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RESUMO 

Compostos farmacêuticos e produtos de cuidado pessoal (PPCPs) são substâncias amplamente 
presentes na sociedade moderna. Estes compostos, conhecidos como contaminantes 
emergentes, são encontrados no ambiente em níveis de concentração que variam de ng L-1 a µg 
L-1. Assim, faz-se necessário o desenvolvimento de estudos e métodos analíticos para 
determinar compostos psicoativos, antibióticos e marcadores de atividade antropogênica em 
países em desenvolvimento, como no Brasil, onde as condições de saneamento ainda são 
precárias, seja pela falta de estações de tratamento de esgoto (ETEs) e/ou tratamento adequado 
dos efluentes. A cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à espectrometria de massa 
sequencial (LC-MS/MS) tem sido a técnica de escolha para detecção e quantificação desses 
compostos a baixos níveis de concentração (i.e., ng L-1). Tendo em vista a complexidade das 
amostras ambientais, é necessário a aplicação da extração em fase sólida (SPE) e/ou de 
materiais de acesso restrito (RAM) para pré-concentrar os analitos. Estas abordagens, aliado ao 
modo on-line de preparo de amostras, constituem uma alternativa para diminuir a contaminação 
cruzada, além de permitir automatização e realização do procedimento de forma sequencial. Os 
métodos analíticos desenvolvidos foram validados de acordo com diretivas nacionais e 
internacionais de validação utilizando apenas 50 µL de volume de injeção em água ultrapura e 
esgoto lab-made, sendo a primeira abordagem considerada para quantificação em virtude do 
uso de padrões isotópicos individuais. Figuras de mérito como limite de detecção (LD), limite 
de quantificação (LQ), linearidade, precisão intra-  e inter-dia e efeito matriz foram avaliadas. 
Análise de variância (ANOVA) foi aplicada para verificar possível falta de ajuste. Além disso, 
a fim de verificar a eficiência cromatográfica, resolução (Rs) e assimetria de pico (As) foram 
consideradas; o efeito de memória do sistema também foi avaliado a fim de garantir a 
confiabilidade da análise e reutilização da coluna de pré-concentração. Com tempos de análise 
de 24 min (para o cartucho OASIS HLB® da Waters) e 16 min (para coluna RAM feita em 
laboratório), esses métodos mostraram ser alternativas rápidas e viáveis para analise simultânea 
dos compostos alvo. A linearidade de ambos os métodos mostrou ser adequada, visto que r2 > 
0,99 foi obtido para todos os compostos em água ultrapura ou esgoto lab-made (exceto para 
CBZ em esgoto lab-made no cartucho OASIS e para FLX também em esgoto lab-made na 
coluna RAM). Os valores de precisão intra- e inter-dia foram inferiores a 10 e 17 %, 
respectivamente, para o cartucho OASIS e inferiores a 5,8 e 14,1 % para a coluna RAM. Em 
ambos os métodos, cafeína foi o composto amplamente detectado, atingindo concentração 
máxima de 715 µg L−1 na análise utilizando o cartucho de pré-concentração OASIS e 392 µg 
L−1 na análise utilizando a coluna RAM. Uma estratégia exploratória simples e informativa 
aplicada à análise de produtos químicos de exposição ambiental em amostras biológicas foi 
desenvolvida utilizando a técnica MRM-profiling, que apontou e confirmou a presença de 
quatro compostos alvo dentre os 87 avaliados em amostras de urina humana, sendo eles 
metformina, acrilamida, acetaminofeno e metoprolol.  
 
Palavras-chave: contaminantes emergentes; cromatografia líquida acoplada a espectrometria 
de massa sequencial; preparo de amostra on-line; águas residuárias; material de meio de acesso 
restrito; exposoma; MRM-profiling.  
 

 

 

 



 
 

 
 

ABSTRACT 

Pharmaceutical compounds and personal care products (PPCPs) are substances widely present 
in modern society. These compounds, known as emerging contaminants, are found in the 
environment at concentration levels ranging from ng L-1 to µg L-1. Thus, it is necessary to 
develop studies and analytical methods to determine psychoactive compounds, antibiotics and 
markers of anthropogenic activity in developing countries, such as Brazil, where sanitation 
conditions are still precarious, either due to the lack of wastewater treatment plants (WWTPs) 
and/or suitable effluents treatment. High performance liquid chromatography coupled with 
tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) has been the technique of choice for detecting and 
quantifying these compounds at background concentrations (i.e., ng L-1). Due the complexity 
of the environmental samples, it is necessary to apply solid phase extraction (SPE) and/or 
restricted access media (RAM) to pre-concentrate the analytes. These approaches combined 
with the online method of sample preparation are an alternative to decrease cross-
contamination, in addition to allowing automation and carrying out the procedure sequentially. 
The analytical methods developed were validated according to national and international 
validation guidelines using only 50 µL of injection volume in ultrapure water and lab-made 
sewage, being the first approach being considered for quantification due to the use of individual 
isotopic labeled standards. Figures of merit such as limit of detection (LOD), limit of 
quantification (LOQ), linearity, intra- and inter-day precision and matrix effect were evaluated. 
Analysis of variance (ANOVA) was applied to verify possible lack of fit. In addition, in order 
to verify the chromatographic efficiency, resolution (Rs) and peak asymmetry (As) were 
considered; carryover was also evaluated in order to ensure analysis reliability and reuse 
preconcentration column reusability. With analysis times of 24 min (for Waters' OASIS HLB® 
cartridge) and 16 min (for RAM column), the methods proved to be fast and viable alternatives 
for simultaneous analysis of the target compounds. The methods’ linearity proved to be suitable, 
since r2 > 0,99 was obtained for all compounds in ultrapure water and lab-made sewage (except 
for CBZ in lab-made sewage on OASIS cartridge and for FLX also in lab-made sewage on 
RAM column). The intra- and inter-day precision values were less than 10 and 17 %, 
respectively, for the OASIS cartridge and less than 5,8 and 14,1 % for the RAM column. In 
both methods, caffeine was the compound widely detected, reaching a maximum concentration 
of 715 µg L-1 in the analysis using the OASIS pre-concentration cartridge and 392 µg L-1 in the 
analysis using the RAM column. A simple and informative exploratory strategy applied to the 
analysis of environmental exposure chemicals in biological samples was developed using the 
MRM-profiling mass spectrometry, which suggested and confirmed the presence of four target 
compounds among the 87 evaluated in human urine samples, being them metformin, 
acrylamide, acetaminophen and metoprolol.  
 
Keywords: emerging contaminants, liquid chromatography tandem mass spectrometry, online 
sample preparation, wastewaters, restricted access media material, exposome, MRM-profiling.  
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APRESENTAÇÃO 

A presente dissertação apresenta o desenvolvimento e validação de método 

cromatográfico acoplado a espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS) utilizando 

automatização na etapa de preparo de amostra para determinação de cafeína, carbamazepina, 

ciprofloxacina, norfloxacina, venlafaxina e fluoxetina em águas residuárias (afluente e efluente 

de estações de tratamento de esgoto, efluente doméstico e hospitalar), visando contribuir para 

os estudos de determinação de contaminantes emergentes em matrizes aquáticas no país. Para 

melhor compreensão, este estudo foi dividido em seis capítulos. 

O capítulo 1 apresenta um panorama da literatura científica e o estado da arte dos 

contaminantes emergentes no mundo e no Brasil, abordando ocorrência e aspectos regulatórios, 

efeitos ecotoxicológicos, tecnologias de remoção e uma explanação sobre preparo de amostra 

a técnicas aplicadas para análise de contaminantes emergentes.  

O capítulo 2 descreve o desenvolvimento e validação do método, e posterior 

quantificação dos analitos nas amostras de águas residuárias, utilizando na etapa de preparo de 

amostra o cartucho OASIS HLB® da Waters. De maneira similar, o capítulo 3 descreve as 

mesmas etapas, no entanto a discussão deu-se com a utilização de uma coluna de pré-

concentração de material de acesso restrito (RAM) feita em laboratório.  

O capítulo 4 apresenta os resultados obtidos de um estágio no exterior financiado pela 

Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo (FAPESP BEPE n° 2019/03385-7) 

que trata de um estudo da utilização da técnica MRM-profiling aplicada na análise de 

compostos de exposição ambiental em amostras biológicas, estando inserido no campo de 

exposoma, cuja estratégia exploratória simples e informativa pode ser facilmente aplicada à 

análise exploratória de produtos químicos ambientais existentes e novos oferecendo um 

screening rápido da amostra. 

Por fim, o capítulo 5 apresenta uma conclusão geral sobre os estudos apresentados e 

descritos nos capítulos anteriores e as perspectivas quanto a utilização e aplicação futura dos 

mesmos.
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INTRODUÇÃO 

A presença de fármacos de diversas classes terapêuticas no ambiente tem gerado imensa 

preocupação na comunidade científica. Trata-se de compostos desenvolvidos para que em 

baixas concentrações possam ter efeitos terapêuticos eficazes tanto na medicina como animal.  

Entretanto, apesar de serem eficientes no tratamento, os fármacos não são totalmente absorvidos 

pelo organismo, sendo excretados na forma de metabólitos ou na sua forma administrada, ou 

até mesmo, descartados incorretamente após o vencimento. 

São encontrados no ambiente em níveis de concentração que variam de ng L-1 a µg L-1 

em afluentes/efluentes de estações de tratamento de efluente (ETEs), esgotos não tratados ou 

em outros corpos d’água. Conhecidos como contaminantes emergentes, estes compostos podem 

representar risco a saúde humana e ao ambiente, visto que não há nenhuma legislação 

estabelecida que regulamente o descarte e controle destes compostos, e também devido ao fato 

de que as atuais ETEs não foram projetadas para tratar e/ou remover completamente compostos 

nestes níveis de concentração 1,2.  

Diante do intenso consumo de medicamentos devido ao aumento populacional e da 

presença destes compostos no ambiente, faz-se necessário o desenvolvimento de estudos e 

métodos analíticos para determinar compostos psicoativos, antibióticos e marcadores de 

atividade antropogênica em países em desenvolvimento, como no Brasil, onde as condições de 

saneamento ainda são precárias, seja pela falta de ETEs e/ou tratamento adequado dos efluentes. 

A cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à espectrometria de massa 

sequencial (LC-MS/MS) tem sido a técnica de escolha para separação, detecção e quantificação 

desses compostos, visto que é uma técnica com elevada sensibilidade e seletividade que permite 

atingir os níveis de concentração exigidos para determinação destes contaminantes 3.  

Tendo em vista a complexidade das amostras ambientais, é necessário a aplicação da 

extração em fase sólida (SPE) e/ou de meios de acesso restrito (RAM) para pré-concentrar os 

analitos. Estas abordagens aliado ao modo on-line de preparo de amostras constituem uma 

alternativa para diminuir a contaminação cruzada, além de permitir automatização e realização 

do procedimento de forma sequencial 4. Por exemplo, ao nosso relativo conhecimento, podemos 

considerar que esta é a primeira vez que um método automatizado com injeção direta de 

amostras de águas residuárias foi descrito para a determinação simultânea dos seis fármacos 

cafeína, ciprofloxacina, norfloxacina, carbamazepina, venlafaxina e fluoxetina usando sorvente 

RAM no modo on-line de preparo de amostras para análises de águas residuárias no Brasil.
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Outra estratégia utilizada, sabendo da presença destes contaminantes no ambiente, se 

deu na tentativa de tentar identificá-los previamente em amostras biológicas. Para isso, uma 

estratégia exploratória simples e informativa aplicada à análise de produtos químicos de 

exposição ambiental em amostras biológicas foi desenvolvida utilizando o MRM-profiling 

(Multiple Reaction Monitoring-profiling), que apontou e confirmou a presença de quatro 

compostos alvo dentre os 87 avaliados (ainda que os compostos anteriores estivessem inseridos 

na investigação) em amostras de urina humana, sendo eles metformina, acrilamida, 

acetaminofeno e metoprolol.  
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5.1. CONCLUSÃO GERAL E PERSPECTIVAS 

A revisão da literatura apresentada no primeiro capítulo demonstrou a crescente 

preocupação dos pesquisadores ao redor do mundo com a problemática dos contaminantes 

emergentes, desde a ocorrência aos efeitos ecotoxicológicos que podem causar. Em vista disso, 

a necessidade de desenvolvimento de métodos cada vez mais rápidos tem se apresentado como 

um dos principais focos de pesquisa abordando esta temática.  

Apesar da crescente preocupação acerca do tema, em muitos países, principalmente 

naqueles em desenvolvimento, como o Brasil, a velocidade dos estudos ainda tem se mostrado 

incipiente e deixado evidente a necessidade de realização de pesquisas como a presente. 

 Os métodos desenvolvidos com o procedimento automatizado de preparo de amostras 

por meio da técnica de column switching e acoplamento ao sistema LC-MS/MS permitiram um 

grande progresso na análise de amostras aquosas ambientais, especialmente para contaminantes 

emergentes, provando ser preciso, com reduzido tempo de análise, menor consumo de solvente, 

reduzida geração de resíduo químico comparado ao tradicional preparo de amostra usando SPE 

off-line e, principalmente, sem perda de resposta analítica. 

Ainda que tenham sido realizados em sistemas cromatográficos distintos, mas com 

mesmo detector, o tempo total de execução do método utilizando o cartucho de pré-

concentração OASIS HLB foi de 24 minutos, atingindo alto rendimento, incluindo preparo de 

amostra e separação cromatográfica.  

Comparando esta primeira abordagem ao da coluna RAM feita em laboratório, cujo 

tempo total de execução foi de 16 minutos, percebemos que o método atingiu alto rendimento 

assim como o anterior, em um tempo de análise ainda menor incluindo preparo de amostra e 

análise cromatográfica. Além disso, mostrou-se de baixo custo, com custo estimado cinco ou 

seis vezes menor do que as fases vendidas comercialmente. 

Em termos de validação, ambas as abordagens se mostraram satisfatórias, apresentando 

figuras de mérito em consonância com diretivas nacionais e internacionais de validação. Em 

relação à eficiência analítica, percebemos também resultados semelhantes e em acordo com as 

regras que regem o desenvolvimento de métodos cromatográficos.  

Entretanto, percebemos que apesar do custo relativamente elevado e de um tempo 

análise em torno de oito minutos mais longo, o método desenvolvido utilizando a fase comercial 

OASIS HLB mostrou ser mais versátil e eficaz que a coluna RAM, o que fica evidenciado pela 

detecção de analitos a níveis de concentração mais baixo, vide os limites de quantificação 

atingidos serem  superiores aos atingidos pela coluna feita em laboratório, o que por sua vez, 
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influenciou diretamente, nos resultados obtidos na quantificação das amostras. Ou seja, a fase 

comercial OASIS HLB atingiu limites de quantificação ainda menores que os alcançados pela 

coluna RAM e nos permitiu a quantificação de analitos que não tinham sido apontados pela 

coluna RAM em algumas amostras. Gostaríamos de ressaltar que este método, conforme 

apontado nos objetivos do trabalho, também foi aplicado na avaliação de remoção dos fármacos 

ciprofloxacina, norfloxacina, cafeína e carbamazepina, auxiliando um integrante do grupo de 

pesquisa em seus ensaios de adsorção na avaliação do biocarvão de bagaço de cana-de-açúcar 

como matriz adsorvente. 

Ambos os métodos desenvolvidos foram aplicados em amostras de águas residuárias e 

se mostraram adequados, confiáveis e sensíveis, podendo ser utilizados para análises de rotina 

de vários contaminantes orgânicos em baixas concentrações em amostras de águas residuárias 

ambientais. 

Com relação ao conteúdo apresentado utilizando MRM-profiling aplicada a análise de 

exposoma, é possível destacar a intenção de criar um método não supervisionado e exploratório 

de possíveis candidatos à exposição ambiental capaz de fornecer um perfil de possíveis 

compostos passíveis de serem encontrados em determinada amostra biológica. Dessa forma, 

essa ferramenta irá orientar os analistas para quais compostos possivelmente podem ser 

encontrados na amostra, e assim, otimizar as análises de interesse clínico, como modelos de 

progressão da doença, estudos epidemiológicos, avaliação da eficácia do tratamento e se o 

medicamento atingiu os níveis e locais desejados, além de contribuir para o desenvolvimento 

do campo de exposoma.  

A simplicidade do tratamento dos dados e o método também podem ser usados para 

orientar a seleção de moléculas a serem posteriormente estudadas por LC-MS/MS ou mesmo 

por espectrometria de massas de alta resolução (HRMS). Este estudo é apenas o primeiro passo 

em um amplo campo que necessita de mais informações e os próximos passos, possam ser tentar 

quantificar alguns desses compostos nas amostras ou mesmo identificar e quantificar seus 

metabólitos. 




