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ANALYSIS OF PHARMACEUTICAL COMPOUNDS IN WATER BY SPE-UPLC-ESI-MS/MS. A method was developed for 
the analysis of 31 pharmaceutical compounds in Lisbon’s drinking water system, using solid-phase extraction (SPE) and ultra-
performance liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS). The method was validated through 
estimation of the linearity range, method detection and quantification limits, matrix effects, precision and accuracy. The method 
detection and quantification limit ranges were 0.009-10 and 0.03-33 ng/L, respectively. Analytes were quantified in  water samples 
collected from the EPAL (Empresa Portuguesa das Águas Livres S.A.) supply system. Carbamazepine, atenolol, sulfadiazine, 
sulfamethazine, sulfapyridine, sulfamethoxazole, acetaminophen, caffeine and erythromycin were quantified in the analysed samples. 
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INTRODUÇÃO

Os meios hídricos são um meio receptor de esgotos domésticos, 
industriais e agropecuários e, consequentemente, são o principal veí-
culo de dispersão ambiental dos poluentes químicos. Por este motivo, 
a problemática do ambiente e, mais concretamente, da água, continua 
a ser um tema actual a nível nacional e internacional. 

O desenvolvimento de novos equipamentos e métodos analíticos 
que permitem a identificação e quantificação de resíduos de compos-
tos químicos em concentrações cada vez menores e os dados sobre os 
seus efeitos biológicos têm, no entanto, chamado a atenção da comu-
nidade científica para novos contaminantes considerados emergentes. 

Os “Contaminantes Emergentes” são contaminantes não regula-
mentados, que se podem tornar candidatos para futuras regulamenta-
ções, dependendo dos resultados dos estudos sobre a sua toxicidade e/
ou efeito nefasto sobre o meio ambiente e na saúde humana e animal 
e de dados de monitorização relativos à sua ocorrência no meio am-
biente. Este grupo de compostos é essencialmente constituído por 
substâncias utilizadas no dia-a-dia, sendo que para a maioria ainda 
não se possui dados ecotoxicológicos que permitam prever os seus 
efeitos na saúde humana e animal.1

O termo “Contaminante Emergente” também se pode referir a 
compostos recentemente introduzidos no meio ambiente (por exemplo, 
medicamentos aprovados recentemente pelas autoridades competentes 
e que devido ao seu uso começam a entrar no ambiente) ou a compostos 
que se encontram presentes no meio ambiente há já algum tempo, mas 
cuja presença só recentemente tem sido detectada. O termo “emergente” 
pode também englobar um poluente convencional já legislado, mas que 
devido a novos dados referentes à sua ocorrência, destino ou efeitos 
adversos, tornou-se de novo foco de atenção.2

A descarga de contaminantes químicos emergentes para o meio 
aquático tem sido alvo de preocupação por parte da comunidade 
científica internacional, uma vez que, anualmente são sintetizados 
numerosos compostos químicos, os quais são lançados para o meio 
ambiente com consequências imprevisíveis, surgindo constantemente 
novas evidências sobre a sua toxicidade.

Os contaminantes emergentes englobam uma diversidade de 
compostos, incluindo cianotoxinas, micotoxinas, aditivos de gasolina 
e industriais, retardantes de chama bromados, hormónios esteróides, 
surfactantes, produtos farmacêuticos e de cuidado pessoal, compostos 
polifluoretados, nanomateriais e subprodutos de desinfecção, bem 
como os produtos de transformação resultantes dos mesmos.3

No grupo dos contaminantes emergentes tem sido dada especial 
atenção aos fármacos, os quais são permanentemente libertados para 
o meio ambiente, tendo sido desenvolvidos vários estudos do seu 
impacto ambiental em nível mundial.4-9

Os estudos realizados até à data têm identificado, em diferen-
tes matrizes, nomeadamente, águas residuais, águas superficiais e 
subterrâneas destinadas à produção de água para consumo humano, 
sedimentos e biota, vários fármacos de diferentes classes terapêuticas, 
incluindo analgésicos, anti-inflamatórios, antibióticos, antidepresso-
res, antiepilépticos, bloqueadores beta, reguladores lipídicos, meios 
de contraste radiológico, contraceptivos orais, broncodilatadores, 
citotóxicos e medicamentos para uso veterinário.10

A presença de resíduos de fármacos no meio ambiente pode 
apresentar efeitos adversos em organismos aquáticos e terrestres. 
Este efeito pode ocorrer em qualquer nível da hierarquia biológica, 
tais como célula, órgão, organismo, população e ecossistema, e pode 
ser observado em concentrações na ordem de ng/L, para certos tipos 
de compostos.11,12

A presença destes contaminantes no meio ambiente pode repre-
sentar um risco para os ecossistemas e direta ou indiretamente para o 
Homem, porque, contrariamente à maioria dos poluentes, eles foram 
concebidos para terem uma acção específica no corpo humano e 
actuarem em concentrações muito baixas. 

A exposição crónica a concentrações baixas de certas classes de 
fármacos existentes no meio ambiente, como os antineoplásicos, hor-
mónios, antidepressores, antibióticos, analgésicos, anti-inflamatórios, 
antipiréticos e reguladores lipídicos, podem originar efeitos muito 
adversos na saúde humana, nomeadamente, lesão celular, desregu-
lação endócrina, infertilidade, alteração comportamental, resistência 
aos antibióticos e alteração da pressão arterial, entre outros, o que 
torna relevante e necessário o estudo da ocorrência destes compostos 
no meio ambiente e estudos de avaliação do risco de exposição.13,14
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Os fármacos que possam surgir nas águas brutas e na água de 
consumo humano possuem as seguintes propriedades específicas: 
elevada estabilidade química, baixa biodegradabilidade, elevada 
solubilidade em água e baixos coeficientes de absorção/adsorção. 

A maior fonte de entrada de fármacos no ambiente aquático 
é através das estações de tratamento de águas residuais (ETARs). 
Uma vez nas ETARs, os fármacos e respectivos metabolitos podem 
ser degradados, parcialmente degradados ou resistir aos processos 
de tratamento, permanecendo inalterados.11 Os fármacos podem ser 
degradados por meio de processos bióticos (filtros biológicos ou 
outros) e abióticos (oxidação, hidrólise ou fotólise). Os produtos de 
degradação são também compostos preocupantes, dado que podem 
ter uma toxicidade equivalente ou superior ao do fármaco original.15

A maioria dos estudos publicados tem sido realizada na 
Europa16-23 e Estados Unidos da América,24-27 existindo também 
estudos realizados na Ásia28 e na América do Sul.29,30

As matrizes monitorizadas são principalmente afluentes e 
efluentes de estações de tratamento de águas residuais16,23,26,31 e águas 
superficiais,6,16,17,22,23,26,31-37 sendo encontrados, em menor número, 
dados sobre a contaminação de águas subterrâneas37-39 e águas para 
consumo humano.4,5,30,40 A Tabela 1 apresenta um resumo dos fárma-
cos detectados em águas para consumo humano em diversos estudos 
de ocorrência efectuados a nível mundial.4,5

A curto e médio prazo poderão vir a ser tomadas medidas legis-
lativas relativas aos limites de descarga de medicamentos no meio 
ambiente por parte da indústria, agropecuária e hospitais e desenvolver 
uma política de sensibilização do cidadão para a eliminação correcta 
dos medicamentos excedentes e/ou fora de prazo. 

Na área das estações de tratamento da água de consumo e da água 
residual existem novas tecnologias na área do tratamento da água, 
que permitem a remoção destes compostos de modo mais eficaz. 
No entanto, estas novas tecnologias exigem investimentos e custos 
de exploração bastante elevados às Entidades Gestoras de águas de 
consumo e de águas residuais. 

Em termos de legislação comunitária aplicável ao meio aquático, 
a Directiva 2000/60/CE de 23 de Outubro,41 estabelece um quadro de 
acção comunitária no domínio da política da água, designada resu-
midamente por Directiva-Quadro da Água (DQA). A transposição da 
DQA para o direito nacional é assegurada pela Lei nº 58/2005,42 de 29 
de Dezembro, e pelo Decreto-Lei nº 77/200643 de 30 de Março, que 
estabelecem as bases para a gestão sustentável das águas e definem 
o novo quadro institucional para o sector.

A Directiva 2008/105/CE44 transposta para o direito nacional 
pelo Decreto-Lei 103/2010 de 24 de Setembro de 201045 estabelece 
uma lista de substâncias prioritárias em vigor, que deverão ser mo-
nitorizadas nas águas superficiais, bem como normas de qualidade 
ambiental (NQA). Nesta lista não se encontra incluído qualquer fár-
maco. No entanto, de acordo com o ponto 4º do artigo 16º da DQA, 
a Comissão Europeia tem de rever a lista de substâncias prioritárias 
referidas no Anexo X da Directiva 2008/105/CE,44 de quatro em 
quatro anos. Desta forma, foi elaborada uma proposta para uma nova 
Directiva, datada de 31 de Janeiro 2012, que visa alterar as Directivas  
2000/60/CE41 e 2008/105/CE44 no que diz respeito às substâncias 
prioritárias no domínio da política da água.46 Esta proposta refere os 
hormónios 17-a-etinilestradiol e 17-β-estradiol e o anti-inflamatório 
não-esteróide diclofenac como substâncias prioritárias, estabele-
cendo como normas de qualidade ambiental valores médios anuais 
(NQA‑MA) de 3,5x10-5 µg/L, 4x10-4 µg/L e 0,1 µg/L em águas 
de superfície interiores e valores médios anuais de 7x10-6 µg/L, 
8x10‑5 µg/L e 0,01 µg/L nos outros tipos de águas de superfície para 
17-a‑etinilestradiol, 17-β-estradiol e diclofenac, respectivamente.46

A Directiva 98/83/CE47 de 3 de Novembro e o actual Decreto-Lei 
306/2007 de 27 de Agosto48 relativos à qualidade da água para consumo 
humano não fazem referência à monitorização de quaisquer fármacos.

No entanto, independentemente de quaisquer riscos, deve ser 
normalmente aplicado o princípio da precaução, e é desejável que 
os micropoluentes orgânicos, qualquer que sejam as suas fontes, não 
devam estar presentes na água de consumo humano em concentrações 
que possam ser prejudiciais para a saúde humana. A aceitação pública 
e a confiança na qualidade da água para consumo humano também 
terão de ser tidas em consideração.

Actualmente, as técnicas instrumentais de análise permitem a 
concentração de alguns litros de amostras de água para um extracto de 
alguns mL ou µL, permitindo detectar compostos com concentrações 
na ordem dos ng/L ou menores. 

A associação da cromatografia gasosa (GC) ou líquida (LC) à 
espectrometria de massas (MS) permitiu a aplicação de técnicas ins-
trumentais hifenadas (GC-MS, LC-MS, GC-MS/MS, LC-MS/MS),  
na análise ambiental, que, pelas suas capacidades de medição, per-
mitiram a detecção de novos contaminantes emergentes no meio 
ambiente.13,49,50

Em simultâneo com o avanço da instrumentação analítica, em 
termos de sensibilidade e de especificidade nos sistemas de detecção, 
têm sido desenvolvidas novas técnicas de preparação de amostra 
que permitem extrair e concentrar os compostos de interesse a partir 
de diversas matrizes, como águas de consumo, águas naturais, ou 

Tabela 1. Fármacos detectados em águas para consumo humano4,5

Classe Terapêutica Fármaco
Concentração 
máxima detec-

tada (ng/L)
País

Antibióticos

Eritromicina
Sulfametoxazol

Tilosina

4,9
22
3,0
1,7

EUA
Holanda

EUA
Itália

Anti-convulsivantes

Carbamazepina

Fenitoína

140;258
43
60
1,3

EUA
França

Alemanha
EUA

Antidepressores, 
ansiolíticos

Amitriptilina
Diazepam
Fluoxetina

Meprobamato

1,4
23,5
0,82
10
5,9

França
Itália
EUA

Holanda
EUA

Anti-hipertensores
Atenolol
Metoprolol

26
26

EUA
Holanda

Meios de contraste 
radiológico

Diatrizoato
Iopromida

1200
< 50

Alemanha
Alemanha

Citotóxicos Bleomicina 13 Reino Unido

Reguladores lípidicos

Bezafibrato
Ácido clofíbrico

Gemfibrozil

27
50-270

5,3
70

Alemanha
Alemanha

Itália
Canadá

Anti-inflamatórios/
Analgésicos

Acetaminofeno
Diclofenac

Ibuprofeno

Cetoprofeno

Fenazona
Propifenazona

210
6-35
2,5
3

0,6
8,5

1350
8,0
3,0

250-400
80-240

França
Alemanha

França
Alemanha

França
Finlândia

EUA
Finlândia

França
Alemanha
Alemanha

Antitússicos Codeína 30 EUA

Psico-estimulante
Cafeína 60-119

22,9
EUA

França
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ainda mais complexas, como águas residuais, solos, sedimentos e 
biota. Em alternativa às técnicas tradicionais de extracção líquido-
-líquido (LLE – Liquid-Liquid Extraction) ou de extracção sólido-
-líquido por Soxhlet, existem técnicas de extracção mais rápidas 
e amigas do ambiente, que requerem o uso de um menor volume 
de solventes, como a extracção em fase sólida (SPE – Solid Phase 
Extraction), a microextracção em fase sólida (SPME – Solid Phase 
Microextraction), a extracção assistida por micro-ondas (MAE – 
Microwave-Assisted Extraction) ou a extracção pressurizada com 
solvente (PLE – Pressurized Liquid Extraction).

A EPAL – Empresa Portuguesa das Águas Livres, SA é respon-
sável pela gestão do sistema de captação, tratamento, transporte e 
abastecimento de água a cerca de 2,9 milhões de pessoas em trinta 
e cinco municípios da região da Grande Lisboa. A monitorização da 
qualidade da água em toda a extensão do sistema de abastecimento 
da EPAL, desde os recursos hídricos até ao ponto de entrega ao 
consumidor, constitui uma das grandes preocupações da empresa. 
Desta forma, a política da empresa passa pelo desenvolvimento de 
métodos analíticos que permitam a pesquisa de diversos compostos 
não legislados, permitindo assim uma caracterização pormenorizada 
da água nas suas origens, a avaliação dos compostos que poderão 
passar a barreira das estações de tratamento de água e um controlo 
periódico destes compostos na água para consumo humano. 

Assim, este trabalho teve por objectivo a otimização e validação 
do método de SPE-UPLC-(ESI)-MS/MS para a análise de 35 fár-
macos, de forma a caracterizar as águas captadas e distribuídas pela 
Entidade Gestora de Abastecimento Público em Lisboa, assim como 
implementar, a curto prazo, a monitorização destes Contaminantes 
Emergentes na rotina do controlo de qualidade da empresa.

O método foi validado de acordo com as normas nacionais ou 
internacionais adoptadas para este tipo de métodos de ensaio.

Os fármacos foram seleccionados de acordo com vários critérios, 
nomeadamente, dados de consumo, avaliação da massa excretada, 
representatividade das classes terapêuticas, dados de toxicidade e de 
ocorrência no meio ambiente, compostos propostos para inclusão na 
proposta de alteração da DQA e persistência no meio ambiente. Deste 
modo, o estudo incluiu fármacos de diversas classes terapêuticas, como 
antibióticos (amoxicilina, doxiciclina, oxitetraciclina, eritromicina, sul-
fadiazina, sulfamerazina, sulfametazina, sulfametoxazol, sulfapiridina, 
sulfatiazol, ciprofloxacina), anti-diabético (metformina), anti-convulsi-
vante (carbamazepina), antidepressivo (fluoxetina), anti-hipertensores 
(atenolol, metoprolol, propranolol), anti-inflamatórios (ibuprofeno, 
cetoprofeno, naproxeno, diclofenac, indometacina, nimesulida, cortiso-
na, hidrocortisona, prednisona, prednisolona), analgésicos/antipiréticos 
(acetaminofeno, ácido salícilico), anti-dislipidémicos (ácido clofíbrico, 
bezafibrato, gemfibrozil), hormónios sexuais (gestodeno, testosterona) 
e estimulantes do sistema nervoso central (cafeína) (Tabela 1S).

PARTE EXPERIMENTAL

Equipamento

Cromatógrafo líquido de ultra eficiência, modelo Waters UPLC 
Acquity System (Waters), associado a um espectrómetro de massa 
(MS/MS), Mass Spectrometer Acquity TQD com sonda de ionização 
por electrospray (ESI) e analisador de triplo quadrupolo (Waters). 
Coluna cromatográfica, Acquity BEH C18 (2,1 x 50 mm, 1,7 µm 
dp) (Waters).

Solventes e padrões

Os padrões utilizados apresentam um grau de pureza superior 
ou igual a 97% e são pró-análise (p.a.). Os solventes utilizados são 

adequados para análise por cromatografia gasosa (GC) ou para análise 
por cromatografia líquida (LiChrosolv® ou EMPROVE®). Água ultra 
pura (Millipore), acetato de amónio (CH3COONH4) p.a. (98%), aceto-
na (CH3COCH3) (GC), ácido fórmico (HCOOH) EMPROVE®, ácido 
clorídrico fumante 37% p.a. (HCl), dimetilsulfóxido p.a.(CH3)2SO), 
metanol (CH3OH) LiChrosolv® (Merck, Alemanha).

Todos os padrões de fármacos são de qualidade analíti-
ca adequada à análise por cromatografia e, como são fárma-
cos, alguns obedecem às especificações das farmacopeias 
(Americana – USP, Inglesa – BP), embora pertencentes a marcas 
diferentes: (Sigma-Aldrich, Espanha) acetaminofeno (C8H9NO2) 
98‑101%, ácido clofíbrico (C10H11ClO3) ≥  97%, ácido salicíli-
co (C7H6O3)  > 99%, atenolol (C14H22N2O3) ≥ 98%, bezafibrato 
(C19H20ClNO4) ≥ 98%, carbamazepina (C15H12N2O) ≥ 98%, (S)‑(+)-
cetoprofeno (C16H14O3) ≥ 99%, cortisona (C21H28O5) ≥ 98%, diclofenac 
(C22H24Cl2NNaO2) > 98%, eritromicina (C37H67NO13) ≥ 98%, fluoxeti-
na (C17H18F3NO) ≥ 98%, gemfibrozil(C15H22O3) > 99%, hidrocortisona 
(C21H30O5) ≥ 98%, (S)‑ (+)-ibuprofeno (C13H18O2) > 98%, indometaci-
na (C19H16ClNO4) > 99%, metformina (C4H11N5.HCl) ≥ 97%, naproxe-
no (C14H14O3) ≥ 98%, nimesulida (C13H12N2O5S)> 99%, prednisolona 
(C21H28O5) ≥ 98%, prednisona (C21H26O5)≥98%, (R)- (+)-propranolol  
(C16H21NO2

.HCl) ≥ 99%, sulfadiazina (C10H10N4O2S) ≥ 99%, sulfa-
merazina (C11H12N4O2S) ≥ 99%, sulfametazina (C12H14N4O2S) ≥ 99%, 
sulfapiridina (C11H11N3O2S) ≥ 99% e (Fluka, Espanha) amoxicilina 
(C16H19N3O5S.3 H2O) ≥ 99,3%, cafeína (C8H10N4O2) ≥ 99%, ciprofloxa-
cina (C17H18FN3O3) ≥ 98%, doxiciclina (C14H10N2O8.1/2 H2O.1/2 C2H6O)  
≥ 99,5%, oxitetraciclina (C22H25ClN2O9) ≥ 98.1%, sulfameto-
xazol (C10H11N3O3S) ≥  98%, sulfatiazol (C9H9N3O2S2) ≥  99% 
e testosterona (C19H28O2) ≥ 99%, (LGC, Espanha) metoprolol  
[(C15H25NO3)2.C4H4O4] 100% e gestodeno (C21H26O2)≥ 98%.

As soluções padrão individuais a 200 mg/L foram preparadas em 
metanol, à excepção da amoxicilina, a qual foi dissolvida em dimetil-
sulfóxido, e da ciprofloxacina, que foi preparada numa mistura água/
metanol (1:1) contendo 0,2 % de ácido clorídrico, dado a sua fraca 
solubilidade em metanol. A solução padrão conjunta (0,25 mg/L de 
cada fármaco) foi preparada em metanol e as soluções padrão de ca-
libração foram preparadas numa mistura de água/metanol (95:5 v/v). 
As soluções padrão individuais e a solução padrão conjunta foram 
armazenadas ao abrigo da luz e a uma temperatura entre -20ºC ± 5ºC.

Amostragem e conservação de amostras

As amostras foram colhidas e analisadas entre Dezembro de 2011 
e Janeiro de 2012. As amostras foram recolhidas em frascos de vidro 
âmbar de 1000 mL e armazenadas a 5 ± 3 ºC. Para as amostras de água 
para consumo humano, contendo cloro residual, as amostras foram 
tratadas in situ com ácido ascórbico, de forma a eliminar eventuais 
reacções de oxidação. Adicionou-se 10 mg de ácido ascórbico a 1 L 
de amostra. As amostras foram analisadas nas 48 horas subsequentes 
à amostragem.

Otimização do método analítico

A - UPLC-ESI-MS/MS
As condições de operação são otimizadas em duas etapas prin-

cipais, MS/MS e UPLC-ESI-MS/MS. 
A primeira fase tem por objectivo a obtenção do ião precursor, 

resultante da ionização do analito, e a obtenção dos iões produto. 
Nesta fase vão ser otimizados os seguintes parâmetros: modo de 
ionização, voltagem de cone e energia de colisão.

Numa segunda fase é avaliado o comportamento dos compostos 
no sistema completo UPLC-ESI-MS/MS, sendo definidos os parâ-
metros cromatográficos e otimizada a voltagem do capilar.
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Algumas condições do espectrómetro de massas foram mantidas 
constantes, nomeadamente, voltagem do extractor (2 V), radiofre-
quência (0,1 V), temperatura da fonte (150 ºC), temperatura de des-
solvatação (500 ºC), fluxo do gás de dessolvatação (900 L/h) e fluxo 
do gás de cone (25 L/h). O argônio foi utilizado como gás de colisão 
e o nitrogênio como gás de nebulização, dessolvatação e de cone.

B - Condições do triplo quadrupolo
O ião precursor é obtido através da ionização do composto, por 

electrospray, sendo utilizado o azoto como gás de nebulização, dessol-
vatação e de cone, e por aplicação de voltagem na fonte de ionização 
(voltagem do capilar) e no cone de extracção (voltagem de cone). 
Mantendo constante a voltagem do capilar, mantém-se a energia de 
ionização. A voltagem do capilar foi mantida constante a 3,5 kV.

Para otimizar as condições operacionais de obtenção do ião precur-
sor, são analisados isoladamente cada um dos compostos em estudo.

A otimização baseia-se essencialmente na selecção do modo de 
ionização (negativo ou positivo) e da voltagem de cone. 

A injecção é realizada por infusão directa no espectrómetro de 
massa em modo de aquisição full scan para o primeiro quadrupolo. 
A voltagem de cone foi testada, em modo de ionização positivo e 
negativo, entre 5 e 50 V, em incrementos de 5 V. Uma vez definidas 
as condições para o primeiro quadrupolo é avaliado o efeito da 
energia de colisão fazendo variar a energia de colisão entre 5 e 40 
eV em incrementos de 5 eV. A avaliação dos espectros de massa 
obtidos obedece a vários requisitos, nomeadamente: os iões pro-
duto com melhor resultado em termos de intensidade de sinal que 
resultem da fragmentação do ião precursor, quando os iões produto 
são seleccionados deve haver a presença do ião precursor e, só em 
casos excepcionais, fragmentação extensa, devem ser utilizados iões 
produto resultantes de outros fragmentos. 

Otimizados os parâmetros operacionais para obtenção dos iões 
precursores e seleccionados os respectivos iões produto e respectivas 
energias de colisão, estão reunidas as condições para definir as duas 
transições para cada composto alvo. A primeira transição (MRM1) 
é usada na quantificação e a segunda transição (MRM2) é usada na 
qualificação de cada composto.

Uma vez que a energia de ionização é um parâmetro constante 
ao longo da análise por UPLC-ESI-MS/MS, a sua influência só foi 
avaliada após otimização das condições cromatográficas. 

C - Condições cromatográficas
Por forma a aumentar a sensibilidade e o perfil cromatográfico 

de alguns compostos foi decidido utilizar dois métodos cromato-
gráficos fazendo variar o pH da fase móvel, a qual levou à selecção 
e optimização de duas fases móveis, solvente A e solvente B. Para 
a maioria dos compostos básicos (método A), o solvente A da fase 
móvel é constituído por água com 0,01 mM de acetato de amónio e 
0,5% ácido fórmico (v/v) e o solvente B por metanol com 0,01 mM 
de acetato de amónio (v/v). Para a maioria dos compostos ácidos 
(método B), o solvente A da fase móvel é constituído por água com 
0,05% de hidróxido de amónio (v/v) e o solvente B por metanol. Para 
ambos os métodos, a coluna foi mantida a 40 ºC e o volume de injec-
ção foi de 20 µL. Para o método A utilizou-se um fluxo de eluente de  
0,3 mL/min e para o método B um fluxo de 0,5 mL/min. Os gradientes 
de eluição para os dois métodos encontram-se na Tabela 2. 

D - Voltagem do capilar
Para a otimização da voltagem de capilar, foi injectada a solução 

padrão conjunta em modo MRM, utilizando as condições anterior-
mente otimizadas. Foi estudada a relação entre a intensidade do sinal 
dos diferentes compostos alvo e a variação da voltagem de capilar 
entre 0 e 4 kV. 

E - Validação do método UPLC-ESI-MS/MS
A validação do método UPLC-ESI-MS/MS foi iniciada com a 

realização de vários testes de forma a avaliar o intervalo de lineari-
dade, os limiares analíticos instrumentais e a precisão instrumental 
em condições de repetibilidade.

O intervalo de linearidade foi avaliado por meio da injecção de 
soluções padrão com diferentes concentrações preparadas em água 
ultra pura. Os resultados obtidos foram tratados através da realização 
de uma regressão linear pelo método dos mínimos quadrados. Os 
critérios internos estabelecidos para aceitação dos resultados foram: 
coeficiente de Determinação (r2) ≥0,995, coeficiente de variação do 
método (CVm) ≤10% e o intervalo de aceitação do teste de análise 
de resíduos de ±10%.

Ao longo da gama de concentrações do intervalo de linearidade 
foi ainda estudada a variabilidade da razão MRM1/MRM2, usada 
como critério de qualificação juntamente com o tempo de retenção.

Os limites de detecção e de quantificação instrumentais foram 
calculados por meio da razão sinal/ruído.

A precisão instrumental foi estudada em condições de repetibi-
lidade. Para a avaliação da repetibilidade instrumental, as soluções 
conjuntas correspondentes ao limite inferior, intermédio e superior 
da gama de trabalho foram analisadas 10 vezes durante a mesma 
série de trabalho.

F - Preparação da amostra
A preparação da amostra foi realizada num sistema automatizado 

de SPE, Caliper Life Sciences, modelo Autotrace (Hopkinton, USA). 
O efeito de matriz foi avaliado através de estudos de recuperação em 
amostras fortificadas de água ultra pura, água para consumo huma-
no, superficiais e subterrâneas. As amostras foram concentradas em 
cartuchos OASIS HLB 200 mg (Waters, Milford, MA). A cada 500 
mL de amostra adicionou-se 2 mL de uma solução 5,0 g/L de Na-
EDTA e processar a pH neutro. Os cartuchos foram condicionados 
com 4 mL de metanol e 4 mL de água ultra pura. De seguida, as 
amostras foram passadas pelos cartuchos a uma velocidade de fluxo 
de 10ml/min. Os cartuchos foram de seguida secos sob um fluxo de 
azoto durante 30 minutos. Os analitos foram depois eluídos com 8 
mL de metanol. Após eluição, os extratos foram levados à secura 
num sistema de evaporação Turbovap (Zymark), sob fluxo de azoto, 
dissolvidos em 0,5 mL de uma mistura água:metanol (95:5 v/v) e 
analisados por UPLC-ESI-MS/MS.

G - Efeitos de matriz e limiares analíticos do método
Os limiares analíticos do método global foram determinados 

após os estudos de recuperação em amostras de água para consumo 
humano, superficiais e subterrâneas, fortificadas a uma concentra-
ção correspondente ao limite inferior da gama de linearidade. Para 
uma correcta quantificação, foram construídas curvas de calibração 

Tabela 2. Composição do gradiente da fase móvel na análise de fármacos 
por UPLC-ESI-MS/MS

Método A Método B

Tempo 
(min)

Solvente A 
(%)

Solvente B 
(%)

Tempo 
(min)

Solvente A 
(%)

Solvente B 
(%)

0,0 95 5 0,0 70 30

2,0 70 30 2,0 50 50

3,0 50 50 4,0 30 70

5,0 30 70 6,0 10 90

6,0 10 90 7,0 70 30

8,0 95 5 ----- ----- -----
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utilizando os extratos das diferentes matrizes obtidos após o passo 
de preparação da amostra. Estas curvas de calibração foram também 
utilizadas para avaliar a ocorrência de efeitos de supressão/enriqueci-
mento iónico através da sua comparação com as curvas de calibração 
construídas com as intensidades de sinal dos padrões preparados em 
água ultra-pura. Dado que se detectou a ocorrência de efeitos de 
matriz decorrentes da utilização do electrospray como fonte ioniza-
ção, a linearidade do método foi avaliada para os diferentes tipos de 
matriz, recorrendo aos critérios referidos anteriormente no ponto E.

Os limites de detecção e quantificação do método foram deter-
minados por meio da análise de brancos de amostra e estimados para 
razões sinal/ruído de 3 e 10 respectivamente. Se a amostra apresenta 
sinal, os limites são estimados recorrendo aos cromatogramas dos 
“brancos amostra” sem fortificação. Se o “branco amostra” não 
apresenta sinal, a amostra é fortificada com uma concentração 
mínima que produza sinal e é determinada a razão sinal/ruído. 
Os resultados obtidos são divididos pelo factor de concentração 
do SPE (factor concentração = volume de amostra/volume do ex-
tracto =500/0,5=1000) para se obter os limites do método global 
(SPE-UPLC-MS/MS).

Foram também realizados estudos de precisão do método (repeti-
bilidade e precisão intermédia) e estudo de exatidão por participação 
num ensaio interlaboratorial.

H - Análise de amostras
De forma a testar a aplicabilidade do método SPE-UPLC-MS/MS 

optimizado analisaram-se amostras de diversos pontos de amostragem 
do sistema de abastecimento da EPAL e também das principais fontes 
de água bruta da empresa (Rio Tejo, rio Zêzere e poços de Alenquer 

e Lezírias). A identificação dos analitos foi realizada por comparação 
dos tempos de retenção e da razão entre a intensidade do sinal da 
transição MRM1 e a intensidade do sinal da razão da transição MRM2 
nas amostras com os obtidos com as soluções padrão. A quantificação 
dos analitos foi realizada utilizando o sinal do ião produto MRM1 de 
quantificação e as respectivas taxas de recuperação.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Otimização das condições UPLC-ESI-MS/MS

A Tabela 3 apresenta as condições óptimas para a análise dos 
fármacos em estudo por UPLC-ESI-MS/MS. A Figura 1 apresenta 
o efeito da variação da energia de colisão na fragmentação do ião 
precursor da ciprofloxacina e os respectivos espectros de massas são 
apresentados no material suplementar (Figura 1S).

Tabela 3. Programação das condições óptimas de análise dos fármacos por UPLC–ESI-MS/MS

Fármaco
Modo de 
Ionização

Janela de Tempos 
de Retenção (min)

Voltagem de 
Cone (V)

Transição MRM  
Ião Precursor – Ião produto

Energia de 
Colisão (eV)

Razão MRM1/MRM2 
(CV %) 

Método A

Metformina + 1,0-2,0 25 MRM1 130,0 → 60,0 10 1,2 (7,6)

MRM2 130,0 → 70,0 20

Amoxicilina + 1,0-2,0 20 MRM1 366,4 → 349,4 10 1,5 (7,6)

MRM2 366,4 → 208,1 20

Acetaminofeno + 1,0-2,0 30 MRM1 151,7 → 110,1 15 4,9 (4,4)

MRM2 151,7 → 93,0 20

Atenolol + 1,0-2,0 35 MRM1 267,2 → 190,1 25 1,6 (4,2)

MRM2 267,2 → 145,2 20

Sulfadiazina +  1,0-2,0 25 MRM1 251,2 → 156,2 15 1,3 (4,6)

MRM2 251,2 → 92,0 20

Sulfatiazol + 1,3-2,0 25 MRM1 256,0 → 156,0 15 2,0 (3,4)

MRM2 256,0 → 92,0 20

Sulfapiridina + 1,3-2,0 35 MRM1 250,2 → 156,0 15 6,9 (3,2)

MRM2 250,2 → 92,0 15

Sulfamerazina + 1,5-2,0 35 MRM1 265,2 → 172,1 15 1,0 (7,5)

MRM2 265,2 → 156,2 15

Cafeína + 2,0-2,7 30 MRM1 195,1 → 138,2 20 4,1 (6,4)

MRM2 195,1 → 110,2 25

Sulfametazina + 1,8-2,5 30 MRM1 279,2 → 186,0 15 2,6 (11)

MRM2 279,2 → 92,0 20

Oxitetraciclina + 2,3-3,0 30 MRM1 461,3 → 444,6 15 19 (4,9)

MRM2 461,3 → 426,3 20

Ciprofloxacina + 2,3-3,0 40 MRM1 332,3 → 314,3 20 2,6 (3,6)

MRM2 332,3 → 288,2 20

Sulfametoxazol + 2,4-3,1 30 MRM1 254,1 → 156,0 15 1,7 (4,6)

MRM2 254,1 → 92,0 20

Figura 1. Efeito da variação da energia de colisão na fragmentação do ião 
precursor da ciprofloxacina
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Fármaco
Modo de 
Ionização

Janela de Tempos 
de Retenção (min)

Voltagem de 
Cone (V)

Transição MRM  
Ião Precursor – Ião produto

Energia de 
Colisão (eV)

Razão MRM1/MRM2 
(CV %) 

Método A

Metoprolol + 2,7-3,5 40 MRM1 268,3 → 116,1 20 1,1 (1,8)

MRM2 268,3 → 98,0 20

ÁcidoSalicílico - 3,3-4,0 25 MRM1 136,8 → 93,0 15 23 (3,4)

MRM2 136,8 → 65,0 25

Doxiciclina + 3,0-4,2 25 MRM1 445,0 → 428,4 15 4,4 (6,9)

MRM2 445,0 → 154,1 30

Propranolol + 3,5-4,2 35 MRM1 260,2 → 183,1 15 1,3 (3,1)

MRM2 260,2 → 116,2 15

Cortisona + 3,5-4,5 30 MRM1 361,2 → 163,1 25 3,49 (3,80)

MRM2 361,2 → 121,0 30

Prednisona + 3,5-4,5 20 MRM1 359,2 → 341,3 10 1,99 (8,71)

MRM2 359,2 → 313,2 10

Carbamazepina + 4,0-4,7 35 MRM1 237,2 → 194,1 20 4,9 (3,9)

MRM2 237,2 → 192,2 20

Prednisolona + 4,0-5,0 15 MRM1 361,2 → 343,3 15 1,37 (6,88)

MRM2 361,2 → 325,2 10

Hidrocortisona + 4,0-5,0 30 MRM1 363,2 → 121,1 25 6,44 (4,07)

MRM2 363,2 → 327,3 10

Cetoprofeno + 4,7-5,4 30 MRM1 255,3 → 209,2 15 1,8 (4,4)

MRM2 255,3 → 105,2 15

ÁcidoClofíbrico - 4,9-5,6 15 MRM1 213,2 → 127,1 15 3,5 (7,1)

MRM2 213,2 → 85,0 10

Naproxeno + 5,0-5,5 30 MRM1 231,1 → 185,2 15 4,2 (9,4)

MRM2 231,1 → 170,1 30

Gestodeno + 5,0-5,8 30 MRM1 310,9 → 109,1 25 2,9 (8,6)

MRM2 310,9 → 83,0 20

Testosterona + 5,1-5,8 35 MRM1 289,2 → 97,1 20 1,6 (5,1)

MRM2 289,2 → 109,1 20

Método B

Nimesulida - 0,5-1,5 30 MRM1 307,2 → 229,1 15 7,48 (3,70)

MRM2 307,2 → 78,9 20

Bezafibrato - 1,0-2,0 25 MRM1 360,2 → 274,2 15 2,32 (5,47)

MRM2 360,2 → 154,2 30

Diclofenac + 1,5-2,5 20 MRM1 296,3 → 278,3 10 2,93 (6,30)

MRM2 296,3 → 215,0 10

Ibuprofeno - 1,5-2,5 15 MRM1 205,0 → 161,0 5 --------

------- -------- ------

Indometacina + 2,0-3,0 25 MRM1 358,2 → 139,0 15 7,42 (7,41)

MRM2 358,2 → 174,1 15

Gemfibrozil - 2,0-3,0 20 MRM1 251,1 → 233,2 5 -------

MRM2 -------- -------

Fluoxetina + 4,0-5,0 20 MRM1 310,1 → 148,1 10 ----------

MRM2 ------- -----

Eritromicina + 4,0-5,0 30 MRM1 716,0 → 158,1 30 2,93 (2,87)

MRM2 716,0 → 558,5 15

A energia de ionização aplicada para a otimização do método foi de 3,5 kV. (-): Modo de ionização negativo, (+): Modo de ionização positivo.

Tabela 3. continuação

À medida que a energia de colisão aumenta, observa-se um 
aumento da fragmentação do ião precursor, detectando-se dois 
iões produtos resultantes da dissociação directa do ião precursor, 
os quais, representam dois fragmentos óptimos para a definição 
das duas transições. A energia de colisão óptima é a de 20 eV, 
uma vez que permite a formação dos dois iões produto com uma 

boa intensidade, detectando-se ainda a presença vestigial do ião 
precursor (Figura 1S).

A aplicação de uma voltagem de capilar de 0,5 kV favorece a 
sensibilidade da maioria dos fármacos, tendo sido esta a voltagem 
escolhida como valor a utilizar na implementação do método analítico 
(Figura 2S).
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Condições cromatográficas

De forma a conseguir-se a melhor resolução cromatográfica 
possível e um perfil adequado do pico cromatográfico para todos 
os compostos-alvo, decidiu-se utilizar duas corridas cromatográfi-
cas diferentes baseadas no pH da fase móvel. Desta forma, para a 
maioria dos compostos que ionizam em modo positivo foi utilizado 
um pH inicial de fase móvel de 2. Para os compostos que ionizam 
em modo negativo foi utilizado um gradiente básico. Estes dois mé-
todos também permitem a análise dos compostos-alvo com a maior 
sensibilidade possível.

No método A verificou-se que alguns compostos, nomeadamente 
a doxiciclina, oxitetraciclina e a ciprofloxacina, apresentavam um mau 
perfil cromatográfico. Estes compostos possuem vários valores de pka. 
No caso das tetraciclinas, os valores de pKa são aproximadamente 3, 
7 e 9 e, no caso da ciprofloxacina 6 e 9, pelo que se decidiu verificar 
a influência da diminuição do pH no perfil cromatográfico destes 
compostos. O pH da fase móvel do método A altera o perfil croma-
tográfico destes três compostos. À medida que o pH diminui, a cauda 
do pico cromatográfico diminui e a forma do pico cromatográfico 

melhora, conseguindo-se a um pH inicial da fase móvel de 2,0, picos 
satisfatórios e que permitem a análise destes compostos (Figura 3S).

A Tabela 3 apresenta as janelas de tempo de retenção para cada 
composto, nas quais são definidas as condições de monitorização 
otimizadas anteriormente para ambos os métodos: ião precursor, 
voltagem de cone, transições MRM1 e MRM2 e respectivas energias 
de colisão, assim como, a variabilidade da razão MRM1/MRM2.

Validação do Método UPLC-ESI-MS/MS

Estudos de linearidade

Para determinar o intervalo de linearidade, trabalhou-se numa 
gama de concentrações entre 0,02 e 600 µg/L, aproximadamente. 
Para alguns compostos a gama não se inicia na concentração inferior 
(0,02 μg/L) devido à ausência de sinal cromatográfico do ião produto 
MRM1 de quantificação e/ou do ião produto MRM2 de qualificação.

A Tabela 4 apresenta os resultados do estudo da linearidade após 
o cumprimento dos critérios internos de aceitação.

O método permite obter bons coeficientes de determinação (r2) 

Tabela 4. Intervalo de linearidade após aplicação dos critérios de aceitação definidos nos testes de linearidade, repetibilidade avaliada através do DPR e limite 
de quantificação instrumental (LQ) para cada um dos compostos em estudo

Composto
Número padrões de 

calibração (N)
Intervalo de 

linearidade (μg/L)
Coeficiente de determi-

nação (r2)
CVm

(%)
DPR* (%) 

n =10
LOQ 

(μg/L)

Método A

Metformina 7 0,41-4,9 0,9997 1,3 5,6 0,36

Amoxicilina 8 62-431 0,9987 2,6 6,3 8,4
Acetaminofeno 7 0,83-14 0,9993 1,2 1,2 0,01
Atenolol 7 1,9-8,0 0,9958 3,2 3,0 0,01
Sulfadiazina 6 0,86-5,2 0,9988 2,1 4,2 0,09
Sulfatiazol 6 1,2-7,2 0,9987 2,7 2,1 0,04
Sulfapiridina 8 1,6-26 0,9998 1,8 7,2 0,01
Sulfamerazina 7 0,93-7,4 0,9983 1,7 9,3 0,18
Cafeína 6 0,80-4,8 0,9987 2,2 4,5 0,01
Sulfametazina 7 0,42-5,9 0,9998 1,1 12 0,02
Oxitetraciclina 9 64-318 0,9993 2,5 2,8 0,13
Ciprofloxacina 7 47-157 0,9955 3,9 1,3 0,02
Sulfametoxazol 8 0,26-8,60 0,9999 1,1 2,4 0,009
Metoprolol 6 2,1-17 0,9993 2,3 1,2 0,02
Ácido Salicílico 6 16-109 0,9992 1,9 1,2 1,1
Doxiciclina 8 35-307 0,9993 2,2 1,0 0,01
Propranolol 7 4,5-32 0,9996 1,5 8,9 0,02
Cortisona 12 5,8-54 0,9983 2,4 2,2 1,2
Prednisona 14 3,2-52 0,9985 1,2 7,3 1,8
Carbamazepina 7 0,36-6,0 0,9999 0,8 2,0 0,008
Prednisolona 10 5,6-45 0,9978 1,1 5,0 2,5
Hidrocortisona 12 5,4-86 0,9989 1,8 5,1 2,3
Cetoprofeno 6 2,2-12 0,9996 1,5 3,3 0,03
Ácido Clofíbrico 7 56-265 0,9962 3,5 4,6 0,17
Naproxeno 9 1,3-22 0,9996 2,2 1,6 0,07
Gestodeno 6 1,5-8,1 0,9979 3,6 1,8 0,38
Testosterona 8 1,4-23 0,9998 1,8 2,5 0,01

Método B

Nimesulida 8 3,1-15 0,9966 2,9 3,0 0,008
Bezafibrato 8 17-162 0,9991 1,8 5,4 0,27
Diclofenac 9 2,8-22 0,9989 2,6 4,2 0,16
Ibuprofeno 6 47-625 0,9988 2,9 5,1 1,5
Indometacina 6 2,0-17 0,9999 1,0 8,9 0,01
Gemfibrozil 6 3,2-51 0,9997 1,0 8,7 0,26
Fluoxetina 6 5,8-27 0,9977 2,8 2,1 1,2
Eritromicina 6 2,8-22 0,9998 1,0 9,61 1,5

* A concentração é igual ao primeiro ponto do intervalo de linearidade.
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para todos os compostos (o mínimo de 0,9959 para a ciprofloxacina 
e o máximo de 0,9999 para o sulfametoxazol e carbamazepina) e 
excelentes coeficientes de variação do método, inferiores a 4,0%.

Precisão

A precisão do método foi avaliada em termos de repetibilidade 
e de precisão intermédia, expresso em termos de desvio padrão rela-
tivo (DPR). Na Tabela 4 apresentam-se os resultados obtidos para a 
concentração inferior do intervalo de linearidade.

Extração em fase sólida, SPE

Foi realizado um estudo de algumas das principais condições que 
afectam a recuperação dos analitos alvo em água ultra pura – pH da 
amostra e condições de eluição.

O efeito do pH foi avaliado realizando estudos de recuperação a 
pH ácido, neutro e básico. A extração realizada a pH neutro foi a que 
resultou em resultados mais satisfatórios para a maioria dos compos-
tos e que permite a extracção conjunta de fármacos ácidos, básicos e 

neutros com diferentes propriedades físico-químicas.
Uma vez selecionado o tipo de adsorvente e o pH da amostra, 

diferentes tipos de solventes de eluição foram testados: metanol, 
acetonitrilo, acetona e diclorometano. As eluições com metanol e 
acetonitrilo foram as que resultaram em melhores recuperações, 
verificando-se que as taxas de recuperação eram significativamente 
melhores utilizando metanol. O volume de eluição foi também tes-
tado, tendo-se verificado que a utilização de dois passos de eluição 
com 4 mL de metanol era a opção mais favorável. 

Desta forma, após optimização das condições referidas optou-se 
por utilizar o procedimento descrito no ponto F deste artigo, uma vez 
que as taxas de recuperação (entre 75 e 125 %) cumprem os requisitos 
da legislação nacional48 no que se refere à exactidão dos métodos para 
a análise de compostos orgânicos (em águas de consumo humano) 
para a maioria dos compostos (Tabela 5). Na ausência de requisitos 
para os critérios de aceitação das recuperações dos fármacos nas 
águas, definiu-se o critério de aceitação para a exactidão de métodos 
analíticos aplicados à análise de compostos orgânicos já legislados. 
Os 25% de critério de aceitação é o menor dos valores legislados, 
uma vez que de acordo com o DL 236/9851 (águas subterrâneas ou 

Tabela 5. Percentagens de recuperação dos compostos-alvo nas diferentes matrizes estudadas calculadas a partir de curvas de calibração baseadas em soluções 
padrão preparadas em solvente e baseadas em soluções padrão dos extratos obtidos após o passo de preparação da amostra (curvas matriciadas)

Fármacos
Curvas preparadas em solvente Curvas matriciadas

UP Consumo Humano Superf Subter Consumo Humano Superf Subter

Método A, Percentagens de recuperação (R, %)

Acetaminofeno 28 0 8 10 31 70 49

Atenolol 82 0 41 55 97 79 71

Sulfadiazina 124 85 136 8 112 88 88

Sulfatiazol 86 58 100 73 120 74 65

Sulfapiridina 109 56 128 68 115 104 75

Sulfamerazina 103 56 121 77 77 70 67

Cafeína 89 44 51 60 65 53 75

Sulfametazina 93 39 88 48 109 110 67

Ciprofloxacina 38 75 30 126 105 45 58

Sulfametoxazol 75 155 197 86 87 89 76

Metoprolol 67 27 15 44 72 78 63

Ácido salicílico 41 66 0 12 56 75 70

Propranolol 80 31 60 47 85 86 50

Cortisona 84 39 12 63 87 83 65

Prednisona 87 55 7,6 71 86 89 65

Carbamazepina 81 49 36 91 76 73 67

Prednisolona 78 45 10 71 85 111 69

Hidrocortisona 78 21 45 62 87 100 72

Cetoprofeno 100 130 100 109 89 97 72

Ácido Clofíbrico 98 141 88 129 87 112 71

Naproxeno 83 87 59 90 91 102 70

Gestodeno 120 75 25 99 83 102 71

Testosterona 91 64 37 73 101 95 70

Método B, Percentagens de recuperação (R, %)

Nimesulida 146 40 23 68 96 90 73

Bezafibrato 82 84 106 79 80 75 69

Diclofenac 73 37 45 60 72 71 72

Ibuprofeno 86 77 80 90 75 73 71

Indometacina 101 74 89 88 120 79 68

Gemfibrozil 80 98 89 103 67 80 49

Fluoxetina 35 26 30 20 72 70 80

Eritromicina 31 91 89 75 54 43 50

UP – Água ultra-pura; Superf – Água Superficial; Subter – Água subterrânea.
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superficiais destinadas à produção de água para consumo humano) 
são aceitáveis 30% e 50%, de acordo com a natureza dos compostos 
orgânicos e respectivos métodos de análise. No entanto, é importante 
referir que não se conseguiu extrair os fármacos amoxicilina, metfor-
mina, doxiciclina e oxitetraciclina com este procedimento.

Efeitos de matriz e limites de deteção e quantificação do método

O procedimento de SPE otimizado foi depois testado utilizando 
águas para consumo humano, superficial e subterrânea por forma 
a avaliar a ocorrência de efeitos de matriz. Neste tipo de matrizes 
verificou-se a ocorrência de efeitos de matriz, o que resultou em taxas 
de recuperação significativamente mais baixas quando comparadas 
com os resultados obtidos com água ultra pura, para a maioria dos 
compostos (Tabela 5). Considerando que estes efeitos de matriz estão 
principalmente relacionados com a utilização do electrospray como 
fonte de ionização, optou-se por realizar a calibração com padrões 
preparados nos extratos das diferentes matrizes obtidos após o passo 
de preparação da amostra. Os resultados obtidos encontram-se na 
Tabela 5. Pode-se verificar que a utilização de curvas de calibração 
matriciadas corrige os efeitos de matriz, obtendo-se taxas de recupera-
ção superiores a 50% para todas as matrizes, sendo que para a maioria 
dos compostos as taxas de recuperação se situam entre 75 e 125%.

Na Tabela 6 são referidas as percentagens de supressão/enrique-
cimento iónico resultantes da utilização do electrospray como fonte 
de ionização. Pode-se também verificar que compostos pertencentes 
à mesma classe terapêutica possuem diferentes comportamentos ao 
serem ionizados por electrospray, tornando a utilização de padrões 
internos por classe terapêutica um método pouco fiável. Desta forma, 
prepararam-se os extratos de cada uma das matrizes em estudo (água 
superficial, água subterrânea e água de consumo humano) por SPE, 
os quais foram fortificados de forma a obter cada um dos padrões de 
calibração, corrigindo o efeito de matriz em ESI. 

Os limites de detecção e quantificação do método obtidos com 
base na razão sinal/ruído para os diferentes tipos de matriz encontram-
se na tabela 7. Verifica-se que para a maioria dos compostos os LOD e 
LOQ correspondentes à matriz da água subterrânea são inferiores aos 
das outras matrizes. De uma forma geral, pode-se também concluir 
que os limiares analíticos correspondentes às águas para consumo 
humano e superficiais não apresentam diferenças significativas, 
apresentando valores da mesma ordem de grandeza. Os valores 
obtidos, entre 0,009 e 10 ng/L para os LOD e 0,03 e 33 ng/L para 
os LOQ, permitem a aplicação deste método a amostras reais, dado 
serem da mesma ordem de grandeza ou inferiores às concentrações 
de fármacos detectados neste tipo de amostras. Os LOD e LOQ mais 
elevados dizem respeito aos fármacos da classe dos corticosteróides, 
facto que pode ser explicado não só devido à menor sensibilidade 
do método para estes compostos, mas também ao elevado grau de 
supressão iónica a que estão sujeitos, à semelhança do reportado por 
Batt et al.,52 que também desenvolveram um método de análise de 
fármacos por SPE-UPLC-MS/MS.

Estudos de precisão e exatidão

A aplicabilidade do método validado foi avaliada para alguns 
compostos (atenolol, metoprolol, carbamazepina, diclofenac, ibupro-
feno e cetoprofeno) através da participação num ensaio interlabora-
torial (AGLAE – Association Générale des Laboratoires d’Analyse 
de l’Environnement). Os resultados obtidos encontram-se na Figura 
2. Pode-se verificar, com base nos valores Z-score, que existe uma 
boa concordância entre o resultado obtido e o valor de referência.

A precisão foi avaliada em condições de repetibilidade sendo 
inferior a 15% para todos os compostos.

Análise de amostras

Foram recolhidas 22 amostras de diferentes pontos da rede de 
abastecimento da empresa e também das suas fontes de água bruta. 
Na Tabela 8 encontram-se os resultados das amostras para os com-
postos que possuem intensidade de sinal superior ao correspondente 
ao LOQ ao tempo de retenção previsto (tR ± 0,5%) e para os quais a 
razão MRM1/MRM2 cumpre os requisitos definidos pelo laboratório 
(razão MRM1/MRM2 ± 20%).

Dos 31 fármacos analisados, apenas 9 foram detetados em 
concentrações superiores aos respectivos limites de quantificação 
nas diferentes amostras analisadas. As concentrações dos diferentes 
compostos variam entre 0,08 e 46 ng/L nas águas brutas e entre 1,6 e 
46 ng/L nas águas tratadas, sendo que nestas últimas só 5 fármacos, 
a cafeína, a carbamazepina, o atenolol, o sulfametoxazol e a eritro-
micina estão presentes em níveis quantificáveis. De notar também 
que a cafeína foi detectada em todas as amostras e a carbamazepina 
em 15 das 22 amostras analisadas. Estes resultados podem ser ex-
plicados tendo em conta o uso generalizado da cafeína em bebidas e 
não como fármaco e ao facto de a carbamazepina ser um composto 

Tabela 6. Percentagens de supressão/enriquecimento iónico para os compos-
tos-alvo nas diferentes matrizes estudadas

Composto
% supressão/enriquecimento iónico

Água para 
consumo humano

Água 
superficial 

Água 
subterrânea 

Método A

Acetaminofeno -19 -3 -39

Atenolol -19 -38 -17

Sulfadiazina -27 48 -9

Sulfatiazol -62 26 8

Sulfapiridina -59 24 -7

Sulfamerazina -20 51 10

Cafeína -25 -33 -15

Sulfametazina -70 -22 -20

Ciprofloxacina 35 -45 68

Sulfametoxazol 61 108 10

Metoprolol -29 5 -19

Ácido Salicílico -17 -75 5

Propranolol -53 -26 -4

Cortisona -48 -71 -3

Predninosona -31 -81 6

Carbamazepina -27 -37 24

Prednisolona -40 -101 2

Hidrocortisona -66 -100 -10

Cetoprofeno 42 3 37

Ácido clofíbrico 53 -24 58

Naproxeno -4 -42 20

Gestodeno -8 -78 28

Testosterona -37 -58 3

Método B

Nimesulida -56 -67 -6

Bezafibrato 4 31 10

Diclofenac -35 -71 -12

Ibuprofeno -10 -20 -19

Indometacina -46 -79 20

Gemfibrozil 31 -80 54

Fluoxetina -46 -70 20

Eritromicina 37 -43 75
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quimicamente estável, resistindo aos processos de tratamento utili-
zados nas estações de tratamento, quer de águas residuais quer de 

produção de água para consumo humano. Estes resultados estão de 
acordo com os valores reportados noutros estudos.4,5,52

Em relação à carbamazepina, atenolol e sulfametoxazol, os valo-
res máximos presentes na água de consumo foram de 5,5, 1,63 e 0,27 
ng/L, respectivamente, valores bastante inferiores aos valores máxi-
mos reportados em estudos realizados nos EUA, França, Alemanha 
e Holanda (entre 43-258 ng/L para a carbamazepina,4 26 ng/L para o 
atenolol4 e 22 ng/L para o sulfametoxazol5). Relativamente à cafeína 
e eritromicina os valores máximos detectados na água de consumo 
foram de 46 e 2,4 ng/L, respectivamente, sendo da mesma ordem 
de grandeza dos valores obtidos em estudos realizados nos EUA e 
França (23-119 ng/L para a cafeína4 e 4,9 ng/L para a eritromicina5). 
As concentrações detectadas referentes a estes 5 fármacos não apre-
sentam qualquer risco para a saúde do consumidor.52

Verifica-se que nas amostras da rede de abastecimento e águas 
subterrâneas os compostos-alvo encontram-se na sua maioria abaixo 
dos limites de detecção do método, sendo as amostras de águas su-
perficiais correspondentes a pontos de amostragem do Rio Tejo e Rio 
Zêzere, as que apresentam concentrações em níveis quantificáveis. 

De notar também que a amostra correspondente à captação de 
Olhos de Água (fonte de água bruta actualmente desativada), ao 

Tabela 7. Intervalos de linearidade, limiares analíticos do método SPE-UPLC-ESI-MS/MS obtidos com base na razão sinal/ruído e precisão intermédia (DPR)

Composto
Intervalo de 
linearidade 

(ng/L)
r2

Água para consumo humano Água superficial Água subterrânea DPR

LOD  
(ng/L)

LOQ 
(ng/L)

LOD  
(ng/L)

LOQ 
(ng/L)

LOD  
(ng/L)

LOQ  
(ng/L)

% (n=10, 
10 dias)

Método A

Acetaminofeno 1,4-14 0,9977 0,13 0,43 0,11 0,35 0,05 0, 45 14

Atenolol 0,3-7,6 0,9981 0,03 0,10 0,03 0,10 0,03 0,09 12

Sulfadiazina 1,8-14 0,9972 0,03 0,09 0,03 0,09 0,05 0,17 9,0

Sulfatiazol 1,3-10 0,9973 0,20 0,67 0,20 0,67 0,04 0,13 15

Sulfapiridina 2,4-19 0,9978 0,08 0,27 0,02 0,07 0,02 0,07 10

Sulfamerazina 0,5-16 0,9962 0,01 0,04 0,01 0,04 0,02 0,07 11

Cafeína 0,8-4,8 0,9955 0,03 0,10 0,04 0,13 0,01 0,05 17

Sulfametazina 0,8-6,7 0,9986 0,05 0, 17 0,01 0,03 0,03 0,10 15

Ciprofloxacina 31-925 0,9987 0,10 0,33 0,10 0,33 0,02 0,08 20

Sulfametoxazol 0,5-5,2 0,9983 0,03 0,10 0,02 0,06 0,01 0,03 10

Metoprolol 4,3-34 0,9951 0,01 0,05 0,04 0,13 0,01 0,03 14

Ácido Salicílico 11-228 0,9980 0,18 0,62 0,86 2,9 0,13 0,45 18

Propranolol 3,3-7,9 0,9955 0,03 0,09 0,02 0,08 0,02 0,07 12

Cortisona 36-180 0,9981 10 33 3,8 13 0,34 1,2 12

Prednisona 19-71 0,9956 3,2 11 3,4 11 0,62 2,1 10

Carbamazepina 0,7-6,0 0,9962 0,003 0,01 0,03 0,10 0,009 0,03 16

Prednisolona 21-87 0,9977 2,7 9,0 1,6 5,2 0,52 1,7 14

Hidrocortisona 29-106 0,9980 7,5 25 6,8 23 0,40 1,3 12

Cetoprofeno 2,3-37 0,9954 0,14 0,47 0,19 0,62 0,03 0,09 20

Ácido clofíbrico 56-894 0,9976 0,35 1,2 0,14 0,47 0,05 0,16 12

Naproxeno 1,3-21 0,9978 1,4 4,7 1,6 5,4 0,05 0,17 9,0

Gestodeno 1,8-29 0,9977 0,47 1,6 1,1 3,7 0,06 0,20 14

Testosterona 0,9-22 0,9981 0,09 0,31 0,21 0,70 0,04 0,13 12

Método B

Nimesulida 3,1-12 0,9982 0,21 0,69 0,09 0,31 0,02 0,08 14

Bezafibrato 36-144 0,9972 0,03 0,10 0,01 0,04 0,02 0,05 15

Diclofenac 2,7-11 0,9966 0,19 0,62 0,03 0,10 0,01 0,02 14

Ibuprofeno 47-185 0,9979 1,5 5,0 0,91 3,0 0,30 1,0 18

Indometacina 1,8-7,2 0,9978 0,16 0,52 0,06 0,20 0,02 0,06 13

Gemfibrozil 2,0-7,0 0,9963 0,07 0,21 0,06 0,19 0,09 0,30 15

Eritromicina 3,2-13 0,9950 0,02 0,07 0,07 0,23 0,02 0,07 20

Fluoxetina 6,2-25 0,9952 0,28 0,93 0,03 0,11 0,03 0,09 8,0

Figura 2. Concentração dos fármacos no ensaio interlaboratorial do ate-
nolol, metoprolol, carbamazepina, diclofenac, ibuprofeno e cetoprofeno e 
respectivos valores de z-score
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contrário das outras amostras de matrizes subterrâneas, apresenta 
níveis quantificáveis de fármacos utilizados em animais. Este facto 
pode ser explicado dado que esta captação situa-se numa zona onde 
existem várias agropecuárias, podendo os fármacos administrados aos 
animais contaminar as águas do subsolo por lixiviação. 

Face a estes resultados preliminares, será posteriormente reali-
zado um estudo de monitorização a uma escala maior e mais repre-
sentativa, abrangendo um maior número de amostras recolhidas em 
diferentes alturas do ano.

CONCLUSÕES

O método de SPE otimizado mostrou ser eficiente para a extração 
simultânea dos compostos-alvo nas matrizes estudadas. Este passo 
de extração combinado com a técnica de UPLC-MS/MS fornece 
um método rápido, sensível, preciso e com uma boa exactidão para 
a quantificação vestigial de diversos fármacos. Como o limite de 
quantificação para a maioria dos compostos é geralmente inferior a 
1 ng/L e, por vezes, inferior a 0,1 ng/L, a técnica de SPE-UPLC-MS/
MS é o método de excelência para a monitorização dos fármacos em 
concentrações vestigiais nas águas brutas (superficiais e subterrâneas) 
e de consumo humano.

Fortes efeitos de supressão/enriquecimento iónico foram de-
tectados para a maioria dos compostos, embora se verifique que 
fármacos pertencentes à mesma classe terapêutica não apresentem 
o mesmo grau de supressão/enriquecimento iónico, o que faz com 
que a utilização de padrões internos não seja uma forma fiável de 
corrigir a ocorrência destes efeitos. A utilização de curvas de cali-
bração baseadas em soluções preparadas nos extratos das amostras 
(curvas matriciadas) é, no nosso entender, o melhor método para 
corrigir este problema.

O método optimizado provou ser útil na análise de amostras reais 
de águas para consumo humano, superficiais e subterrâneas. 

No seguimento do trabalho realizado até à data estão previstas as 
seguintes actividades: a) estudos adicionais de otimização do passo 
de preparação da amostra para os fármacos amoxicilina, metformina, 
doxiciclina e oxitetraciclina; b) estudo de formas de diminuir/corrigir 
os efeitos de matriz detetados e c) análise de amostras durante um 
longo período de tempo de forma a caracterizar a qualidade da água 
captada e distribuída pela EPAL S.A..

MATERIAL SUPLEMENTAR

As Figuras 1S, 2S e 3S e a Tabela 1S encontram-se disponíveis na 
forma de arquivo pdf, com acesso livre, http://quimicanova.sbq.org.br.
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Tabela 1S. Estrutura molecular e principais características dos fármacos pertencentes a várias classes terapêuticas

Fármaco Classe Terapêutica Estrutura Molecular Massa Molecular

Amoxicilina

Antibióticos

365,5

Doxiciclina 444,3

Oxitetraciclina 460,3

Sulfadiazina 250,3

Sulfamerazina 264,3

Sulfametazina 278,3

Sulfametoxazol 253,3

Sulfapiridina 249,3

Sulfatiazol 255,3

Ciprofloxacina 331,3

Eritromicina 733,9
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Fármaco Classe Terapêutica Estrutura Molecular Massa Molecular

Metformina Anti-diabético 129,2

Carbamazepina Antiepiléptico/Anticonvulsivante 236,3

Acetaminofeno

Analgésico/Antipirético

151,2

Ácido salicílico 138,1

Cafeína
Estimulantes do sistema nervoso 

central
194,2

Atenolol

Antihipertensor (bloqueador beta)

266,3

Metoprolol 267,2

Propranolol 295,8

Ácido Clofíbrico

Antidislipidémico

214,7

Bezafibrato 361,8

Gemfibrozil 250,3

Gestodeno

Hormónio sexual (progestagénio)

309,7

Testosterona 288,4

Fluoxetina Anti-depressivo 309,3

Tabela 1S. continuação
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Fármaco Classe Terapêutica Estrutura Molecular Massa Molecular

Hidrocortisona

Corticóides

362,5

Prednisona 358,4

Prednisolona 360,44

Cortisona 360,44

Cetoprofeno

AINE

254,3

Diclofenac 296,2

Indometacina 357,8

Ibuprofeno 206,3

Naproxeno 230,3

Nimesulida 308,3

AINE – Anti-inflamatório Não Esteróide.

Tabela 1S. continuação
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Figura 1S. a) Espectro de massa do ião precursor da ciprofloxacina no modo de ionização positivo a uma voltagem de cone de 40 V, b) Espectro de massa do 
ião precursor obtido no modo de operação Product Ion Scan a uma energia de colisão de 20 eV

Figura 2S. Efeito da variação da voltagem do capilar (0,5 – 4,0 kV) na intensidade de sinal de alguns fármacos
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Figura 3S. Influência do pH da fase móvel no comportamento cromatográfico de três fármacos (doxiciclina, oxitetraciclina e ciprofloxacina)


