pelo campo eléctrico e contribuir para a diferença de

potencial interfacial à distância de maior aproximação de iões solvatados ao eléctrodo.

Na prática, a adição de um electrólito de suporte à solução consiste na adição de uma

concentração elevada de um electrólito inerte, do ponto de vista electroquímico e

químico. Relativamente à concentração do electrólito de suporte, esta deve ser pelo

menos cem vezes mais concentrada do que as espécies electroactivas, de modo a

garantir que o número de transporte destas seja mínimo. Vulgarmente a concentração

de electrólito de suporte varia entre 0.01 M e 1.0 M, sendo que a concentração das

espécies electroactivas pode variar de 5 mM a valores da ordem dos nM. Para escolher

um electrólito de suporte devem ser considerados alguns factores, como a solubilidade

no solvente empregue, a inércia redox dos iões formados na janela de potencia!

considerada e a inércia química com a espécie em análise (Kissinger e Heineman,
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1996). Este electrólito pode ser um sal inorgânico ou orgânico, um ácido ou uma base,

ou ainda uma solução tampão como acetato, citrato ou fosfato (Wang, 2006).

O tipo de electrólito é um factor chave que pode afectar as propriedades

electroquímicas dos MWCNTs, assim como a sensibilidade da determinação

voltamétrica da CBZ. Para avaliar a influência do electrólito de suporte na resposta

electroquímica da CBZ foram testados, por voltametria cíclica, três electrólitos de

suporte: tampão fosfato 0.1 M pH 7; tampão acetato 0.1 M pH 4.7; tampão amónio 0.1

M pH 11, construindo três curvas de calibração, em que [CBZ] varia entre 0.13 pM e

4.27 1tM. Usou-se para o efeito, um eléctrodo modificado com 10 pL de suspensão de

MWCNTs-DHP, e uma velocidade de varrimento de 0.L00 V/s. Os voltamogramas

cíclicos, obtidos nos dois novos meios estudados são igualmente complexos

(resultados não mostrados), mas nestes também se observa um pico a potenciais mais

anódicos, tal como no tampão fosfato (o pico P5). Tendo em conta as pequenas

diferenças observadas nos potenciais de pico, pode afirmar-se que este processo

anódico da CBZ é o mesmo nos três electrólitos. No entanto, as diferenças observadas

na intensidade de corrente dos picos, sugerem que a natureza dos iões presentes tem

influência no processo de oxidação da CBZ no e!éctrodo modificado. Na Figura 48,

apresenta-se a intensidade de corrente do pico mais anódico da CBZ em função da sua

concentração, para cada um dos electrólitos estudados. Conforme se pode observar

através dos valores de R2 das rectas, a tinearidade entre i, e [CBZ] é superior no

tampão fosfato, confirmando que a sua escolha é a mais adequada, quando se trata de

utilizar o pico Ps corno sinal na análise quantitativa da CBZ.

Nos voltamogramas cíclicos, obtidos no tampão acetato, observou-se que

existem outros picos, tanto de oxidação como de redução, que podem ser

potencialmente úteis para quantificar voltametricamente a CBZ. No entanto não são

aqui estudados.
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Figura 48 - Relações entre a intensidade de corrente do pico mais anódico da CBZ e a concentração

desta, obtidas em 3 electrólitos de suporte: tampão fosfato 0.1 M pH 7; tampão acetato 0.1 M pH 4.7;

tampão amónio 0.1M pH 11. Usou-se uma gota de 10 ptl de suspensão de MWCNTs-DHP e v=0.100 Vs-1.

3. 2.2.7. ITUTIUÊNCIA DE PoTENCIAIS IUTERFERENTES

Foi estudado o efeito de potenciais interferentes na resposta voltamétrica da

carbamazepina. Os interferentes escolhidos para este estudo foram o atenolol, o

diclofenac de sódio, o ibuprofeno, o ácido clofíbrico e a oxcarbazepina, uma vez que

estes fármacos são frequentemente encontrados, em conjunto com a carbamazepina,

no ambiente.

O atenolol (2-(4-(2-hidroxi-3-(isopropilamino)propoxi)fenil)acetamida),

comercializado como Tenormino entre outros, é um fármaco que pertence ao grupo

dos p-bloqueadores, uma classe de fármacos usados principalmente em casos de

doenças cardiovasculares e em casos de hipertensão arterial (Hegde et o1.,2008).

O ibuprofeno (ácido 2-(4-isobutilfenil) propanóico), comercializado como

Brufeno e Trifeneo entre outros, é um fármaco do grupo dos anti-inflamatórios não

esteróides (AINE) sendo também analgésico e antipirético, utilizado frequentemente

2.00.0
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no alívio sintomático da dor de cabeça (cefaleia), dor dentária, dor muscular (mialgia),

dores menstruais, febre e dor pós-cirúrgica. Também é usado para tratar quadros

inflamatórios, como é o caso da artrite reumatóide.

O diclofenac de sódio, DFNa, (acetato de 2-12-12,6-diclorofenilaminolfenil)

sódio), comercializado como Voltareno e Gtaflano entre outros, é um anti-

inflamatório não-esteróide (AINE) com acção sobretudo analgésica e anti-inflamatória,

não sendo usado especificamente como antipirético mesmo tendo esta acção (Zhang

et o1.,2008).

O ácido clofíbrico (ácido 2-(4-clorofenoxi)-2-metilpropanóico), comercializado

como Tricerol@ entre outros, pertence ao grupo de fármacos denominados fibratos

(Komsta et ol., 2005). Os fibratos são fármacos usados no tratamento da

hipercolesterolemia e na prevenção da arteriosclerose. Estes são derivados do ácido 2-

fenoxi-2-metilpropanóico. Reduzem os níveis de triglicerideos e os níveis da LDL

(lipoproteína de baixa densidade, "mau colesterol"), aumentam os níveis de HDL

(lipoproteína de alta densidade, "bom colesterol") e diminuem a taxa de formação das

placas arterioscleróticas nas artérias.

A oxcarbazepina (10,11-Dihidro-10-oxo-5H-dibenz(b,f)azepina-S-carboxamida)

é um derivado estruturalda carbamazepina, em que um grupo cetona substituia dupla

Iigação C-C no anel da dibenzazepina. A oxcarbazepina, comercializada com o nome de

Proaxeno e Trileptal@, é um fármaco indicado para o tratamento de crises epilépticas

parciais com ou sem crises tónico-clónicas generalizadas secundariamente e de

nevralgias do trigémeo (Calvo et al.,2OO7l.

Este estudo foi realizado usando também a voltametria cíclica. Foi estudado o

efeito de potenciais interferentes na resposta voltamétrica de 0.4 pM de CBZ, na razão

molar de 1:1. Os voltamogramas cíclicos foram obtidos entre -0.700 e 1.300 V, no

tampão fosfato 0.1 M pH 7, a uma velocidade de varrimento de 0.100 V s-1. Os

resultados obtidos encontram-se descritos na Tabela 9. Estes mostram que o

diclofenac de sódio, o ácido clofíbrico e o ibuprofeno, são responsáveis por um

aumento da resposta voltamétrica da CBZ, enquanto o atenolol e a oxcarbazepina são

responsáveis por uma diminuição dessa resposta. O diclofenac de sódio e o ácido

ctofíbrico constituem os ma iores i nterfere ntes.
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No caso do diclofenac de sódio, o voltamograma cíclico apresenta, além do pico

de oxidação da CBZ a um potencial de 1.099 V, um pico anódico que ocorre a um

potencial de 0.640 V, referente à oxidação do diclofenac de sódio. Esta resposta já era

esperada, de acordo com o que se encontra descrito na literatura (Yang et o1.,2008).

Os restantes fármacos não apresentaram qualquer resposta voltamétrica nas

condições experimentais usadas.
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Tabela 9 - lnfluência de potenciais interferentes na resposta voltamétrica de 0.4 pM de CBZ, para uma

razão molar 1:1.
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3. 3. QuruurmrceçÃo or CmnauazEPINA coM o MWCNTS-DHP/GCE

3.3. 1. CURvADE CaTtnRAÇÃo

No seguimento dos estudos anteriores, e conforme já foi antecipadamente

apresentado (ver ponto 3.2.2.6), estudou-se a relação io versus [CBZ], no sentido de

saber qual a região de linearidade para a quantificação da CBZ, usando o eléctrodo

modificado. Neste estudo utilizou-se a voltametria de varrimento linear, e todas as

outras condições analíticas consideradas óptimas, para construir a curva de calibração.

lnicialmente, utilizou-se uma velocidade de varrimento de 0.300 V s-', dado que as

intensidades de pico de corrente eram mais elevadas que a velocidades menores. No

entanto verificou-se que a linearidade da relação io versus [CBZ] não era a melhor.

Deste modo optou-se por realizar as medidas a uma velocidade de 0.100 V s-1. As

medições voltamétricas, com as diferentes soluções de CBZ, foram todas realizadas na

mesma célula, adicionando alíquotas de uma solução padrão de CBZ. Os

voltamogramas correspondentemente obtidos, com o sinal analítico de interesse

localizado em torno de 1.099 V, apresentam-se na figura 49.
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Figura 49 - Voltamogramas de varrimento linear, obtidos com soluções de CBZ com concentração

diferente (pM), no tampão fosfato 0.1 M pH 7, a v = 0.100 V s-1.

Como se pode observar, os voltamogramas de varrimento linear obtidos

mostram um aumento da corrente de pico com o aumento da concentração de CBZ na

solução. Através do software que é usado para controlar o potenciostato, determinou-

se em cada voltamograma o valor de intensidade de corrente do pico, ir. Com estes

valores e os respectivos valores de concentração de CBZ, construiu-se a curva de

calibração (Figura 50).

A curva obtida apresenta um comportamento linear na gama de concentração

0.13 - 1.60 pM (30.7 - 378 pg L-').A relação entre intensidade de corrente do pico de

oxidação e a concentração da CBZ pode ser descrita pela seguinte equação de

regressão linear: ip (pA) = 2.5898 ICBZ] (pM) + O.47tB com um R2 = 0.9963. A gama de

concentração pode estender-se a um valor de 2.40 pM, comprometendo o valor de R2

(= 0.9935). A partir deste valor de concentração observa-se um desvio negativo da

linearidade, devido provavelmente à aproximação de um estado de saturação, dos

centros activos dos MWCNTs.

3.
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A informação estatística foi obtida a partir de cinco curvas da calibração. O

limite de detecção (LOD) e o de quantificação (LOQ) é de 0.04 e 0.14 pM,

respectivamente. O LOD e o LOQforam calculados usando as seguintes equações: LOD

= 3s/m e LOQ = 10s/m, em que o s é o desvio padrão da corrente de pico do branco (5

corridas) e o m é o declive da curva de calibração (Miller e Miller, 2000).
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Figura 50 - Curva de calibração da CBZ, no intervalo de concentração 0.13 - 1.60 pM (30.7 - :ZA prg t--1)

3.3,2.DnrnnuruAçÃo DA CARBAMAZEPINA EM AMosrRAs REAIs

A determinação da carbamazepina em amostras reais foi realizada, usando o

método da adição padrão. Conforme já foi referido, este método permite a

minimização de efeitos da matriz da amostra, que podem influenciar o valor do sinal

analítico, e facilita consideravelmente as medições electroquímicas, dado que todas

elas são realizadas sucessivamente na mesma célula (em especial, com o mesmo

eléctrodo de trabalho, em condições que permanecem constantes).

De modo a justificar a validade do método voltamétrico e a importância do

eléctrodo de trabalho na determinação da CBZ, seleccionaram-se as seguintes
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amostras reais: um fármaco, água da torneira dopada com CBZ e uma amostra

ambiental, proveniente de uma estação de tratamento de águas residuais domésticas,

que foi igualmente dopada.

3.3.2.1. DnmrurruvaçÂo oe CensAMAzEPINA xo FÁruueco Trçnrtot@

O método proposto foi aplicado na determinação da CBZ, que compõe o

fármaco Tegretolo. Uma quantidade rigorosamente conhecida do fármaco foi

dissolvida num solvente apropriado, conforme descrito na parte experimental,

transferindo-se uma alíquota da solução resultante para a célula electroquímica. Na

célula, a concentração correspondente de CBZ era de 0.846 pM. Após sucessivas

adições de uma solução padrão de CBZ de 200 pM, detectaram-se 0.851 pM de CBZ

(Figura 51), havendo assim uma percentagem de recuperação de LOO.6oÁ. Esta

percentagem de recuperação indica que a determinação da CBZ, usando um eléctrodo

de carbono vítreo modificado com um filme de MWCNTs-DHP nas condições

experimentais já referidas, é um método válido e sensível. No caso desta amostra e

nas condições experimentais utilizadas, ficou ainda provado que os ingredientes

inactivos do fármaco não constituem uma interferência séria nas medições

voltamétricas (Novartis Pharmaceuticals Corporation, 2009).
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Figura 51 - Curva de adição padrão, obtida na determinação da CBZ no fármaco Tegretolo. A figura

inserida ilustra cinco picos de oxidação Ps da CBZ, corrigidos para a linha de base, dos voltamogramas

correspondentemente obtidos com as soluções de Tegretol@ (sem e com quatro adições padrão).

3. 3. 2. 2. DrtERnrIraçÃO oe CangeMAzEPINA ru ÁCUa DA TORNEIRA

Dopaoe

Para verificar se o método proposto podia ser utilizado com sucesso, na

detecção e determinação da CBZ numa matriz desconhecida, mas relativamente

simples, realizaram-se vários ensaios com água da torneira dopada com uma

quantidade conhecida de CBZ. Nestes, a concentração de CBZ na célula electroquímica

era de 0.292 gM. Após várias adições de uma solução padrão de CBZ de 200 pM,

detectaram-se 0.286 pM de CBZ (Figura 521, havendo assim uma percentagem de

recuperação de cerca de 98%. Este resultado veio também ele a confirmar, a

importância e utilidade do eléctrodo MWCNTs-DHP/GCE na determinação

voltamétrica da CBZ.
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Figura 52 - Curva de adição padrão, obtida na determinação da CBZ numa amostra de água da torneira

dopada.

3.3.2.3. DntEnUmEçÃo Oa CeRneUezEPINA NUU ETIUENTE Dopepo

De modo a verificar, se os objectivos principais deste trabalho podiam ser

alcançados com amostras mais complexas e com impacto ambiental relevante, o

método desenvolvido foi aplicado na determinação da CBZ, numa amostra ambiental

real: um efluente recolhido à saída de uma estação de tratamento de águas residuais

domésticas. Depois de ter sido conveniente filtrado este efluente foi analisado

voltametricamente, nas condições experimentais consideradas óptimas, usando o

MWCNTs-DHP/GCE. Em nenhum destes ensaios foi detectado qualquer sinal

electroquímico (pico P5, â Ep = 1.099 V), referente à presença de CBZ na amostra. Ou

porque a sua concentração é nula, ou porque a concentração existente é inferior ao

limite de detecção do método utilizado.

Na sequência destes ensaios, dispôs-se de um volume fixo desta amostra,

dopando-a de seguida com uma concentração de CBZ conhecida. Utilizando o método

da adição padrão, procedeu-se de seguida à análise voltamétrica desta amostra.
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Começou-se por adicionar o efluente dopado à célula electroquímica, ficando a

concentração de CBZ na célula de 0.212 pM. Depois da medição voltamétrica e registo

da intensidade de corrente de pico, correspondente a esta amostra de trabalho,

fizeram-se adições sucessivas de uma solução padrão de CBZ de 200 pM, medindo e

registando as intensidades de corrente de pico nos respectivos voltamogramas. Com

base nestes valores construiu-se o gráfico io vs concentração de CBZr66ion"6. (Figura 53),

o quaf permitiu determinar, por extrapolação da recta io (ttA) = L.46Ll [CBZ]"d (pM) +

0.7303 (R2 = 0.9949), a seguinte concentração de CBZ no efluente: 0.481 pM. Neste

caso, verificou-se que a percentagem de recuperação, de cerca de 226.8%o, era

excepcionalmente elevada. Em outros ensaios, realizados com diferentes volumes de

amostra na célula e por isso diferentes concentrações iniciais de CBZ, os valores

obtidos foram da mesma ordem de grandeza. No entanto, também se pode verificar

que quanto maior é o volume de amostra introduzido na célula electroquímica, maior

é o valor da percentagem de recuperação obtido. A enorme discrepância destes

valores, relativamente ao que era esperado determinar em CBZ na amostra dopada,

sugere uma forte influência de outros componentes da matriz. Um aumento do

volume de amostra introduzida na célula, a que corresponderá um aumento da

concentração de interferentes, parece confirmar que é este o caso.

Em face dos resultados anteriores, tentou-se resolver o problema, executando

um passo de preparação de amostra comummente utilizado para o efeito (Vega et al.,

2OO7l. Este passo consiste em submeter a amostra, à técnica de extracção em fase

sólida, SPE (ver Ponto 2. 5. da Parte Experimental), antes da determinação

propriamente dita. Neste processo de limpeza por SPE usaram-se amostras

previamente dopadas com CBZ e amostras que não foram dopadas com qualquer CBZ

a não ser depois da SPE. Quer umas quer outras foram analisadas, no sentido de

verificar que a técnica de SPE não tem influência no teor de CBZ da solução tratada,

como é esperado para estes analitos (Vega et ol.,2OO7l.

Após a SPE, e mantendo as restantes condições experimentais, efectuou-se a

determinação da CBZ num efluente dopado, com concentração na célula de 0.2L2 pM.

Usando o método da adição padrão, e após várias adições de uma solução padrão de

CBZ de 200 pM (Figura 53), determinou-se por extrapolação da recta ip (ttA) = 1.5368
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[CBZ].d (UM) + 0.3112 (R2 = 0.9986), a seguinte concentração em CBZ: O.2O2 pM. Este

valor traduz-se numa percentagem de recuperação, de cerca de 95.30Á, que do ponto

de vista analítico é considerada bastante aceitável.

Comparando os diferentes resultados obtidos, com as amostras tratadas por

SPE e as amostras que não foram tratadas pela mesma técnica, pode concluir-se que a

utilização da mesma é um requisito indispensável na determinação voltamétrica da

CBZ, em amostras que são muito complexas do ponto de vista químico.

z
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Figura 53 - Determinação da CBZ em dois efluentes dopados com O.2L2 pM, um no seu estado bruto e o

outro passado previamente por SPE, através do método da adição padrão.

3. 4, QUamnuCAçÃo DA CansaMAzEPINA: MÉrOno VOrteuÉTRICO

pRoposro uERSUS os MÉtooos CRoMArocRÁHcos HPLC-W/Us E LC'ESI-

MS/MS

Os métodos de HPLC-UV/Vis e de LC-ESI-MS/MS foram usados para fazer a

quantificação da CBZ nas várias amostras para demonstrar a eficácia e a validade do
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método voltamétrico desenvolvido neste trabalho. Através destes métodos correntes,

provou-se que os resultados obtidos com o sensor desenvolvido estão de acordo com

a quantidade de CBZ presente em formulações farmacêuticas comerciais e com a

quantidade de CBZ em amostras de águas residuais dopadas. Na Tabela 10 estão

sumarizados os resultados obtidos pelo método voltamétrico e pelos métodos

cromatográficos.

As taxas de recuperação obtidas demonstram que o método voltamétrico

proposto com o eléctrodo de carbono vítreo modificado com um filme de MWCNT-

DHP, possui um grande potencial para ser aplicado na análise de CBZ na prática. Na

análise do fármaco Tegretol@, foram obtidas percentagens de recuperação mais

elevadas com o método voltamétrico do que os métodos cromatográficos. No caso das

águas residuais dopadas, as concentrações de CBZ obtidas com os métodos HPLC-

UV/Vis e LC-ESI-MS/MS foram substancialmente mais elevadas do que a concentração

de CBZ usada para dopar as amostras. lsto mostra os reveses que ocorrem nestas

técnicas na presença de efeitos de matriz. Este problema pode ocorrer devido à

elevada sensibilidade da fonte de ESI e do detector UV a outros componentes

presentes na matriz, que pode resultar na supressão ou no aumento do sinal. Como foi

referido acima, para minimizar a influência de interferentes na determinação da CBZ

em amostras reais, o método da adição padrão é uma alternativa adequada. No

entanto, essa técnica é mais facilmente usada e com um menor consumo de tempo,

nos métodos voltamétricos do que nos métodos cromatográficos.

Tabela 10 - Determinação da CBZ no fármaco Tegretol@ e em amostras de águas residuais dopadas

Taxa de
recuperação
do método

voltamétrico

200.0
mg/comprimido

aOL.L

mg/comprimido
185.2

mg/comprimido
L82.L

mg/comprimido

0.500 pg mL 
1 

0.479 pg mL 
1 0.588 pg mL 

1 
0.558 pg mL 

1 95.8
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Amostra
Concentração

de CBZ

Método
voltarnétrico

HPLC-UV LC-ESl-MS/MS

Tegretol@

200

Água
residual
dopada

100.6
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4. CotuctusÃo

Os estudos voltamétricos realizados, sobre o comportamento e detecção

catódica da CBZ com o eléctrodo de mercúrio de gota suspensa, revelaram que:

- a CBZ é electroreduzida a aproximadamente -t.O74 V vs. Ag/AgCl/KCl 3M, no

electrólito de suporte seleccionado, o tampão fosfato 0.1M pH - 7.

- a electroredução da CBZ, quando estudada por voltametria cíclica, aparenta ser um

processo essencialmente irreversível. Os resultados paralelamente obtidos por

voltametria de onda quadrada e impulso diferencial mostram porém que a

electroredução da CBZ não é totalmente irreversível. Esta diferença parece estar

relacionada com a quantidade de produto resultante da redução, que é detectável, em

cada voltametria.

- a electroredução da CBZ, estudada por voltametria cíclica, parece ser um processo

predominantemente controlado por difusão, influenciado também pela adsorção da

própria CBZ.

- a detecção da CBZ deve ser efectuada, no electrólito de suporte considerado, a

valores de pH na gama de 5 - 12. Na detecção pode utilizar-se o valor de pH do

tampão fosfato 0.1 M, o qual é efectivamente 6.71, sem que haja necessidade de

ajustar o mesmo com soluções de electrólitos básicos ou ácidos.

- a CBZ pode ser determinada por voltametria de onda quadrada em matrizes aquosas

muito simples, mas em amostras reais de matriz mais complexa tal não é possível. No

primeiro caso, com a aplicação de um potencial de deposição de -0.400 V durante 60 s,

verificou-se que a relação entre a intensidade de corrente no pico e a concentração de

CBZ era linear no intervalo 0.020 - 1.330 pM, para as frequências de 1OO e 200 Hz. Os

limites de detecção (LODIe de quantificação (LOQ) respectivamente obtidos para cada

frequência foram: (LOD)rmnz = 0.03 pM e (LOQ)l(x)Hz = 0.09 pM; (LOD)2ooH, = 0.03 pM e

(LOQ)zm Hz = 0.10 ptM. No segundo caso, das amostras reais, em que se recorreu à

dopagem das mesmas e ao método da adição padrão para minimizar os efeitos de

matriz, obtiveram-se sempre percentagens de recuperação demasiado elevadas. Estes
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resultados mantiveram-se, mesmo com as amostras previamente submetidas ao

processo de limpeza de extracção por fase sólida (SPE).

Os estudos voltamétricos realizados sobre o comportamento e detecção

anódica da CBZ, com o eléctrodo de carbono vítreo modificado com o filme de

MWCNTs-DHP e o eléctrodo de carbono vítreo não modificado, revelaram que:

- num tampão fosfato 0.1 M gH - 7, a resposta electroquímica da CBZ no eléctrodo

modificado é mais complexa e muito mais acentuada do que no eléctrodo de carbono

vítreo não modificado. Esta resposta sugere uma série de processos de oxidação

sucessiva da CBZ, cuja natureza não foi ainda possível determinar, na sua totalidade. A

ampliação do sinal é significativa a aproximadamente -0.2210 V (pico P1) e 1.099 V (pico

P5). Ambos os picos podem ser utilizados como sinal analítico para a quantificação da

CBZ. Em especial, o pico mais anódico por ser o de maior magnitude.

- o pico mais anódico (Ep,s = 1.(D9 V) e mais intenso, seleccionado para a determinação

voltamétrica da CBZ, corresponde a um processo de oxidação irreversível que parece

proceder por um mecanismo misto, controlado por difusão e influenciado pela

adsorção.

- o sinal analítico seleccionado para a determinação voltamétrica da CBZ no MWCNTs-

DHP/GCE) é repetívelentre cada medição, quando o eléctrodo é mantido em potencial

de circuito aberto (open circuit potential, ocp) durante 180 s e com uma velocidade de

rotação de 1000 a 1500 rotlmin.

- a voltametria de varrimento linear (LSV) é um método mais adequado para a análise

quantitatava da CBZ com o MWCNTs-DHP/GCE, do que as voltametrias de onda

quadrada (SVW)e voltametria de impulso diferencial (DPV).

- o valor do pH do meio influencia o comportamento anódico da CBZ e, para fins

analíticos, a sensibilidade da análise voltamétrica. Neste estudo concluiu-se que, as

condiçôes de pH natura! do electrólito de suporte seleccionado (pH 6.71) são as mais
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apropriadas para a determinação quantitativa daCBZ, dado que a altura do pico (ip,s)é

maior nestas condições.

- entre os vários electrólitos de suporte testados (tampôes acetato e amónio), o

tampão fosfato 0.1 M pH 6.71 provou ser o meio mais adequado, quando se trata de

utilizar o pico P5 cotllo sinal para quantificar aCBZcom o MWCNTs-DHP/GCE.

- entre as várias substâncias testadas, que podem ser encontradas em coniunto com a

CBZ em amostras de águas residuais domésticas, e que podem ser potenciais

interferentes na sua determinação voltamétrica, o diclofenac de sódio e o ácido

clofíbrico são os interferentes mais importantes. No meio fosfato estudado, ambas

alteram o valor do sinal em maior extensão do que as outras substâncias testadas (o

atenolol, o ibuprofeno e a oxcarbazepina).

- através da voltametria de varrimento linear (l.SV), nas condições experimentais

consideradas óptimas e com uma velocidade de varrimento de 1ü) mV s-1, â

intensidade de corrente do pico P5 varia linearmente com a concentração de CBZ, no

intervalo 0.13 - 1.60 pM (30.7 - 378 pg/L). Os limites de detecção (tOD) e de

quantificação ([Oa) obtidos foram 40 and 140 nM (9.5 and 33.1 FglL),

respectivamente. Tanto quanto se sabe, na bibliografia disponível,40 nM é o valor de

LOD mais baixo encontrado para a determinação da CBZ, usando técnicas

electroquímicas.

- o eléctrodo modificado com o filme de MWCNTs-DHP é um sensor voltamétrico

suficientemente sensível, reprodutível e rigoroso na detecção e quantlficação da CBZ

em amostras farmacêuticas, em águas naturais para consumo humano e águas

residuais domésticas com elevado grau de contaminação. Nos ensaios de recuperação

realizados, com o fármaco Tegretol@, água da torneira e água de uma estação de

tratamento de esgotos domésticos, ambas dopadas com CBZ, obtiveram-se

percentagens de LOO.6%,98.O%, e 95.8%, respectivamente. Nestes ensaios provou-se

que as duas primeiras amostras reais utilizadas, não necessitam de ser submetidas a

qualquer tratamento prévio. Pelo contrário, é fundamental que a amostra de água da
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estação de tratamento de esgotos seja previamente tratada, através da técnica de

extracção em fase sólida (SPE).

- a técnica voltamétrica desenvolvida conduz a resultados analíticos muito

satisfatórios, quando comparados com os resultados paralelamente obtidos, através

das técnicas cromatográficas normalmente eleitas, como a HPLC-UV e a LC-MS.

Resumidamente, pode concluir-se que o sensor voltamétrico MWCNTs-

DHP/GCE e o método electroanalítico aqui propostos para a determinação da CBZ,

constituem uma ahernativa promissora, êffi termos de simplicidade, rapidez,

fiabilidade e baixo custo de análise, relativamente às técnicas cromatográficas

correntes.
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5. PunspEcrlvAs Futunns

Com base nos resuhados obtidos neste trabalho e em algumas questões

pertinentes que surgiram no decurso do mesmo, consideram-se como temas de

interesse para desenvolver no futuro, os seguintes tópicos:

- Aplicação da técnica voltamétrica desenvolvida, a amostras de natureza biológica e a

amostras em que coexistem com a CBZ, os seus principais metabolitos; lncluir neste

estudo a caracterização electroq u ím ica destes metabolitos.

- lnvestigação sobre os mecanismos de reacção de oxidação electródicos da CBZ e

identificação dos produtos resultantes.

- Exploração das características analíticas dos picos de oxidação e redução da CBZ, que

não foram objecto de estudo neste trabalho, em outros electrólitos de suporte.

- Concepção de outros sensores voltamétricos, em que se utilizam outros substratos

electrónicos para formar o filme de nanotubos de carbono, em vez do GCE (por

exemplo, eléctrodos de fibra ou de pasta de carbono, de diamante dopado com boro,

ou mesmo de tinta impressa).

- Concepção de outros sensores voltamétricos, em que se utilizam nos filmes

modificadores outros tipos de nanomateriais (por exemplo, nanopartículas de ouro).

-123-



Refe rê ncios Bi bl iog rofico s

6. OGRÁFICAS

-t24-

D
I l t,



Refe rê ncios Bibliog rofi cos

6. RrrnnÊNcrAs Bmuocruírtcns

Adams, E. N.; Marks, A.; Lizer, M. H. (2()(X)). "Carbamazepine-induced hyperammonemia." Am.

t. Heolth-Syst. Ph., 66lL6l, t468-147 O.

Agui, L.; Yanez-Sedeno, P.; Pingarron, J. M. (2008). "Role of carbon nanotubes in

electroanalytical chemistry - A review ." Anol. Chim. Acto,62211-21, L147.

Ahrer, W.; Scherwenk, E.; Buchberger, W. (2001). "Determination of drug residues in water by

the combination of liquid chromatography or capillary electrophoresis with

electrospray mass specrometry." l. Chromotogr. Á, 910(1), 69-78.

Andreozzi, R.; Marotta, R.; Pinto, G.; Pollio, A. (2002). "Carbamazepine in water: persistence in

the environment, ozonation treatment and preliminary assessment on algal toxicity."

Wote r Res., 36(11), 2869-2877 .

Baldwin, R. P.; Thomsen, K. N. (1991). "Chemically Modified Electrodes in Liquid-

Chromatography Detection - A Review." Tolonto,3S(1), 1-16.

Barceló, D.; Petrovic, M. (2008). The Hondbook of Environmentol Chemistry - Emerging

Contominonts from lndustriol ond Municipal Waste: Ocurrene, Anolysis ond Efreds.,

Springer-Verlag Berlin Heidelberg, Leipzig.

Bard, A. J.; Faulkner, L R. (2001). Electrochemicol Methods - Fundamentols ond Applicotions,2l

ed. Ed., John Wiley & Sons, lnc., New York.

Batt, A. L.; Bruce, l. B.; Aga, D. S. (2006). "Evaluating the vulnerabili§ of surface waters to

antibiotic contamination from varying wastewater treatment plant discharges."

Envi ron. Pollut., L42l2l, 295-302.

BLAC (2003). "Arzneimittel in der Umwelt Auswertung der Untersuchurgsergebnisse.".
-125-



Refe rê ncios Bi bliog ráfi cos

Brett, C. M. A.; Oliveira-Brett, A. M. (1993). Electrochemistry: Principle, Methods and

Appl i catio n s., Oxfo rd U niversi§ Press, Oxford.

Burstein, E.; Cohen, M. L.; Mills, D. L.; Stiles, P. J. (20081. Corbon Nonotubes: Quontum

Cylinderc of Graphene., Elsevier, United Kingdom.

Calvo, M. E. B.; Renedo, O. D.; Martinez, M. J. A. (2007). "Determination of oxcarbazepine by

Square Wave Adsorptive Stripping Voltammetry in pharmaceutical preparations." J

Phormoceut. Biomed., 43(3), 1156-1160.

Campanella, L.; Ambrosi, A.; Bellanti, F.; Tomassetti, M. (2006). "C.omparison between

voltammetric and spectrophotometric methods for drug analysis." Curr. Anol. Chem.,

2131,229-24L.

Dordio, A. V.; Candeias, A. J. E.; Pinto, A. P.; da Costa, C. T.; Carvalho, A. J. P. (20(Xl).

"Preliminary media screening for application in the removal of clofibric acid,

carbamazepine and ibuprofen by SSF-constructed wetlands." Ecol. Eng.,35(2), 290-

302.

Drewes, J. E.; Heberer, T.; Reddersen, K. (2002). "Fate of pharmaceuticals during indirect

potable reuse." Woter Sci. Technol.,46(3), 73-80.

Duan, L. S.; Xie, F.; Zhou, F.; Wang, S. F. (2007). "The electrochemical Behavior of

acetaminophen on multi-walled carbon nanotubes modified electrode and its

a nalytical a pplication." Anol. Lett., 40, 2653-2663.

Dunnbier, U.; Jugelt, W. (1991). "Electrochemical Reduction of SH-Dibenz[B,F]Azepine

Derivatives .5. Cathodic Behavior of Carbamazepine-Ammonium Halide Addition-

Compounds ." Pho rmozie, 46171, 512-517.

-126-



Refe rê ncios Bi bliog mficos

Durst, R. A.; Baumner, A. J.; Murray, R. W.; Buck, R. P.; Andrieul C. P. (1997). "Chemically

modified electrodes: Recommended terminology and definitions (IUPAC

recommendations 1997)." Pure Appl. Chem., 69(6), 1317-1323.

Ferrari, B.; Paxeus, N.; Lo Giudice, R.; Pollio, A.; Garric, J. (2003). "Ecotoxicological impact of

pharmaceuticals found in treated wastewaters: study of carbamazepine, clofibric acid,

a nd diclofen ac." E@tox. Env iron. Sofe., 55(3 ), 359-370.

Fritz, J. S. (1999). Analyticolsolid Phose Extrodion.,John Wiley & Sons, New York.

Gonzalez-Barreiro, C.; Lores, M.; C.asais, M. C.; Cela, R. (2003). "simultaneous determination of

neutral and acidic pharmaceuticals in wastewater by high-performance liquid

chromatography-post-column photochemically induced fl uorimetry." J. Chromotogr. A,

993(1-2),29-37.

Gosser Jr., D. K. (1993). Cyclic Voftommetry Simulation ond Anolysis of Reodion Mechonisms.,

VCH Publishers, New York.

Hall, R. D. (2009). "

hu/.".

Heberer, T.; Reddersen, K.; Mechlinski, A. (2002). "From municipal sewage to drinking water:

fate and removal of pharmaceutical residues in the aquatic environment in urban

areas." Woter Sci. Technol.,46(3), 81-88.

Hefnawey, G. B.; El-Hallag; l. S.; Ghoneim, E. M.; Ghoneifi, M. M. (2m4). "Voltammetric

behavior and quantification of the sedative-hypnotic drug chlordiazepoxide in bulk

form, pharmaceutical formulation and human serum at a mercury electrode." J.

Phormoceut. Biomed., 34(1), 75-86.

-L27-



Refe rê nci as Bi bliog ráfi cos

Hegde, R. N.; Hosamani, R. R.; Nandibewoor, S. T. (2009a). "Voltammetric oxidation and

determination of cinnarizine at glassy carbon electrode modified with multi-walled

carbon nanotubes." Col loid. Su rfoce. B, 7 2Í21, 259-265.

Hegde, R. N.; Shetti, N. P.; Nandibewoor, S. T. (20O9b). "EIectro-oxidation and determination of

trazodone at multi-walled carbon nanotube-modified glassy carbon electrode."

Tolonto, 79(21, 361-368.

Hegde, R. N.; Swamy, B. E. K.; Sherigara, B. S.; Nandibewoor, S. T. (2008). "Electro-oxidation of

atenolof at a glassy carbon electrode." lnt.l. Electrochem. Sci.,3(3), 302-314.

"Development of an amperometric L-lactate biosensor based on L-lactate oxidase

immobilized through silica sol-gel film on multi-walled carbon nanotubes/platinum

nanoparticle modified glassy carbon electrode." Mot. Sci. Eng. C-Biom.,28171,1070-

1075.

Johnson, A. C.; Jurgens, M. D.; Williams, R.J.; Kummerer, K.; Kortenkamp, A.; Sumpter, J. P.

(2008). "Do cytotoxic chemotherapy drugs discharged into rivers pose a risk to the

environment and human health? An overview and UK case study." l. Hydrol.,3zl8(1-2),

L67-175.

Jones, O. A. H.; Voulvoulis, N.; Lester, J. N. (2002). "Aquatic environmental assessment of the

top 25 English prescription pharmaceuticals." Woter Res.,36(20),5013-5022.

Jorio, A.; Dresselhaus, G.; Dresselhaus, M. S. (2m8). Corbon Nonotubes: Advonced Topics in

Synthesis, Strudure, Properties ond Applicotions.,Springer, Germany.

Huang J.; Li, J.; Yang Y.; Wang X. S.; Wu, B. Y.; Anzai, J. l.; Osa, T.; Chen, Q. (2008).

-128-



Refe rê ncios Bi bl iog ráfi cos

Katz, E.; Willner, l. (2004). "Biomolecule-functionalized carbon nanotubes: Applications in

na nobioelectronics. " Che m physchem, 5(8), 1085-1104.

Kazakevich, Y.; Lobrutto, R. (2007). HPLCÍor Phormoeuticol Cientists., John Wiley & Sons, lnc.,

Hoboken, New Jersey.

Khan, S. J.; Ongerth, J. E. (2004). "Modelling of pharmaceutical residues in Australian sewage

by quantities of use and fugacity calculations." Chemosphere,54l3l,355'367.

Kissinger, P. T.; Heineman, W. R. (1996). LoboratoryTechniques in ElectrodnolyticolChemistry.,

Marcel Dekker, New York.

Kolpin, D.W.; Furlong E. T.; Meyer, M. T.; Thurman, E. M.; Zaugg, S. D.; Barber, L. B.; Buxton,

H. T. (2003). "Response to comment on "pharmaceuticals, hormones, and other

organic wastewater contaminants in US streams, 1999-2000: A national

reconnaissance"." Environ. Sci. Technol., 37(5), 1054.

Komsta, L.; Misztal, G.; Majchnalç E.; Hauzer, A. (2006). "Separation of fibrate-type

antihyperlipidemic drugp by capillary electrophoresis and their quantitation in

pha rmaceutica 1. " J Ph o rmo ce ut. Bi om ed., 4tl2l, /m8{14.

Kutner, W.; Wang J.; L'her, M.; Buck, R. P. (1998). "Analytical aspects of chemically modified

electrodes: Classification, critical evaluation and recommendations (IUPAC

recommendetions 1998)." Pure Appl. Chem., 70(6), 1302-1318.

La Farre, M.; Ferrer, I.; Ginebreda, A.; Figueras, M.; Olivella, L.; Tirapu, L.; Vilanova, M.; Barcelo,

D. (2001). "Determination of drugs in surface water and wastewater samples by liquid

chromatography-mass spectrometry: methods and preliminary results including

toxicity studies with Vibrio fischeri." J. Chromatogr. A, 938(1 -21,187-Lg7.

-L29-



Refe rê ncios Bibli og ráÍi cos

Labuda, J. (1992). "Chemically Modified Electrodes As Sensors in Analytical-Chemistry."

Selective Electr. Rev., L4lLl, 33€6.

Lambin, P.; Meunier, V.; Henrard, L.; Lucas, A. A. (2mO). "Measuring the helici§ of carbon

nanotubes." Corbon, 38(1 1-12), L7 L3-L7 2L.

Laschi, S.; Bulukin, E.; Palchetti, l.; Cristea, C.; Mascini, M. (2008). "Disposable electrodes

modified with multi-wall carbon nanotubes for biosensor applications." ITBM-RBM,

29(2-31,2O2-2O7.

Lin, A. Y. C.; Yu, T. H.; lateef, S. K. (2m9]. "Removal of pharmaceuticals in secondary

wastewater treatment processes in Taiwan." J. Hozard. Moter.,167(1-3), 1163-1169.

Lin, Z. Y.; Chen, G. N. (2006). "Determination of carbamates in nature water based on the

enhancement of electrochemiluminescent of Ru(bpyX3X2+) at the multi-wall carbon

nanotube-moditied electrode." Tolonto, 70(1), 111-115.

Lu, S. F.; Wu, K. B.; Dang, X. P.; Hu, S. S. (2004). "Electrochemical reduction and voltammetric

determination of metronidazole at a nanomaterial thin film coated glassy carbon

electrode." Tolonta, 63(3), 653-657.

Miao, X. S.; Metcalfe, C. D. (2003). "Determination of carbamazepine and its metabolites in

agueous samples using liquid chromatography-electrospray tandem mass

spectrometry." Anol. Chem., 75( 15), 3731-3738.

Miao, X. S.; Yang, J. J.; Metcalfe, C. D. (2005). "Carbamazepine and its metabolites in

wastewater and in biosolids in a municipal wastewater treatment plant." Environ. Sci,

Technol., 39( 19), 7 469-7 475.

-130-



Refe r ê n ci o s Bi bl i og rofi co s

Miller, N.; Miller, J. C. (2m0). Stotistics ond Chemometrics for Anolyticol Chemistry,4 Ed.,

Pearson-Prentice Hall, London.

Moses, G. S.; Rao, K. M.; Rao, N. S.; Ramachandraiah, A. (1995). "Electrochemical Studies of

Ca rba mazepine. " J. I nd io n Che m. Soc., 7 2151, 333-337.

Novartis Pharmaceuticals Corporation. (2009).

"http://www. pharma. us. novartis.com/product/pilpdf/teeretol. pdf. ".

Reith, D. M.; Appleton, D. B.; Hooper, W.; Eadie, M.J. (2000).*The effect of body size on the

metabolic clearance of carbamazepine." Biophorm Drug Dispos, 21(3), 103-111.

Rezaei, B.; Damiri, S. (2(XB). "Electrochemistry and Adsorptive Stripping Voltammetric

Determination of Amoxicillin on a Multiwalled Carbon Nanotubes Modified Glassy

Ca rbon E Iectrode." Eledroo no 1., z1:l14l, 1577-1586.

Sadelç P. C. (2002). The HPLC Solvent Guide,2l Ed., John Wiley & Sons, lnc., New York.

Schindler, W.; Hafliger, F. (1954). "Uber Derivate des lminodibenryls." Helv. Chim. Acro,37l2l,

472483.

Shahrokhian, S.; Ghalkhani, M.; Adeli, M.; Amini, M. K. (2009). "Multi-walled carbon nanotubes

with immobilised cobalt nanoparticle for modification of glassy carbon electrode:

Application to sensitive voltammetric determination of thioridazine." 8Íosens.

Bi oe I ectron., z4llLl, 323 5-3241.

Southampton Electrochemistry Group. (1985). lnstrumentol Methods in Eledrachemrbtry., Ellis

Horwood, London.

-131-



Refe rênci o s Bi bl iog ráfi co s

Souza, D.; Codognoto, L.; Malaguüi, A. R.; Toledo, R. A.; Pedrosa, V. A.; Oliveira, R. T. S.; Mazo,

L. H.; Avaca, L.A.; Machado, S. A. S. (2004). "Vohametria de onda quadrada. Segunda

pa rte : Apl icações. " Qu ím i co N ovo, 27 (51, 7 9O-7 97 .

Souza, D.; Machado, S. A. S.; Avaca, L. A. (2003). "Voltametria de onda quadrada. Primeira

parte: aspectos teóricos." Químico Novo,26(1), 81-89.

Stanford University. (2006). "http://neurophilosophv.wordpress.com/2006/08/3Ucarbon-

na notubes-stim ulate-single-reti na l-neu rons/. ".

Strenn, B.; Clara, M.; Gans, O.; Kreuzinger, N. (2004). "Carbamazepine, diclofenac, ibuprofen

and bezafibrate - investigations on the behaviour of selected pharmaceuticals during

wastewater treatment." Wote r Scí Tech nol, 50(5), 269-27 6.

Teixeira, D. M. F. M. G. (2006). "Novos métodos para a extracção de compostos fenólicos de

plantas da família Moraceae." Doutoramento, Universidade de Évora.

Ternes, T. A. (1998). "Occurrence of drugs in German sewage treatment plants and rivers."

Water Res., 32(11), 3245-32@.

Thacker, P. D. (2005). "Pharmaceutical data elude researchers." Environ. Sci. Technor., 39(9),

1934-1944.

Till, A. E. (2003). "Comment on "pharmaceuticals, hormones, and other organic wastewater

contaminants in US streams, 1999-2OOO: A national reconnaissaÍlce"." Environ. Sci.

Technol., 37(5), 1052-1053.

Turk, D. J.; Mcclintock, S. A.; Purdy, W. C. (1985). "The Electrochemical Detection of Certain

Tricyclic Drugs at Polymer Electrodes - A Preliminary-Report." Anol. Lett. PT 4 18(20),

2@5-2618.

-132-



Refe rê nci os Bibliog ráft cos

Uslu, B.; Ozkan, S. A. (2007). "Electroanalytical application of carbon based electrodes to the

pharmaceuticals." AnoL Lett, tl0(5), 817-853.

van Rooyen, G. F.; Badenhorst, D.; Swart, K. J.; Hundt, H. K. L.; Scanes, T.; Hundt A. F. (2002).

"Determination of carbamazepine and carbamazepine 10, ll-epoxide in human

plasma by tandem liquid chromatography-mass spectrometry with electrospray

ionisation." t. Chromotogr. B, 769(lL t-7 .

Vega, D.; Agui, L.; Gonzalez-Cortes, A.; Yanez-Sedeno, P.; Pingarron, J. M. (2007). "Voltammetry

and amperometric detection of tetracyclines at multi-wall carbon nanotube modified

electrodes." Anol. Bioonol. Chem., 389, 951-958.

Meno, N.; Tuhkanen, T.; Kronberg, L. (2007). "Elimination of pharmaceuticals in sewage

treatment plants in Finland." Woter Res.,41(5), 1001-1012.

Vieno, N. M.; Tuhkanen, T.; Kronberg L. (2(X)6). "Analysis of neutral and basic pharmaceuticals

in sewage treatment plants and in recipient rivers using solid phase extraction and

liquid chromatography-tandem mass spectrometry detection." J. Chromotogr. A,

1134(1-2), 101-111.

Wang, F.; Chen, L.; Chen, X.; Hu, S. (2006). "studies on electrochemical behaviors of acyclovir

and its voltammetric determination with nano-structured film electrode." Anal. Chim.

Acto,576ll,l,17-22.

Wang, J. (2006). Anolitycol Electrochemistry,Sl ed. Ed., WILEY-VCH, New York.

Weigel, S.; Bester, K.; Huhnerfuss, H. (2ü)1). "New method for rapid solid-phase extraction of

large-volume water samples and its application to non-target screening of North Sea

-133-



Refe rê ncias Bibl iog roficos

water for organic contaminants by gas chromatography-mass spectrometry." J.

Chromatogr. Á, 912(1), 151-161.

Wick, A.; Finlç G.; Joss, A.; Siegrist H.; Ternes, T. A. (2m9). "Fate of beta blockers and psycho-

active drugs in conventional wastewater treatment." Woter Res., 43141,1060-1074.

Yang X. F.; Wang, F.; Hu, S. S. (2008). "Enhanced oxidation of diclofenac sodium at a nano-

structured electrochemica! sensing film constructed by multi-wall carbon nanotubes-

su rfacta nt com posite. " M ot. Sci. E n g. C- Bi om., 28111, 188-194.

Zhang Y. J.; Geissen, S. U.; Ga!, C. (2008). "Carbamazepine and diclofenac: Removal in

wastewater treatment plants and occurrence in water bodies." Chemosphere, 73(8),

1151-1161.

Zheng, Y. Q.; Yan& C.Z.;Pu, W. H.; Zhang, J. D. (2009). "Determination of oxalic acid in spinach

with ca rbon na notu bes-modifi ed el ectrode. " F ood Che m., tl4(41, 1523-15 28.

Zosky, C. G. (2007). Hondbook of Eledrochemistry,l Ed., EIsevier, New York.

-134-



Anexos

7, Annxos

-41-



Anexos

Em seguida, apresentam-se dois anexos: uma comunicação em painel

apresentada no Euroonolysis 09, que decorreu de 6 a 10 de Setembro de 2ü)9 em

lnnsbruck, Aústria e um artigo submetido para publicação na revista Anolytico Chimlco

Acto, ambos resultantes do trabalho desenvolvido nesta tese.
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mrc coilctcd a a wmOãry rcarrcm -ugc. tn ! wr3tewaEÍ trlamnt plant (WwP) 3eruing ô Émll ruÍrl comhunity populafon oÍ ce. il00 inhabifnÉ oÍ AFreF FffÚgll.
Íhê cotbctêd urWTP éÍtt@t w6 trnd in I0.45 Im PÍPe finú. percolfiêd lhrough . SPI Lichrda Ct8 colunn 6nd spih.d wtth CBZ .t í)0 Ig L t.

Prugr6tlon and @ oÍ thr modifad ll8ry eíton .l.clÍoda: I íE oÍ multl{rll.ít crôd dmtuB (lBctfis: Rêí. t9a105 rÍom Al(ffchl w drql wtn I mg oí
omeuoccy phGphrtc lD(Pl ReÍ. D2631 trom Stgm) in â 2.0 mL.ppenàorÍ. ?hên. lml ot dlloni*d w.tú Íô3 .dd!d to this mlmre lo tm. blet lcpfi.lon d
miVCUftióXÉ. fnli susÊnsto w6 lgíred ln ân úlrr;onic blth íoÍ aúm 45 mln. Finally. an .ppÍop.,.r. volum (2lo í2 pll oí fte mWCllÍlrOHP icpamlon ma oll ü rh.
clcan iuí&ê oí. gtasay caíbon d§;od. {CCE: RGÍ. 0.1m4.1'to íÍom MerÍohm) and .,Í dílrd- lieMccn masurercnt3 thc d*trodê w.s rot.lêd l|1000u'lÍ)0 rcvolutid.rillõ
íoÍ rboú 3 min.
EhctíG-|r ml,cal EquiEmil; Pd.ntiosbrôalvrno§.t AUÍOLAS írm Ecchêmiê B.V (Holtand), PCSÍÀÍ20.3ortw.r. OPES. vêísl@ 4'g; 663 VA Stnd ll&rohm).

Elrd@h.miel Tachtriq[: cyclic \bfrômrry (cvl 6nd Unê.r sweP vohômmery lLsvl.
Supgoírlng.Lciroly{. rohkm: 0.1 M phcph.Í. buíÍcÍ lpH 0.89}.

ELcfÍod.. (strndafd th@.lffida @ll @nfiguríiqll Wod{ng êbcrde - HodiÍlêd glàsiy crÍbon ekctrcdêl Reference cbcm<lc - AglAgclÍ}il KCI: Autill.íy dccme
- Gl6ay orüôô Íod êldrodê.
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átperimental

Results and Drscussion
t3I

lct

I

i

t\

Linear rangê (pg L') 30 7 - 219,7

LOD (pg L1) 98

LoA (pg Lr)

Yo Recovery 100.ô {Tcgrctol t trblctl

nanotubês/dihexadecyl pho§phatê íilm+nodllled glassy caràon elêc{Íodê
(MYIICNTsIDHP-CCE), durlng ô potÊntlal swêep from -0.700 to 1.300 V varsus
Ag/AgCl/3M KCI (Figure Í).

. The yoltamÍrÉtrlc response oí CBZ in this modified Êlectrode ls slgnlllcantly
improved. when compared with the bare GCE. Around Í.080 V an lrreveYslbla
oxtdatlon peak current côn bê used as ânalytlcal signal Íor CBiZ dêtemlnatlon
(Figure 1).

a ln general. the analytical slgnal increased walh thc amount oÍ MWCNT§/DHP
dispemion east on the 6CE surÍace. as shown ln llgure 2.

a This signal changcs linearly with the concênüâtlon of CBiZ in a ranç from
30 -220 ppb (Table 1).

a The proposêd êlectÍode proved to bê suitâble Íor de dÊterminaüon oÍ CBZ ln
phãrmãceutical Íormulations and wEstewatêr samples (Figure 3), with 9oo«l
recoverles and low limits oÍ detection and guantmcation (Tablcl).
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Concíusions
.t . A mlfl{âtÍ @rôd nrmub.Jdíhcrrdêcyl phGpbtê Ílmfiodtfiêd glG5y dtuí ffiig Ii|WCNi. TDHP.CCÊI i§ prirurily <lc*riOo Íd üê q@Úncltlon oí C8Z clng

llrcaÍ rwp voh.mtÍy (LS14.

2. ln tho t6l!ó conditsg. tlrê davllopêd *nsÍ showad good rapon$ and ô Íclaüvely bw llmfr! ot (blemlnaüon and qwtlíidbn ld CüL

3. lhê lbcrdrc wâs rpplled to phameruldl lnd eÍMrcnmnül t.mplé sllh êrcêllsl rEov.n6.

['ll Y. Zn.n!. S. Gcif,cn. C Gal Chçmoephcrc 73 (2008) í161"

[2] f.A, fcrncr, Írec-Trcndr Anrl. Chcm- 20 (2001I tflç
t3l A.D- WoollEon, in Encyclopodia of Phermatourlcrl Íochnalogy.3'd od.. Vol. 3, J. Swsrbrick Ed. lníorme llcllth€.ÍG, Ncw York. 2007. pp, 1,190.1§01
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detennimtioq Eorironmental samples; Pharmaceutical formulations.

Abstrrct

A rmrlti-wallcd carbon nanotubes (MWCNTsFdihoudecl hydrogen phosphate @HP)

film-coated glassy carbon electrode (GCE) was used for roltammetric determination of

carbamazepine (CBZ). The results úowed that this modified elecüode exhibits

excellent enhaacemeat effecb on the electrochemical oúdaüon of CBZ. The oxidation

peak current of CBZ at úis Iilm-modified electrode increased significant§. wheo

compared with that at a bare glassy carüon electrode. The proposed method was appüed

to the quantiticaüon of CBZ irr pharmaceutical formulations and wastewater sarryles

with good recor-eries and low limits of dctection and quantification (0.04 and 0.14 pM.
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26 respectitely), and was positively compared with ehrornatographic techniques commonly

27 used inúe çantificatioo of pharmaceutical compounds ia real saryles.
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l. Introducüon

Carbamazephe (Figure l). chemically knol*rr as 5E-übeazolbJlazepine-5-

carboxamide is an anticonulsant. antiepileptic ard mood stabilizing drug used

primarily in úe tleahent of epilepsy and bipolar disorder. It is also used to Eeat other

atÊctir.e disorders such as resistant schizophrenia, etüanol n'iúdrawal. restless leg

psychotic beharior associated s'ith dernentia and post-traumatic stress

disordcrs [,2].

Carbamazepine (CBZ) is one of úe most widely prescribed drugs, in a variety of

dosages and pharmaceutical forms [3]. Duc 16 i15 high consumption ratês itr modcrn

society [3], it became iryoÍtaút to derelo,p and çstabliú new, fast and accurate

methodologies for the determinaüon of this drug in fields like úe qrality control

analysis of its phamraczutical formulations. cüuical control of úeir users. and especially

in analytical emircnmental chemistry. since CBZ is considered today one of the most

eurergent pollutants in ground and surface waters [3-5]. For this reason" carbamazepine

has also been proposed as an anthrqlogenic marker in rvater bodies [6].

The iatroduction of carbaruazepine in úe aquatic ecosystem occuÍs mainly through

human excreta of the no adsoúed fractioa of CBZ, and diqposal of unused or expired

<lrug [3, 4. 71. la these enrironments, CBZ pÍo1'es to b" highly ÍEsistant to

biodegradaüon or corrlmotr chemical and biological pÍocesses of wastewater tÍeaktretrt

[E-10]. which helps to explain rvhy is one of úe most frequently detected

phannaceutical resiôres in u'ater bodies arormd the worlú If the pharnaceuücal

resiúres are not effecth-ely reinoved ftiom rvatcr by the drinking r*'ater tÍeatment platrts,

2
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52 they wiÍ bc unintentionally consumed by hurnans [3]. During waste$ateÍ treatment.

53 CBZ was found to be rcrnor.ed by less than l0olo [ll-13]. As a result. CBZ has bcen

54 detected at concentaüons up to 1.075 Fg fl itr surface water samples andup to 0.610

55 Fg L_t ir gÍoutrdwater samples t3. 12. l-11. It has also been found in drinking and sea

56 waters" but at lower lerels [3. l4]. Although úe trace lerels detected (rlgll--pgl L). it is

57 impoÍtant to take into account the efiecs oflong-terÍn exlrosuÍe ofpharmaceuticals like

58 CBZ. on public health aad aquatic ecology. Additionally, úe unknown synergistic

59 effects ofthe pharmaceuücal mixtures must also be considered [14]. So, the occurrence

60 and fate ofpharmaceuticals in the aquatic enrironment has beeo recognized as one of

6l the emerqitrg issues in analytical aad einironmental chemistry in the last dc'cadc.

62 Several aaalytical methods hate been published concerning the determination ofCBZ

63 in pharrnaceutical formulations and clinical and enrirorunental samples. The most

il common used are úe chromatographic techniques. like üquid chromatography with UV

65 tl5, 16l or diode-array dctection U4. liquid chrcmatography coupled wiú mass

66 spectÍometry (LC-MS) U8l, LC-MS tandem U4. 19. 201 and gas chromatography

67 coupled wiú oass spectromsty (GC-MS) Í21.22). because 6f ft5 high sensitivity and

68 selecür'ity aad úe lower quantification limits that these techaiques can achieve (ng-pg

69 L' range) [23]. Other chrornatographic techniques. like micellar electrokinetic

70 chromatography (MEKC) [24], were also used- The works that refer the use of

7l qpectrophotometric techniqucs. as UV/ris {rectoÍPhotometry [5. 25' 26]. and

72 electroanabrtical techniques. üke r.oltarnmetry 15. 27-291are corryaratir-ely r-ery scarce

73 and raÍÊly adopted. The very few roltammetric methods known rÚ mostly on cathodic

74 behar.iour of CBZ at meÍcury electrodes. Among úese. the LOD raries between 1.0

75 [28] to l.s [5] pM.

3
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Despite its üttle usc on the dctcctiom and dctcrmination of CBZ. it is well known that

the voltammetric methods can oveÍcoÍne most of úc problerns associated to the

chromatographic meúods. While thesc methods always require the use of expensite

and corniplqr equiprnent, and some of them in'oh,e laborious and time-conzuming

multiple stage pÍ€-cotrcentration stqrs. the voltammetric meúods can be sery rapid,

simple ard sensitive, depending of úe electrode materials and techniques used" Besides

úat, úey require lorv cost ruroing time o,perations and equipments. These equipments

can be also portable, which is particularly suitable for on-site monitoring of

pharmaceuticals in field analysis of coataminated samples.

The aim of this n'ork was to derelorp a neç' elcctrochemical methodology for the

quantification of CBZ in en'ironmental sarnples and pharmaceutical formulations.

using roltarnmetric techniques. The electrochernical sensor ç'as cornposed by a glassy

carbon electrode (GCE), modified *'ith multi-rnlled carbon oanotubes (MWCNTs) and

a .{ispersrng agent [30-33]. Ser.eral recent studies havc been published dcaling r+ith the

quantification ofpharmaceutical compounds such as atenolol [34]. 2-chlorophenol [35].

trzzodonc [36], daunorubicin [37]. lincomycin [38] and diclofenac [39], usiag úis lcind

of seirsor. Atteoding to the iryortance and actuality of these studies. and to &e fact that

very little advances has been reported on the r'-oltametric determimtion of CBZ15.27-

291. a MWCNTs-dihexadecyl hydrogen phosphate @HP) film coated GCE [33. 36. 38.

4I]. is proposed in úis work for the detenuination ofthis pharrnaceutical substance. To

the best of our knowledge this was ner.er tried or reported.

The obsen'ed eúanced elechooxidatioa of CBZ at úe surface of MWCNTs-DHP ÍiLn

coated GCE in phosphate buffer soluüon (pH 6.9) rvas attributed to the unique

properties of MWCNTs zuch as large specific surface area and süong adsorpür-e

properties proriding more reaction sitÊs [30. 31. 33. 39]. The proposed method was

4
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l0l srccessfrr§ appüed to quanti§ CBZ ta cornmercial medicinal tablets and §'astewater

lO2 saryles. Besides that, the results obtained are in good agreemeot *iú úat obtained by

103 HPLC andLC-MS technigues.

I()4

105 2. Erperlmentd

106 2.1. Reagents ond solutions

lO7 CB,Z (> 99olo purity) was obtained fre6 §;gma-Aldrich and the pharmaceutical

108 preparation containing this acth'e compound (Tegretol@ tablcts nith 2fi) mg cBz. from

109 Novartis@) was purchased in a local pharmacy. Oxcaóazepine was used from the

ll0 pharmaceutical prcparation Proaxen@ (tablets r*.ith 300 mg oxcarbazepine. Aom

I I I Pentafarma/Grtioenúal S.A.@), purchased in a local pharmacy.

ll2 Oofrbric acid (97o/o purity). ateoolol Q 98o/o püÍity). diclofenac soüum salt (Z 98o/o

ll3 puri§) and ibuprofen (99.8% Purity) were obtained from Sigma-Aldrich. MWCNTs

ll4 çith > 95olo purity (7-15 nrn o.d x -3-6 nnr i.tl. x 0.5-200 pm lengú) were purchased

I 15 from Sigma-Aldrich (Ref. 694185). These were used as received. n'ithout any chemical

I 16 oxidation m washiag step. Dihoradecyl hydro-ren phosphate (DHP) s'as purchased from

ll7 Sigma-Aldrich (Ref. D2631) and stored at -18 oC.

f [8 All other chemical Ícageúts used (e.g., Na:HPOr, KHlPOa. HCI aqd NaOH) for

ll9 solutioas preparaúon wefe reagent grade from Merck and used as receh'ed- All

l2O solutions were prqrared n'ith deionised rvater (resistirity > l8 lví() cm) from a Millipore

l2l Mitli-Q system (SimplicityÊ tÍv. Millipore Corp.. France). and meúanol (HPLC

122 gradientgrade.Merck).

123 The Proaxeir@ solutioa vas prepared in a mixture of MeOH:H:O (4:96 r/r). dissohing

124 a tablet (300 mg oxcaúazepine) in 20 mT of methanol. follonçd by its difutioo §ith

125 deionisedrrater on volumetric flask of 500 mL. The final concentraüon was 600 mg L-r

5
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t26

r27

128

129

130
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132

133

134

135

r36

137

138

139

140

l4l

t42

143

IM

145

tú

141

148

149

150

oxcarbazepine (or 2.38 x lO-; M). All oúer stock solutions of pharmaccutical

substances (1.0 mNí) wcre prcparcd in a mixture of MeOH:H2O (40:60 r7v). All

solutions were sonicated in an ultra-sonic baú for 15 min. Workiag solutioos (0.2 mM)

of pharmaccutical substances, including úe oxcarüazepine soluüon" ncre prepared daily

by zuitable dilutioo (rvith ultra-pure water) of úe respectite stock solution before the

experiments.

A phosphate buffer stock solution 1Na2HPOy'KH2POa. siú pH 7.00 and 0.1 M) rvas

used to prqrâÍe the supporting eleotrolye soluüons. Whcnel'er nôcessary úe pH was

adjused eithcr rvith 4.7 M HCI or 5 M NaOH to úe studied talues.

The rvastewater sarnples rverc coüected at a secondary heatÍ[etrt stage, ia a wastewater

treatmeil plaat (WWTP). sening a small rural community population of ca. 400

inhabitants of Alentejo - Portugal. Thesc samples were filteredthrough a 0.45 pm PTFE

ültcr, and üco stored in a rçfrigcrator (at 4oC) unül analysis.

2.2. Phatmacetiical preparutions and spiked tostew'ata' samples

The Tegretol@ soluüons were prcpared in a mixture of MeOH:H:O (20:80 rÂ), by

dissoh'ing a tablct (200 mg CBZ) in 200 mL of methanol. follorved by its dilution wiú

deionised water oa a l'olumetric flask of I L. The final concentration was 200 pg rrl-'l

CBZ (or 0.85 x tO-r M). Thcse soluüons were sooicated in au ultra-sonic bath for 15

min, before use.

Appropriate aliquots of n'astewater samplcs, spiked rvith 0.500 pg ml.-t of CBZ. were

subjected to a solid phase extraction (SPE) pre tÍeatmeot. The samples wcre percolated

throqü a 3 mL LiChroht@ Cre colurrn which was prer.iously condiüoaed n'ith 7.5 mL

of methanol and 7.5 mL of deionised water.

6
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t52

153

154

r55

156

t57

r58

159

160

l6l

162

163

164

165

166

t67

168

169

t70

17r

172

173

174

2.3. Elecnochemical appototus and meosurements

Cyclic and linear sweql roltammetric erperiments n'ere carried out using an Autolab

PGSTAT 20 (Eco Chernie. UtÍecht. Neúerlands). The instnrmsnt rvas cooPuteÍ-

controlled using GPES (General Purpose Electrochernical Systern; software. rersion

4.9. All the rncazuremeats t'ere carried out in a three-electrode measuriag cell. The

workiag elcctrodeslvcre a bare and a MWCNT modified glassy carbon disc clectrodc of

2.0 mm diameter. the auxiliary electrode was a platinum rod. and úe refetence electrode

was Ag/AgCV 3M KCl. All úe potentials in the te><t aÍe quoted l'er§,,s this reference

electrode. The used glassy cartron disc electrodes were hand-poüshed using 0.3 pm

alumina powder on a poüshing cloth folloved by srccessir-ely rinsing with acetone and

deionised water. before cach experimeot or modification. Cycüc rcltammetric (CV)

measuremeÍrts were carried out ât scan rates of25. 50. 75. 100. 150. 200. 250 and 300

mV s'r using a step potential of. 2.44 mV. Linear sn'eep roltammetric (LSV)

measuÍêments ryere carried out at scatr rates of lfi) mV s 
t. Boú r-oltammetric

mcasuÍcments rverc performcd betwecn -0.700 aod 1.300 V. All rohammograms wete

recordcd at a cotrstatrt tetrperatuÍe of 22 "C. Solutions ia úe cell were purged w'ith

orygcn-frcc aitrogen for 5 min paior to the mcanrcrnent. A aitrogco blaakct was

maintaiacd abovc soluüons suràce during tbe measurcmcnts. The pH n'as coatrollcd by

a Metrohm pIímV meter (Model 632) wiü a glass pH elechode. To homogenize the

stock solutioas and dispersioos. an ultra-sonic baú (Transsonic T6ffilIJ Elrna@) was

used.

7
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t94

195

t96

tg'I

198
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2.4. h,eparution of glasq, carbon electrcde modified ttith MWCNT'/DHP frlm

t MW'CI{Ts/DHP-GCE) and uith DI0P fitm @HP-GCE)

In úe preparaüoa of MWCNTsIDIIP-GCE. I mg MWCNfs aad I mg DHP s'ere

diqpersed togeúa h I mL deioniscd water, with the aid of ultra-sonic agitation for

about 30 min, 1s gi\'€ I mginl, MWCNTs'-DHP dispersion. As reported prer,iously.

prior to modificatioa the GCE srÀcc sas treatcd and clcancd. After úis, 2 to 12 pL of

úe MWCNTs-DHP dispersion was cast on the GCE surface aod dried in a vacuum

desiccator. The DHPCCE was prqnrcd in a similar §,4y. by casting the GCE surface

rviú a fi:red amount of a prcpared solution of I mg DHP/I -r deiooised rvater.

2.5 HPLC-üV and LC-ESI-MS/tuIS onahsis

High pcrformance liçrid chromatography (HPLC) with tÍV/Vis spectrom€try detecüon"

using aa Eüte Lachrom HPLC systern equipment (Hitachi, Japan) was used o guantiS

CBZ in commersial tablets and wastewateÍ samples. The separation rvas perforrned in

isocraüc mode. wiú a mobile phase composed by 75:25 (%. rÀ) acetonitrile:t'ater

(acidified r*ith phoçhoric asid 0.1%" r'/r). at a flow rate of 1.0 -r /min" and using a

reversed phase analytical column Zorüax Eclipse XDB-CIE with 5 pm particle süe.

The UV detector wavelergú was set at 210 nm.

LC-ESI-MS,{\{§ nnalyses of the samples were carried out in a LCQ Advantage

ThermoFinnigan mass spectrometer equipped with an electrospray ionization source

aod using an ion trarp mass ana\zer. Thc conditions of analysis wcrc: capillary

t€mpcratuÍe of 275" C; sourcc voltage of 5.0 kV. souÍse suÍrcnt of 100.0 [rA. and

capillary voltage of 15.0V in posiür'e ion mode. The rnass spcctromsteÍ equipment was

coupled to an HPLC systÊm with autosampler (Sun'eyor TherrnoFinnigan). The

analytical column rvas a reversed phase Thermo Hyaersil gold (C18, particle size 5 ;rm.

8

-411-



Anexos

200

20r

202

203

2M

205

206

207

208

209

210

2il

2t2

2t3

2t4

215

216

217

218

2t9
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150 mm x 2.1 rnm). The quantificatim of CBZ *'as performed s"iú an isocratic

p,rogram usiag methanol as eluent A and *'ater acidified wiú 0.1% (r'/r) formic acid as

eluent B. The mobile phase n'as composed by 75o/o eluent A:25 % eluent B (ry'v) at a

flow rate of 0.3 mL min r. The LC-ESI-MSMS analysis wete performed in the SRM

(Selected reaction mooitoring) mode. usirg the most intense traasition described for

CBZ (237.0-+193.9) ü91.

Fir-e rqrlicate iajections of 20 pL ç'ere made for each sample preriously filtered

thrcugh a 0.45 pm fiher. Calihration cun-es rrere cotrstructed using a set of CBZ

standard solutions. prepared wiú methauol /n'ater (20:80. r'/r-) or pre-treated

wastewater. srith concentratioos rangirg from 0.25 to 5.0 -g L't.

3. Results end Illscusslon

3.1. C1'clic Toltartmenic Behatior of Catbamazepine

The electrochemical beharior of CBZ itr O.lM phosphate buffer çith pH 6.89 was

investigated by cycüc roltaúmetry (CD. Fig. 2 depicts rycüc voltammograms for

6.0x10{mo[ L'r CBz at (a) MWCNTs-DHP/GCE (8 pL of dispcrsion) and (c) bare

GCE. The dotted litres (b) and (d) repÍesent úe corresponding blaok rcsponses. Wiúin

the potential ç.indorv studied it can be seen úat CBZ reqrotrse at the MWCNTs/DHP-

GCE is very complex. since this molecule uldergocs scrcral oúdatioa and reduction

processes. On the basis of the few reptrts about the (elecho)chernical oxidation and

rcduction of úc CBZ moleculc. all thcse proccsses caa be related with the initial redox

fansfo,rmaüon of the olcünic double bond il the central heterocycüc riag. This

electrophore gÍoup catr be oxidized to alcohol and carboayl gf,oups. amotrg oúers [14]

and reduced to a single C-C bond [5. 27. 28]. The new functional gf,oups can interact

with úe chemical zurface of MWCNTs. prornoting new (electro)chemical reacüons
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239

240
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242
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244

245

246

247

248

249

with úe lateral aromatic rings of the CBZ molecule. For example. a hydroryl group can

be attached to oae of úese aromatic rings (ike the n'ay it happeas with trvo known

metaboütes of CBZ, the 2-hydrory-CBZ (CBZ-2-OH) and the 3-hydrory-CBZ (CBZ-3-

OH» [42]. beiog furúer electochemically oxidized to a carüoayl group. as it is

coÍunon in ser-ei:lrl phenolic molecules [43]. Inr-estigations about the electrochernical

nature of úis comploc behavior of CBZ molecule are an ongoing work in our team. For

now. and as it is clear in Fig. 2. it is irrportant to focus on úe anallÉical irnportance of

the well d€fircd oxidation pealc P+ aod úe enhaocemetrt of its height at the

MWCNTs/DHP-GCE, ç'hen cornpared with úe tare GCE. As expected, this rvas

attributed to the electrocatallÉic properties of the MWCNTs. The op,posite effect is

obsen'ed on úe DHP Íiün-coatd GCE (dâtâ not shown) since DHP inhibits the electron

transfer behl'een CBZ and úe GC electrode.

In the first potential swecp. from -0 700 to 1.300 V, fivo well-d€fircd and more iatense

oxidation peaks ap'pear (three oúer are less well-defiaed and intense). The first of úese

two peaks alrpears arould {.260 V and the oúcr. a l'ery sensifir'-e peak P1. arouad

1.080 V. On the rerese scao. a correspoading reduction peak is obsen'ed for the less

anodic. and no reduction peak is obserr-ed for the more anodic. rer-ealing that úe former

seerüs to possess sorne dcgree of reversibility, while the second is totally irrevcrsible.

This irreversrtle process. which is also observed at the barc GCE. indicates that the

oxidatioo of CBZ is more difficult on this unmodiÍied surface, since it occurs at a more

anodic potential (ca. l. 190 V).

On successive cyclic r.oltammetric sweeps. the electrochemical signals of CBZ at the

modiüed electrode become 1iery poor, suggesting that the interactions of CBZ sdú the

effectise reaction sites ofthe modified clectrode surface decreases. As it is well knorrn.

úis is a 1àctor úat can compromise the voltarnmetric determination of CBZ ia routine

l0
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264

265

266

267

268

269

270

271

272

273

274

analysis. However. it was found in this study úat úe toltammetric response don't

vrries (RSD - O.67yo for n = 5), s'hco the electrode nas maintaioed at an o,pco úcuit

potenüal (ocp) tbr 3 min and wiú a rotation speed of 1000 retoluüonímin. betrveen

each nro. Wiú this proceúre the roltammetric deteÍÍdmtion can be performed with

úc same modifi€d elcctrode. wiúout úe necessity to clean it. or discard it using a ncw

one. For a given CBZ solution. probably during the üme undertaken at the ocP t

maximum quantity of CBZ molecules is accumulated al Íeactil-e sites of úe MWCNT

electrocatalytic layer.

Therefore. úe roltarnmetric study of CBZ towards its electrochemical characterization

aad the analytical quaoti.ficaüon $'âs peÍfoÍocd with the datâ obtaincd üom the first

r-oltammetric scan (cyclic roltammetry, CV. or linear sweep r:oltammetry, LSV)' and

focuscd on úe morc intensc aad sensitive oxidation peak the peak n'ith $. : 1.080 V

(poak P*).

It is also important to note that square $'âve roltammet'y. knosn by its rapidity and

sensiúr'ity [43]. has given unsatisàctory resufts.

3.2. Optimization of the etpetimental t'oriables

3.2.1. Intluence of the eEúlibmtiorl poterrtial ond time

In elecmochemical studies. n'here the interactioo betwceo úe electroactire aualye and

úe electrode surface can have a strong inlhteoce on úe quality of rhe signal to be

measured" it is impoÍtatrt to fix the potetrtial and time condiüons that precede the

measurement. Besides the oqp conditions used. úe equilibration potential and time cao

affect the âmoutrt of CBZ that accumulates at úe electrode. Bearing this in mind. the

effect ofboth factors on peak current rÊsponse was also studieü When equilibration

potential was varied fr,om -0.7ffi to 0.700 V. it was found that úe peak curreat

ll
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275 decreased betrveen {.500 V aad 0.700 V (FiS. 3(a)). Hence. en equiübratioa poteotial

276 of -0.7fi) V was ado,pted- The peú current increased Íery üttle. when the eçrihibratioo

277 time varies from I s to 300 s (Fig. 3(b)). This indicates that úis period of time has little

278 iaflueooe on the oxidatioo pealc. whca compared rvith úc prerious 3 min 1a{s1"9* 
",

279 the oc1t. As already mggested. it is possible that órring this stage. and for a given CBZ

280 solution. the eleçtrode surface becomes saturated n"ith CBZ nrolecules. To ar-oid a too

281 much time consüming analysis. aa equiübration time of I s nus chosen.

282

283

2U

285

286

287

288

289

290

291

292

293

294

295

296

297

298

299

3.2.2. Influence ofpH

The effect of pH on the aoodic req)omc (P+) of CBZ at úe modified electrodc was

tested ovcr úe pH range 2.0 - ll.8 using the samc mpporting electrolye solution.

Within this pH range. thc peak potential Ep.o is almost pH independeÍt between pH 2

and 5, and above this value is shifted to less posiür'e values as the pH ofúe soluúoa

increases (Frg. 4). The greater variations occru between pH 5.l4 and 7.25 nó for pH >

ll. tn the pH range 5.1 -7.3, the $" varies lineady wiú pH, with a negative slope of

27 .9 mY lpE. This indicates that úe uumbs of protons released from the molesule. il

this aaodic p(ocess and at úis pH range, seeÍns to be half the number of electrons

transferÍ€d to the clectrode [44].

As can be also obsen'ed, úe pcú current is r''ery sensitir.e to pH changes between pH

5.1 and 8.0, achiering a rnaxirmrm valuc around 6.9 (úe pH of the phosphate buffer

used as €lectÍolÍe). Outsid€ this pH raage thc pcak cuÍreút decreases

significaat§ when pH à 10. Therefore. furthet studies were performed at pH 6.89.

t2
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319
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324

3.2.3. Influence of the scan rule on peak P+

The dependence ofpeak poteütial. Fr. as well as peú cuÍrent. io. on úe scaÍ Íatc (v)

were studied ia the range 25-300 mV/s. The $ is a fuoction of the scaa rate. shifting in

a positir.e diÍêctfuo" and the plot of §, rs. logv GrS. 5) was linear. At the same time. it

was found that the peú current ip is ptoportional to the squaÍe Íoot of the scan rate (i,

(FA) = 28.061vr':1v/s1r/: - 1.6687; R2 = 0.9909; the relation i, r'q.vwas úot lineaÍ.

p,rescnting a R2: 0.9765). These diagnostic teís pror-e úat the electrode reaction under

study is irreversible [45]. The linear relationúip found betureen ! an{ vrf suggests that

úe electnooxidation is a dittrsion-controlled pnocess. However. a lincar relationship

wiú a slope close to 0.62. obsen-ed bets'een log g and log v (Iig. 6. where io is in pA

and v is in Vs't)) seems to be inücatir-e of some adsorpüon contributions to úe

electode reaction. It caa be said úat úis reaction at the modified GCE, is a 'lnixed"

diffirsion-adsorption pÍocess 145 -47 ).

3.2.4. Wuence of the amomt of MÍ||CNTs/DIIP dispersion

Figurc 7 illushates the rclationship between the rolurne of I mg/ml dispersion used to

modi§ the GCE surface and the anodic peak current of CBZ. It is found that the peak

current increases in general with an increasing I'olume of the dispersioo. Abore l0 FL

the peak current chançs sügüt§. Since the sigml is not improred abor-e úis quanti§

aod because the dispcrsion spÍeads beyond the limig of úe coaductite suràce of GCE

electrode. the tolume of úe dispersion chosen in úe analytical detennination of CBZ

*'as l0 pL.

l3
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34r

342

343

344
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347

348

349

3.3. Calibrution cmte

Thc cúbraüon cun'e for CBZ (Fig. 8) was establiúed by linear sweqr voltammetry

(LSV), under the optimized e:Ecrimental corditioas dcscribed above. A scan rate of

100 mV s'l was used- At these conditioos, úe plot of peak culÍent, ir, r'ersus CBZ

concentration was formd to be liaear in úe rangc 0.13 - 1.60 UM (30.7 - 378 FgiL). Ihe

limits of daection (LOD) nd quantification (LOQ) of CBZ. were calculated using the

tlAical eguations LOD : 3Vm and LO$ lNm (núere s is the standard deriation of

the peak currents sf üs Slenk (fir'e runs), and m is úe slorpe of the calibration cun e).

These rvere 40 and l40trId (9.5 aad 33.1 pg/L), respcctive§. To the best of our

knowledge, this limit of detectiotr is the lowest LOD that has been reported for

carbamazqúne using electrochemical techniques.

At higher scan Íates. the liaeaÍity between the peak cufi€út. ir. and CBZ cotrcentÍatior

becomes unsatisfactory.

3.4. Intetíerences

Table t lists úe inÍhrence ofother pharmaceutical substances which possibly can occur

in wastewater [0], on the oxidation signal of CBZ. Under úe optimum expedmeirtal

conditions. it rvas fouad that diclofcnac and clofibric acid are the strorgcst intcrfercnts.

Both pharmaceuücals enhance úe oxidation signal of CBZ. without distorting its shape.

ln úe oúer three cases, úe effect in the peak cuÍrt rt re{ronse of CBZ is substaatially

more reduced- For all pharmaceuticals tested. the interfetence rernains at the same level.

whea úe concentration of the compounds is four times the CBZ coücentratiotr, Among

the tested substances. diclofemc is thc only pharmaccutical úat produces an additional

voltammetric peak (at 0.630 V aprox.) at the modified GCE. as noted by Yaag et al.

[39]. Attending to these effects. it is adrisable to perforrn the analytical detennination of

t4
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350 CBZ at real samfles usiag the standard addition method. instead of the calihraüon cun'e

351 method-

352

353

354

355

356

357

358

359

360

361

362

363

364

365

366

367

368

369

370

371

312

373

374

3. 5.,lnalytic al determin ati on of CBZ

The MWCNTs/DHP€CE rvas used to determine CBZ in tablets and spiked wastewater

sarryles, by LSV. The content of CBZ in both samples was obtained using the standard

addition method" at úe optimized experimental conditions. In úe tabla âssaJrs, a

suitaüle aliquot (15 UL) of Tegretol@ stock soluúon was difuted h 15 mL of 0.1 M

phosphate buffer (pH 6.89). The standard additions ç'ere oade s{ú the working

solution (200 pM : 47.3 ltg mL-') of CBZ. In the wasterrater assays. the sarne

procedure was repeated. Io this case, an appropriate úquot (1.5 mr.) of the spiked

waste§'âter sample (treated by SPE) was diluted h 13.5 mL of sup,porting electrolyte

solution. Figurc 9 shows úe standard addition curr'es obtained for úe Tegretol@

solution and spiked wasterrr'atet. In Table 2 are summarized the results obtained in the

r-oltammetric analysis of five rqrücates from each sample. Othenvise, HPLC-UV and

LC-ESI-MSMS n'ete also used in the quantification of CBZ to prol-e the impoÍtmce

and accuracy of this roltammetric meúod. The results obtaitred with úe developed

sÊIrsoÍ are in good agtreement rviú the content of CBZ marked in the label of the tested

commercial tbrmulation, and wiú the cotrtetrt of úe spiked wastewater samples. The

recor-eries obtained indicate that úe proposed modified elechode and the r-oltammetric

method hate a great potential for practical sample analysis of CBZ. In úe analysis of

the Tegretol@ sofuüon. better recor-eries ç'ere obtained using úis meúod. when

comrpared with the oúer chromatographic methods. In the case of úe spiked waste§r'ater

samples. the concentrations of CBZ obtained using HPLC and LC-MS were

substantially higher than the cBZ content. This prores the significant drawback ofthese

l5
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382

383

384

385

386

387

388

389

390

39r

392

393

394

395

396

397

39E

1ççhniqucs which is úe occurrcnce of matrix cffects. Thcse cffccts are causcd by the

high susccptibility ofthc ESI source and IJV dctcctor to other coúpooerrts prcscnt ia

úe rnatrix. which may result in úe srypression or enhaacemeot of the signal. As

rcferred above. to minimizs the iaflueace of imerferents in thc anatytical dcterminatioa

of CBZ at real saryles, the standard addition rnethod is a sqitable alternaür'e. Howeter,

that technique is morc easily perÍionncd and less timc consumiag usitrg toltammetric

methods úan in chromatographic methods.

4. Conclusions

The MWCNTs/DHPCCE aod the toltammcuiç method prcsented in this work

constitute a good tcchnique for the detcmination of CBZ \r'ith good rcpeatability.

reproducibili§. and recor-cry aloog nith a low dctection limit. This electroanallical

technique is a promisiag altemative to úe oftcn Ísported chrornatographic meúods

owing to its simpficity, mpidity, reliability and low cost of analysis. The multi-walled

carbon nanotubes rnodified GCE electrodc exhibits catalytic actir"ity towards úe

oúdation of CBZ, lcading to a considcrable impror''cment ia thc signal rcsponse. The

method has been ap'plied with succ€ss to úe determination of CBZ in pharmaceutical

dosage forrns and spiked wâstewateÍs. In the future the proposed methodology sill be

applied to biological ffuids to detect levels ofcarbarnazepine.
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478 Legends

Fig. 6. Plot of logi, r's. log v. Same conditions as reported in Fig. 5.

Fig. 7. Peak curreÍrt of P+ l'?rslls anrount of MWCIT§T/DHP dispersion on the GCE
zurface. TCBZI = 6.0 " l0{ rnol L-r in 0.1 mol L'r phosphate buffer solutiotr (pH 6.89).
Same voltarnmetric condilions as in Fig. 2. The plot includçs the equiralent anodic
Íesponse ofCBZ at bare GCE.

Fig. 8. Calibraüoa cun'e of carbamazcpiae. established by LSV. under the optimized
orperimental conditions. Between each measurernent úe modified electrodc s'as
maintahed at ocp during 3 min. gad soírstant rotation speed of 10fi) rpm.

Fig. 9. Standard addiüons calihration curr-es for úe determination of CBZ in (I)
Tegrctol0 tablet, and spiked wastervater (Â). Each cun'e shows the analytical signal
(peak heigbt) obtained rvíh üe respectir-e sarnple solution at the modified GCE (10 FL
of MWCNTs/DHP dispersion). before aad after successite staadard additions of 47.3
pg -T 

-I CBZ r*'orking solution. Samc roltammetric conditions as in Fig. 9. The insct
figure ílushates fir-e polynomial baseline corrected oxidation peaks of CBZ, obtained

from úe correqlonding roltammograms of fir'e Tegretol@ tablet solutions Glithout âtrd
with the four standard additions).

2t

Fig. l. Molecular stnrchrc of carbamazepine (CBZ).

Fig. 2. Cyclic voltammetric Íesponses of 6.0"10i molí! CBZ in 0.1 moVL phosphate

butTet solution (pH 6.89) at (a) MWCNTs/DHP fitn coated GCE (8 [L of dispersioa)
and tu) bare GCE. The dotted lines (b) and (i1) ÍEpÍEsert the corresponding blank
resp(mses. E.q = -0.700 V aod t* = I s; Scan rate: l0O mV s-',

Fig. 3. (A) Effect of equilibration potential (- EiJ and @) equrlibtâtim time. on the
anodic peak currcat of P-. ICBZI = 6.0 x l0-Ó mol L'r ia 0.1 mol L-' phosphatc buffcr
solution (pH 6.89) at MWCNTVDHP fitm-coated GCE (8 1ú of dispersion). For (A) tcq

= I s; Foi(B) là. = Ei' = -0.700 v. Scm rate: lfi) mV s'r.

Fig. 4. InÍluence of solutioo pll on peak poteatial and peak curreot ofpeak P-. [CBZ] =
6.0 x l0{ mol L-r in 0.1 mol L I phosphate sofutions at MWCNTs/DHP tilm-coated
GCE (8 pL of dispersion). E.q: -0.700 V, t* = I s; Scan rate: 100 mV s-r.

Fig. 5. Plot of anodic peak potenüal (E ) rs. log v. rvhere 'r, is in Vs'r. [CBZ] = §.a x

l0{ mol L't itr O.l mol L'r phosphate buffet solution (pH 6.89) at MWCNTsIDHP fitn-
coated GCE (E pL of dispersion). E* = -0.700 V and t* = I s; Scan rate / V s-t: 0.025;
0.050; 0.075; 0.100; 0.150: 0.200; 0.250; 0.300.
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Teble l. Influence of potential interfcrents on the voftammetric reqroÍr§Ê of 0.4 pM
CBZ (Molar raüo : l:l).

Trble 2. Dctermination of carbamazepiae in Tegretol@ aad spiked wastewater satryles.
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Table

Potenfi lnteúerents ln
wlstewrters

§lgnd chenge (o/o)

Clofrbric acid
Ibuprofen
Atenolol

Diclot'enac sodium
Oxcarbazepine

+17.2
+5.3
-7.8

+38.6
-8.4
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Table

Sample
CBZ

co[tflrt

Found bY RBovEyh
tlb ncÍlod

this method mLC LC-I}Í§ 1.q6l

Tegretol@ 200

Spiked

llfastesiatêr

200 ng/tablet

0.500 pg uú't

201.1 ng/tablct'

0.479 pgDL't b

185.2 üítabler

0.588 Fg DoL't

182.1 rng/tobl*

0.558 pgml.-t

100.6

95.8

RSD = 2.20%; RSD = 5.71%.
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