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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 Aguas 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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INTRODUCAO

Os meios hidricos sdo um meio receptor de esgotos domésticos,
industriais e agropecudrios e, consequentemente, sdo o principal vei-
culo de dispersdo ambiental dos poluentes quimicos. Por este motivo,
aproblemadtica do ambiente e, mais concretamente, da 4gua, continua
a ser um tema actual a nivel nacional e internacional.

O desenvolvimento de novos equipamentos e métodos analiticos
que permitem a identificagdo e quantificagio de residuos de compos-
tos quimicos em concentragdes cada vez menores e os dados sobre os
seus efeitos bioldgicos tém, no entanto, chamado a atencio da comu-
nidade cientifica para novos contaminantes considerados emergentes.

Os “Contaminantes Emergentes” sdo contaminantes nio regula-
mentados, que se podem tornar candidatos para futuras regulamenta-
¢des, dependendo dos resultados dos estudos sobre a sua toxicidade e/
ou efeito nefasto sobre o meio ambiente e na satide humana e animal
e de dados de monitorizacdo relativos a sua ocorréncia no meio am-
biente. Este grupo de compostos € essencialmente constituido por
substancias utilizadas no dia-a-dia, sendo que para a maioria ainda
ndo se possui dados ecotoxicolégicos que permitam prever os seus
efeitos na satide humana e animal.!

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 comecam a entrar no ambiente) ou a compostos
que se encontram presentes no meio ambiente hd ja algum tempo, mas
cuja presenga sé recentemente tem sido detectada. O termo “emergente”
pode também englobar um poluente convencional j4 legislado, mas que
devido a novos dados referentes a sua ocorréncia, destino ou efeitos
adversos, tornou-se de novo foco de ateng@o.

A descarga de contaminantes quimicos emergentes para 0 meio
aqudtico tem sido alvo de preocupacdo por parte da comunidade
cientifica internacional, uma vez que, anualmente sdo sintetizados
numMerosos compostos quimicos, os quais sdo lancados para o meio
ambiente com consequéncias imprevisiveis, surgindo constantemente
novas evidéncias sobre a sua toxicidade.
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Os contaminantes emergentes englobam uma diversidade de
compostos, incluindo cianotoxinas, micotoxinas, aditivos de gasolina
e industriais, retardantes de chama bromados, hormonios esterdides,
surfactantes, produtos farmacéuticos e de cuidado pessoal, compostos
polifluoretados, nanomateriais e subprodutos de desinfec¢do, bem
como os produtos de transformagéo resultantes dos mesmos.*

No grupo dos contaminantes emergentes tem sido dada especial
atencdo aos farmacos, os quais s3o permanentemente libertados para
0 meio ambiente, tendo sido desenvolvidos vdrios estudos do seu
impacto ambiental em nivel mundial.**

Os estudos realizados até a data tém identificado, em diferen-
tes matrizes, nomeadamente, dguas residuais, dguas superficiais e
subterraneas destinadas a produc@o de dgua para consumo humano,
sedimentos e biota, vérios farmacos de diferentes classes terapéuticas,
incluindo analgésicos, anti-inflamatérios, antibidticos, antidepresso-
res, antiepilépticos, bloqueadores beta, reguladores lipidicos, meios
de contraste radioldgico, contraceptivos orais, broncodilatadores,
citotéxicos e medicamentos para uso veterindrio. '

A presenca de residuos de firmacos no meio ambiente pode
apresentar efeitos adversos em organismos aquaticos e terrestres.
Este efeito pode ocorrer em qualquer nivel da hierarquia bioldgica,
tais como c€lula, 6rgdo, organismo, populagdo e ecossistema, e pode
ser observado em concentracdes na ordem de ng/L, para certos tipos
de compostos.'!!2

A presenca destes contaminantes no meio ambiente pode repre-
sentar um risco para os ecossistemas e direta ou indiretamente para o
Homem, porque, contrariamente a maioria dos poluentes, eles foram
concebidos para terem uma acg¢do especifica no corpo humano e
actuarem em concentragdes muito baixas.

A exposic¢do crénica a concentragdes baixas de certas classes de
farmacos existentes no meio ambiente, como os antineopldsicos, hor-
monios, antidepressores, antibiéticos, analgésicos, anti-inflamatérios,
antipiréticos e reguladores lipidicos, podem originar efeitos muito
adversos na saide humana, nomeadamente, lesdo celular, desregu-
lagdo enddcrina, infertilidade, alteracio comportamental, resisténcia
aos antibidticos e alteracdo da pressdo arterial, entre outros, o que
torna relevante e necessario o estudo da ocorréncia destes compostos
no meio ambiente e estudos de avaliagdo do risco de exposigéo.'>!
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Os farmacos que possam surgir nas dguas brutas e na dgua de
consumo humano possuem as seguintes propriedades especificas:
elevada estabilidade quimica, baixa biodegradabilidade, elevada
solubilidade em dgua e baixos coeficientes de absor¢ao/adsor¢ao.

A maior fonte de entrada de farmacos no ambiente aquitico
¢é através das estagdes de tratamento de aguas residuais (ETARs).
Uma vez nas ETARs, os farmacos e respectivos metabolitos podem
ser degradados, parcialmente degradados ou resistir aos processos
de tratamento, permanecendo inalterados.'' Os farmacos podem ser
degradados por meio de processos bidticos (filtros bioldgicos ou
outros) e abioticos (oxidacao, hidrdlise ou fotdlise). Os produtos de
degradacdo sdo também compostos preocupantes, dado que podem
ter uma toxicidade equivalente ou superior ao do firmaco original.'?

A maioria dos estudos publicados tem sido realizada na
Europa'®? ¢ Estados Unidos da América,**?*" existindo também
estudos realizados na Asia® e na América do Sul 23

As matrizes monitorizadas sdo principalmente afluentes e
efluentes de estagdes de tratamento de dguas residuais'®?3! ¢ dguas
superficiais,®!1617:2223.2631-37 gsendo encontrados, em menor ndmero,
dados sobre a contaminagio de dguas subterrdneas® >’ e dguas para
consumo humano.**3%4 A Tabela | apresenta um resumo dos farma-
cos detectados em dguas para consumo humano em diversos estudos
de ocorréncia efectuados a nivel mundial.*>

Tabela 1. Firmacos detectados em dguas para consumo humano*’

Concentragdo
Classe Terapéutica Farmaco maxima detec- Pais
tada (ng/L)
Eritromicina 49 EUA
Antibisti Sulfametoxazol 22 Holanda
ntibidticos 3.0 EUA
Tilosina 1,7 Italia
Carbamazepina 140;258 EUA
Anti Isi 43 Franca
nti-convulsivantes 60 Alemanha
Fenitoina 1,3 EUA
Anmitriptilina 1,4 Franca
Antid Diazepam 23,5 Italia
m,l lefpressores, Fluoxetina 0,82 EUA
ansioliticos 10 Holanda
Meprobamato 5,9 EUA
Anti-hipert. Atenolol 26 EUA
nti-upertensores Metoprolol 26 Holanda
Meios de contraste Diatrizoato 1200 Alemanha
radiol6gico Iopromida <50 Alemanha
Citotoxicos Bleomicina 13 Reino Unido
Bezafibrato 27 Alemanha
Reeulad Yoidi Acido cloffbrico 50-270 Alemanha
eguladores lipidicos 53 Ttdlia
Gemfibrozil 70 Canada
Acetaminofeno 210 Franca
Diclofenac 6-35 Alemanha
2,5 Franca
Ibuprofeno 3 Alemanha
0,6 Frange
Anti-inflamatérios/ . r{ngd.
Analeési 8,5 Finlandia
nalgésicos 1350 EUA
Cetoprofeno 8,0 Finlandia
3,0 Franca
Fenazona 250-400 Alemanha
Propifenazona 80-240 Alemanha
Antitdssicos Codeina 30 EUA
Psi timulant Cafeina 60-119 EUA
sico-estimulante 2.9 Franca
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A curto e médio prazo poderdo vir a ser tomadas medidas legis-
lativas relativas aos limites de descarga de medicamentos no meio
ambiente por parte da industria, agropecudria e hospitais e desenvolver
uma politica de sensibilizacdo do cidadio para a eliminagdo correcta
dos medicamentos excedentes e/ou fora de prazo.

Na drea das estagdes de tratamento da d4gua de consumo e da dgua
residual existem novas tecnologias na drea do tratamento da dgua,
que permitem a remog¢do destes compostos de modo mais eficaz.
No entanto, estas novas tecnologias exigem investimentos e custos
de exploragdo bastante elevados as Entidades Gestoras de dguas de
consumo e de dguas residuais.

Em termos de legislagdo comunitaria aplicdvel ao meio aquatico,
a Directiva 2000/60/CE de 23 de Outubro,*! estabelece um quadro de
accdo comunitdria no dominio da politica da dgua, designada resu-
midamente por Directiva-Quadro da Agua (DQA). A transposicdo da
DQA para o direito nacional é assegurada pela Lei n® 58/2005,* de 29
de Dezembro, e pelo Decreto-Lei n° 77/2006* de 30 de Marco, que
estabelecem as bases para a gestdo sustentdvel das dguas e definem
0 novo quadro institucional para o sector.

A Directiva 2008/105/CE* transposta para o direito nacional
pelo Decreto-Lei 103/2010 de 24 de Setembro de 2010* estabelece
uma lista de substancias prioritdrias em vigor, que deverdo ser mo-
nitorizadas nas dguas superficiais, bem como normas de qualidade
ambiental (NQA). Nesta lista ndo se encontra incluido qualquer far-
maco. No entanto, de acordo com o ponto 4° do artigo 16° da DQA,
a Comissdo Europeia tem de rever a lista de substincias prioritdrias
referidas no Anexo X da Directiva 2008/105/CE,* 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/CE*' e 2008/105/CE* no que diz respeito as substincias
prioritdrias no dominio da politica da dgua.*® Esta proposta refere os
horménios 17-o-etinilestradiol e 17-B-estradiol e o anti-inflamatério
ndo-esterdide diclofenac como substincias prioritdrias, estabele-
cendo como normas de qualidade ambiental valores médios anuais
(NQA-MA) de 3,5x10° pg/L, 4x10* pg/L e 0,1 ug/L em &dguas
de superficie interiores e valores médios anuais de 7x10° ug/L,
8x107 pg/L e 0,01 pg/L nos outros tipos de dguas de superficie para
17-o-etinilestradiol, 17-B-estradiol e diclofenac, respectivamente.*

A Directiva 98/83/CE*" de 3 de Novembro e o actual Decreto-Lei
306/2007 de 27 de Agosto® relativos a qualidade da dgua para consumo
humano nao fazem referéncia a monitorizagao de quaisquer farmacos.

No entanto, independentemente de quaisquer riscos, deve ser
normalmente aplicado o principio da precaucio, e € desejavel que
os micropoluentes organicos, qualquer que sejam as suas fontes, nao
devam estar presentes na 4gua de consumo humano em concentracdes
que possam ser prejudiciais para a satide humana. A aceitagio ptiblica
e a confianga na qualidade da 4gua para consumo humano também
terdo de ser tidas em consideragao.

Actualmente, as técnicas instrumentais de andlise permitem a
concentragao de alguns litros de amostras de 4gua para um extracto de
alguns mL ou pL, permitindo detectar compostos com concentracdes
na ordem dos ng/L ou menores.

A associacdo da cromatografia gasosa (GC) ou liquida (LC) a
espectrometria de massas (MS) permitiu a aplica¢@o de técnicas ins-
trumentais hifenadas (GC-MS, LC-MS, GC-MS/MS, LC-MS/MS),
na andlise ambiental, que, pelas suas capacidades de medigao, per-
mitiram a detec¢cdo de novos contaminantes emergentes no meio
ambiente. 34950

Em simultaneo com o avango da instrumentacio analitica, em
termos de sensibilidade e de especificidade nos sistemas de detecgdo,
tém sido desenvolvidas novas técnicas de preparagdo de amostra
que permitem extrair e concentrar os compostos de interesse a partir
de diversas matrizes, como dguas de consumo, dguas naturais, ou
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ainda mais complexas, como dguas residuais, solos, sedimentos e
biota. Em alternativa as técnicas tradicionais de extraccdo liquido-
-liquido (LLE — Liquid-Liquid Extraction) ou de extraccdo s6lido-
-liquido por Soxhlet, existem técnicas de extrac¢do mais rdpidas
e amigas do ambiente, que requerem o uso de um menor volume
de solventes, como a extracgdo em fase sélida (SPE — Solid Phase
Extraction), a microextracgdo em fase sélida (SPME — Solid Phase
Microextraction), a extraccdo assistida por micro-ondas (MAE —
Microwave-Assisted Extraction) ou a extracgdo pressurizada com
solvente (PLE — Pressurized Liquid Extraction).

A EPAL — Empresa Portuguesa das Aguas Livres, SA é respon-
sdvel pela gestdo do sistema de captacdo, tratamento, transporte e
abastecimento de dgua a cerca de 2,9 milhdes de pessoas em trinta
e cinco municipios da regido da Grande Lisboa. A monitorizagdo da
qualidade da 4gua em toda a extensdo do sistema de abastecimento
da EPAL, desde os recursos hidricos até ao ponto de entrega ao
consumidor, constitui uma das grandes preocupacdes da empresa.
Desta forma, a politica da empresa passa pelo desenvolvimento de
métodos analiticos que permitam a pesquisa de diversos compostos
ndo legislados, permitindo assim uma caracteriza¢do pormenorizada
da dgua nas suas origens, a avaliacdo dos compostos que poderdo
passar a barreira das estagdes de tratamento de dgua e um controlo
periddico destes compostos na dgua para consumo humano.

Assim, este trabalho teve por objectivo a otimizacao e validagao
do método de SPE-UPLC-(ESI)-MS/MS para a andlise de 35 far-
macos, de forma a caracterizar as dguas captadas e distribuidas pela
Entidade Gestora de Abastecimento Pablico em Lisboa, assim como
implementar, a curto prazo, a monitorizacdo 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 farmacos foram seleccionados de acordo com varios critérios,
nomeadamente, dados de consumo, avaliagdo da massa excretada,
representatividade das classes terapéuticas, dados de toxicidade e de
ocorréncia no meio ambiente, compostos propostos para inclusao na
proposta de alteracio da DQA e persisténcia no meio ambiente. Deste
modo, o estudo incluiu firmacos de diversas classes terapéuticas, como
antibidticos (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-inflamatérios (ibuprofeno,
cetoprofeno, naproxeno, diclofenac, indometacina, nimesulida, cortiso-
na, hidrocortisona, prednisona, prednisolona), analgésicos/antipiréticos
(acetaminofeno, dcido salicilico), anti-dislipidémicos (dcido clofibrico,
bezafibrato, gemfibrozil), horménios sexuais (gestodeno, testosterona)
e estimulantes do sistema nervoso central (cafeina) (Tabela 1S).

PARTE EXPERIMENTAL
Equipamento

Cromatégrafo liquido de ultra eficiéncia, modelo Waters UPLC
Acquity System (Waters), associado a um espectrometro de massa
(MS/MS), Mass Spectrometer Acquity TQD com sonda de ionizagio
por electrospray (ESI) e analisador de triplo quadrupolo (Waters).
Coluna cromatogrifica, Acquity BEH C18 (2,1 x 50 mm, 1,7 um
dp) (Waters).

Solventes e padroes

Os padrdes utilizados apresentam um grau de pureza superior
ou igual a 97% e sdo pré-andlise (p.a.). Os solventes utilizados sdo
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adequados para andlise por cromatografia gasosa (GC) ou para andlise
por cromatografia liquida (LiChrosolv® ou EMPROVE®). Agua ultra
pura (Millipore), acetato de aménio (CH;COONH,) p.a. (98%), aceto-
na (CH,COCH,) (GC), 4cido férmico (HCOOH) EMPROVE?, 4cido
cloridrico fumante 37% p.a. (HCI), dimetilsulféxido p.a.(CH,),SO),
metanol (CH,OH) LiChrosolv® (Merck, Alemanha).

Todos os padrdes de farmacos sdo de qualidade analiti-
ca adequada a andlise por cromatografia e, como sdo farma-
cos, alguns obedecem as especificacdes das farmacopeias
(Americana — USP, Inglesa — BP), embora pertencentes a marcas
diferentes: (Sigma-Aldrich, Espanha) acetaminofeno (C;H,NO,)
98-101%, 4cido clofibrico (C,,H,,C10;) = 97%, écido salicili-
co (C,H,O;) > 99%, atenolol (C,,H,,N,0,) > 98%, bezafibrato
(C,,H,,CINO,) = 98%, carbamazepina (C,;H,,N,0) > 98%, (S)-(+)-
cetoprofeno (C,;H,,0;) 299%, cortisona (C,,H,;O5) > 98%, diclofenac
(C,,H,,C1,NNa0O,) > 98%, eritromicina (C,,H;NO, ;) > 98%, fluoxeti-
na (C;H,;F;NO) > 98%, gemfibrozil(C,;H,,0,) > 99%, hidrocortisona
(C,,H,,05) 298%, (S)- (+)-ibuprofeno (C,H,,0,) > 98%, indometaci-
na (C,,H,,CINO,) >99%, metformina (C,H,,N;. HCI) > 97%, naproxe-
no (C,,H,,0,) > 98%, nimesulida (C,H;,N,0,S)> 99%, prednisolona
(C,;H,05) =2 98%, prednisona (C,,;H,,05)>98%, (R)- (+)-propranolol
(C,;H, NO,HCI) = 99%, sulfadiazina (C,;H,,N,0,S) = 99%, sulfa-
merazina (C,,H,,N,0,S) > 99%, sulfametazina (C,,H,,N,O,S) > 99%,
sulfapiridina (C,;H;,N;0,S) > 99% e (Fluka, Espanha) amoxicilina
(C,(H,,N,0,5.3H,0) 299,3%, cafeina (C;H,,N,0,) > 99%, ciprofloxa-
cina(C,,H,;FN,0,)>98%, doxiciclina (C,,H,,N,0,.1/2H,0.1/2C,H,O)
> 99,5%, oxitetraciclina (C,,H,;CIN,O,) > 98.1%, sulfameto-
xazol (C,,H,N,0,S) > 98%, sulfatiazol (C4H,N,0,S,) = 99%
e testosterona (C,,H,0,) = 99%, (LGC, Espanha) metoprolol
[(C,sH;NO,),.C,H,0,] 100% e gestodeno (C,H,0,)= 98%.

As solugdes padrio individuais a 200 mg/L foram preparadas em
metanol, a excep¢do da amoxicilina, a qual foi dissolvida em dimetil-
sulfoxido, e da ciprofloxacina, que foi preparada numa mistura dgua/
metanol (1:1) contendo 0,2 % de 4cido cloridrico, dado a sua fraca
solubilidade em metanol. A solucdo padrdo conjunta (0,25 mg/L de
cada farmaco) foi preparada em metanol e as solu¢des padrio de ca-
libragdo foram preparadas numa mistura de 4gua/metanol (95:5 v/v).
As solugdes padrio individuais e a solu¢do padrido conjunta foram
armazenadas ao abrigo da luz e a uma temperatura entre -20°C + 5°C.

Amostragem e conservacio de amostras

As amostras foram colhidas e analisadas entre Dezembro de 2011
e Janeiro de 2012. As amostras foram recolhidas em frascos de vidro
ambar de 1000 mL e armazenadas a 5 + 3 °C. Para as amostras de 4gua
para consumo humano, contendo cloro residual, as amostras foram
tratadas in situ com 4cido ascérbico, de forma a eliminar eventuais
reaccoes de oxidagdo. Adicionou-se 10 mg de 4cido ascérbicoa 1 L
de amostra. As amostras foram analisadas nas 48 horas subsequentes
a amostragem.

Otimizaciao do método analitico

A - UPLC-ESI-MS/MS

As condicdes de operacdo sdo otimizadas em duas etapas prin-
cipais, MS/MS e UPLC-ESI-MS/MS.

A primeira fase tem por objectivo a obten¢do do ido precursor,
resultante da ionizac¢do do analito, e a obtencdo dos ides produto.
Nesta fase vao ser otimizados os seguintes pardmetros: modo de
ionizagdo, voltagem de cone e energia de colisdo.

Numa segunda fase € avaliado o comportamento dos compostos
no sistema completo UPLC-ESI-MS/MS, sendo definidos os para-
metros cromatograficos e otimizada a voltagem do capilar.
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Algumas condicdes do espectrometro de massas foram mantidas
constantes, nomeadamente, voltagem do extractor (2 V), radiofre-
quéncia (0,1 V), temperatura da fonte (150 °C), temperatura de des-
solvatagdo (500 °C), fluxo do gds de dessolvatagdo (900 L/h) e fluxo
do gés de cone (25 L/h). O argonio foi utilizado como gés de colisdo
e o nitrogénio como gds de nebulizacdo, dessolvatagdo e de cone.

B - Condigoes do triplo quadrupolo

O ido precursor € obtido através da ionizagdo do composto, por
electrospray, sendo utilizado o azoto como gds de nebulizagdo, dessol-
vatagdo e de cone, e por aplicagdo de voltagem na fonte de ionizacao
(voltagem do capilar) e no cone de extracgdo (voltagem de cone).
Mantendo constante a voltagem do capilar, mantém-se a energia de
ionizagdo. A voltagem do capilar foi mantida constante a 3,5 kV.

Para otimizar as condi¢des operacionais de obtencéo do ido precur-
sor, sdo analisados isoladamente cada um dos compostos em estudo.

A otimizacdo baseia-se essencialmente na seleccdo do modo de
ionizagdo (negativo ou positivo) e da voltagem de cone.

A injeccio € realizada por infusdo directa no espectrémetro de
massa em modo de aquisi¢io full scan para o primeiro quadrupolo.
A voltagem de cone foi testada, em modo de ionizagdo positivo e
negativo, entre 5 e 50 V, em incrementos de 5 V. Uma vez definidas
as condi¢des para o primeiro quadrupolo € avaliado o efeito da
energia de colisdo fazendo variar a energia de colisdo entre 5 e 40
eV em incrementos de 5 eV. A avaliagdo dos espectros de massa
obtidos obedece a vdrios requisitos, nomeadamente: os ides pro-
duto com melhor resultado em termos de intensidade de sinal que
resultem da fragmentagdo do 3o precursor, quando os ides produto
sdo seleccionados deve haver a presenca do ido precursor e, s em
casos excepcionais, fragmentagdo extensa, devem ser utilizados ides
produto resultantes de outros fragmentos.

Otimizados os parametros operacionais para obtengdo dos ides
precursores e seleccionados os respectivos ides produto e respectivas
energias de colisdo, estdo reunidas as condi¢des para definir as duas
transicdes para cada composto alvo. A primeira transicio (MRM1)
¢é usada na quantificagdo e a segunda transicio (MRM?2) ¢ usada na
qualificagdo de cada composto.

Uma vez que a energia de ionizag¢do € um parametro constante
ao longo da andlise por UPLC-ESI-MS/MS, a sua influéncia sé foi
avaliada ap6s otimizag@o das condicdes cromatogréficas.

C - Condigoes cromatogrdficas

Por forma a aumentar a sensibilidade e o perfil cromatografico
de alguns compostos foi decidido utilizar dois métodos cromato-
gréficos fazendo variar o pH da fase mdvel, a qual levou a seleccio
e optimizacdo de duas fases méveis, solvente A e solvente B. Para
a maioria dos compostos basicos (método A), o solvente A da fase
movel € constituido por d4gua com 0,01 mM de acetato de aménio e
0,5% écido férmico (v/v) e o solvente B por metanol com 0,01 mM
de acetato de amonio (v/v). Para a maioria dos compostos dcidos
(método B), o solvente A da fase mdvel € constituido por dgua com
0,05% de hidréxido de aménio (v/v) e o solvente B por metanol. Para
ambos os métodos, a coluna foi mantida a 40 °C e o volume de injec-
¢do foi de 20 pL. 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 elui¢do para os dois métodos encontram-se na Tabela 2.

D - Voltagem do capilar

Para a otimizacao da voltagem de capilar, foi injectada a solug@o
padrdo conjunta em modo MRM, utilizando as condi¢des anterior-
mente otimizadas. Foi estudada a relagdo entre a intensidade do sinal
dos diferentes compostos alvo e a variaciio da voltagem de capilar
entre 0 e 4 kV.
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Tabela 2. Composi¢io do gradiente da fase mével na andlise de farmacos
por UPLC-ESI-MS/MS

Método A Método B
Tempo  Solvente A Solvente B Tempo  Solvente A Solvente B
(min) (%) (%) (min) (%) (%)
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 . Z

E - Validacdo do método UPLC-ESI-MS/MS

A validagido do método UPLC-ESI-MS/MS foi iniciada com a
realizagdo de vdrios testes de forma a avaliar o intervalo de lineari-
dade, os limiares analiticos instrumentais e a precisdo instrumental
em condicdes de repetibilidade.

O intervalo de linearidade foi avaliado por meio da injeccéo de
solucdes padrdo com diferentes concentragdes preparadas em dgua
ultra pura. Os resultados obtidos foram tratados através da realizagio
de uma regressdo linear pelo método dos minimos quadrados. Os
critérios internos estabelecidos para aceitacio dos resultados foram:
coeficiente de Determinacdo (r*) 20,995, coeficiente de variagdo do
método (CV ) <10% e o intervalo de aceitagio do teste de andlise
de residuos de +10%.

Ao longo da gama de concentracdes do intervalo de linearidade
foi ainda estudada a variabilidade da razio MRM1/MRM2, usada
como critério de qualificacio juntamente com o tempo de retengao.

Os limites de detec¢do e de quantificacdo instrumentais foram
calculados por meio da razdo sinal/ruido.

A precisdo instrumental foi estudada em condi¢des de repetibi-
lidade. Para a avaliag¢@o da repetibilidade instrumental, as solugdes
conjuntas correspondentes ao limite inferior, intermédio e superior
da gama de trabalho foram analisadas 10 vezes durante a mesma
série de trabalho.

F - Preparagdo da amostra

A preparacao 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 recuperacdo em
amostras fortificadas de dgua ultra pura, d4gua para consumo huma-
no, superficiais e subterraneas. 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 solu¢@o 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 dgua 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 eluidos com 8
mL de metanol. Apés elui¢do, os extratos foram levados a secura
num sistema de evaporagio Turbovap (Zymark), sob fluxo de azoto,
dissolvidos em 0,5 mL de uma mistura dgua:metanol (95:5 v/v) e
analisados por UPLC-ESI-MS/MS.

G - Efeitos de matriz e limiares analiticos do método

Os limiares analiticos do método global foram determinados
apos os estudos de recuperagdo em amostras de dgua para consumo
humano, superficiais e subterraneas, fortificadas a uma concentra-
¢do correspondente ao limite inferior da gama de linearidade. Para
uma correcta quantificacio, foram construidas curvas de calibracio
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utilizando os extratos das diferentes matrizes obtidos apés o passo
de preparacdo da amostra. Estas curvas de calibragdo foram também
utilizadas para avaliar a ocorréncia de efeitos de supressao/enriqueci-
mento iénico através da sua comparacdo com as curvas de calibracao
construidas com as intensidades de sinal dos padrdes preparados em
dgua ultra-pura. Dado que se detectou a ocorréncia de efeitos de
matriz decorrentes da utilizacdo do electrospray como fonte ioniza-
¢do, a linearidade do método foi avaliada para os diferentes tipos de
matriz, recorrendo aos critérios referidos anteriormente no ponto E.

Os limites de detecgdo e quantificagdo do método foram deter-
minados por meio da andlise de brancos de amostra e estimados para
razdes sinal/ruido de 3 e 10 respectivamente. Se a amostra apresenta
sinal, os limites sdo estimados recorrendo aos cromatogramas dos
“brancos amostra” sem fortificaciio. Se o “branco amostra” nio
apresenta sinal, a amostra € fortificada com uma concentragdo
minima que produza sinal e € determinada a razdo sinal/ruido.
Os resultados obtidos sdo divididos pelo factor de concentragdo
do SPE (factor concentragdo = 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 precisdo do método (repeti-
bilidade e precisdo intermédia) e estudo de exatidao por participagao
num ensaio interlaboratorial.

H - Andlise 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 4gua bruta da empresa (Rio Tejo, rio Zézere e pogos de Alenquer
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e Lezirias). A identificagdo dos analitos foi realizada por comparagio
dos tempos de retengdo e da razdo entre a intensidade do sinal da
transi¢do MRM 1 e a intensidade do sinal da razao da transicio MRM2
nas amostras com os obtidos com as solucdes padrdo. A quantificacio
dos analitos foi realizada utilizando o sinal do ido produto MRM1 de
quantificac@o e as respectivas taxas de recuperagdo.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Otimizacio das condicoes UPLC-ESI-MS/MS

A Tabela 3 apresenta as condi¢des ptimas para a andlise dos
farmacos em estudo por UPLC-ESI-MS/MS. A Figura 1 apresenta
o efeito da variaciio da energia de colisdo na fragmentagdo do ido
precursor da ciprofloxacina e os respectivos espectros de massas sao
apresentados no material suplementar (Figura 1S).

Ciprofloxacina
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Figura 1. Efeito da variagdo da energia de colisdo na fragmentagdo do ido

precursor da ciprofloxacina

Tabela 3. Programacdo das condi¢des 6ptimas de andlise dos farmacos por UPLC-ESI-MS/MS

Farmaco quo de Janela de Tempf)s Voltagem de Transicio MRM En.ergia de Razao MRM1/MRM2
Tonizacdo  de Retenc@o (min) Cone (V) Tao Precursor — Ido produto Colisdo (eV) (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 MRMI1 366,4 — 349.4 10 1,5 (7,6)
MRM2 366,4 — 208,1 20
Acetaminofeno + 1,0-2,0 30 MRMI 151,7 = 110,1 15 49 (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 — 1452 20
Sulfadiazina + 1,0-2,0 25 MRMI1 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 MRMI 2652 — 172,1 15 1,0 (7,5)
MRM2 265,2 — 156,2 15
Cafeina + 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 MRMI 461,3 —> 4446 15 19 (4,9)
MRM2 461,3 — 426,3 20
Ciprofloxacina + 2,3-3,0 40 MRM1 3323 - 3143 20 2,6 (3,6)
MRM2 332,3 — 288,2 20
Sulfametoxazol + 2,4-3,1 30 MRMI1 254,1 — 156,0 15 1,7 (4,6)
MRM2 254,1 - 92,0 20
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Tabela 3. continuacao
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Farmaco Modo de Janela de Tempos ~ Voltagem de Transi¢dio MRM Energia de Razao MRM1/MRM2
Tonizagdo  de Reten¢@o (min) Cone (V) Tao Precursor — Iao produto Colisao (eV) (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

AcidoSalicilico - 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 + 3,542 35 MRM1 260,2 — 183,1 15 1,33.1)
MRM2 260,2 — 116,2 15

Cortisona + 3,5-4,5 30 MRMI1 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 MRMI1 237,2 — 194,1 20 4,9 (3,9)
MRM2 2372 —192,2 20

Prednisolona + 4,0-5,0 15 MRM1 361,2 — 3433 15 1,37 (6,88)
MRM2 361,2 — 3252 10

Hidrocortisona + 4,0-5,0 30 MRM1 363,2 — 121,1 25 6,44 (4,07)
MRM2 363,2 — 3273 10

Cetoprofeno + 4,7-54 30 MRM1 255,3 — 209,2 15 1,8 (4,4)
MRM2 255,3 - 105,2 15

AcidoClofibrico - 4,9-5,6 15 MRM1 213,2 — 127,1 15 35(7,1)
MRM2 213,2 - 85,0 10

Naproxeno + 5,0-5,5 30 MRM1 231,1 — 185,2 15 4,2(94)
MRM2 231,1 — 170,1 30

Gestodeno + 5,0-5,8 30 MRMI1 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 MRMI1 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 MRMI1 205,0 - 161,0 S

Indometacina + 2,0-3,0 25 MRM1 358,2 — 139,0 15 7,42 (7,41)
MRM2 3582 — 174,1 15

Gemfibrozil - 2,0-3,0 20 MRM1 251,1 — 2332 5 e
MRM2 e e

Fluoxetina + 4,0-5,0 20 MRM1 310,1 — 148,1 0 e
MRM2 e e

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 ionizagdo aplicada para a otimizacdo do método foi de 3,5 kV. (-): Modo de ionizagdo negativo, (+): Modo de ionizacdo positivo.

A medida que a energia de colisdo aumenta, observa-se um
aumento da fragmentac@o do ido precursor, detectando-se dois
ides produtos resultantes da dissociagdo directa do ido precursor,
os quais, representam dois fragmentos 6ptimos para a definicio
das duas transicdes. A energia de colisdo optima € a de 20 eV,
uma vez que permite a formacdo dos dois ides produto com uma

boa intensidade, detectando-se ainda a presenga vestigial do ido
precursor (Figura 15).

A aplicagdo de uma voltagem de capilar de 0,5 kV favorece a
sensibilidade da maioria dos farmacos, tendo sido esta a voltagem
escolhida como valor a utilizar na implementagido do método analitico
(Figura 2S).
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Condicoes cromatograficas

De forma a conseguir-se a melhor resolu¢dio cromatografica
possivel e um perfil adequado do pico cromatogrifico para todos
os compostos-alvo, decidiu-se utilizar duas corridas cromatografi-
cas diferentes baseadas no pH da fase mével. Desta forma, para a
maioria dos compostos que ionizam em modo positivo foi utilizado
um pH inicial de fase mdvel de 2. Para os compostos que ionizam
em modo negativo foi utilizado um gradiente bdsico. Estes dois mé-
todos também permitem a andlise dos compostos-alvo com a maior
sensibilidade possivel.

No método A verificou-se que alguns compostos, nomeadamente
adoxiciclina, oxitetraciclina e a ciprofloxacina, apresentavam um mau
perfil cromatografico. Estes compostos possuem varios valores de pka.
No caso das tetraciclinas, os valores de pKa sdo aproximadamente 3,
7 e9 e, no caso da ciprofloxacina 6 e 9, pelo que se decidiu verificar
a influéncia da diminuicdo do pH no perfil cromatografico destes
compostos. O pH da fase mével do método A altera o perfil croma-
tografico destes trés compostos. A medida que o pH diminui, a cauda
do pico cromatogréfico diminui e a forma do pico cromatografico
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melhora, conseguindo-se a um pH inicial da fase mével de 2,0, picos
satisfatdrios e que permitem a andlise destes compostos (Figura 3S).
A Tabela 3 apresenta as janelas de tempo de reteng@o para cada
composto, nas quais sdo definidas as condi¢des de monitorizagio
otimizadas anteriormente para ambos os métodos: ido precursor,
voltagem de cone, transicdes MRM1 e MRM2 e respectivas energias
de colisdo, assim como, a variabilidade da razio MRM1/MRM2.

Validac¢iio do Método UPLC-ESI-MS/MS
Estudos de linearidade

Para determinar o intervalo de linearidade, trabalhou-se numa
gama de concentragdes entre 0,02 e 600 pg/L, aproximadamente.
Para alguns compostos a gama nao se inicia na concentracéo inferior
(0,02 pg/L) devido a auséncia de sinal cromatografico do ido produto
MRMI1 de quantificag¢@o e/ou do ido produto MRM?2 de qualificacio.

A Tabela 4 apresenta os resultados do estudo da linearidade apds
o cumprimento dos critérios internos de aceitag@o.

O método permite obter bons coeficientes de determinag@o (r?)

Tabela 4. Intervalo de linearidade apds aplicagao dos critérios de aceitacio definidos nos testes de linearidade, repetibilidade avaliada através do DPR e limite

de quantificagdo instrumental (LQ) para cada um dos compostos em estudo

Composto Nﬁme.ro padrdes de . Int.ervalo de Coeficiente de determi- CV,, DPR" (%) LOQ
calibragdo (N) linearidade (ug/L) na¢do (%) (%) n=10 (ug/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 42 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
Cafeina 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
Acido Salicilico 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 24 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
Acido Clofibrico 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 54 0,27
Diclofenac 9 2,8-22 0,9989 2,6 42 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 concentracdo € igual ao primeiro ponto do intervalo de linearidade.
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para todos os compostos (o0 minimo de 0,9959 para a ciprofloxacina
e o mdximo de 0,9999 para o sulfametoxazol e carbamazepina) e
excelentes coeficientes de varia¢cdo do método, inferiores a 4,0%.

Precisao

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

Extracio em fase sélida, SPE

Foi realizado um estudo de algumas das principais condicdes que
afectam a recuperacdo dos analitos alvo em dgua ultra pura — pH da
amostra e condi¢des de eluigdo.

O efeito do pH foi avaliado realizando estudos de recuperacdo a
pH 4cido, neutro e bésico. A extracdo realizada a pH neutro foi a que
resultou em resultados mais satisfatérios para a maioria dos compos-
tos e que permite a extraccéo conjunta de farmacos dcidos, basicos e
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neutros com diferentes propriedades fisico-quimicas.

Uma vez selecionado o tipo de adsorvente e o pH da amostra,
diferentes tipos de solventes de elui¢do foram testados: metanol,
acetonitrilo, acetona e diclorometano. As elui¢gdes com metanol e
acetonitrilo foram as que resultaram em melhores recuperacoes,
verificando-se que as taxas de recuperacdo eram significativamente
melhores utilizando metanol. O volume de elui¢do foi também tes-
tado, tendo-se verificado que a utilizag@o de dois passos de eluigdo
com 4 mL de metanol era a opcdo mais favordvel.

Desta forma, apds optimiza¢do das condicdes referidas optou-se
por utilizar o procedimento descrito no ponto F deste artigo, uma vez
que as taxas de recuperacdo (entre 75 e 125 %) cumprem os requisitos
dalegislagdo nacional® no que se refere a exactidao dos métodos para
a andlise de compostos orgdnicos (em dguas de consumo humano)
para a maioria dos compostos (Tabela 5). Na auséncia de requisitos
para os critérios de aceitacdo das recuperagdes dos farmacos nas
dguas, definiu-se o critério de aceitacio para a exactidao de métodos
analiticos aplicados a andlise de compostos organicos ja legislados.
Os 25% de critério de aceitacido € o menor dos valores legislados,
uma vez que de acordo com o DL 236/98%' (dguas subterrineas ou

Tabela 5. Percentagens de recuperacao dos compostos-alvo nas diferentes matrizes estudadas calculadas a partir de curvas de calibragdo baseadas em solucdes

padrdo preparadas em solvente e baseadas em solugdes padrdo dos extratos obtidos apds o passo de preparag¢do da amostra (curvas matriciadas)

Curvas preparadas em solvente

Curvas matriciadas

Farmacos
Up Consumo Humano Superf Subter Consumo Humano Superf Subter
Método A, Percentagens de recuperacio (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
Cafeina 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
Acido salicilico 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
Acido Clofibrico 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 recuperacio (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 — Agua ultra-pura; Superf — Agua Superficial; Subter — Agua subterranea.
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superficiais destinadas a produgdo de dgua para consumo humano)
sdo aceitdveis 30% e 50%, de acordo com a natureza dos compostos
organicos e respectivos métodos de andlise. No entanto, € importante
referir que ndo se conseguiu extrair os formacos amoxicilina, metfor-
mina, doxiciclina e oxitetraciclina com este procedimento.

Efeitos de matriz e limites de detecio e quantificacio do método

O procedimento de SPE otimizado foi depois testado utilizando
dguas para consumo humano, superficial e subterranea por forma
a avaliar a ocorréncia de efeitos de matriz. Neste tipo de matrizes
verificou-se a ocorréncia de efeitos de matriz, o que resultou em taxas
de recuperagdo significativamente mais baixas quando comparadas
com os resultados obtidos com dgua ultra pura, para a maioria dos
compostos (Tabela 5). Considerando que estes efeitos de matriz estdo
principalmente relacionados com a utilizagio do electrospray como
fonte de ionizagdo, optou-se por realizar a calibracdo com padrdes
preparados nos extratos das diferentes matrizes obtidos ap6s o passo
de preparagdo da amostra. Os resultados obtidos encontram-se na
Tabela 5. Pode-se verificar que a utilizacdo de curvas de calibragdo
matriciadas corrige os efeitos de matriz, obtendo-se taxas de recupera-
¢do superiores a 50% para todas as matrizes, sendo que para a maioria
dos compostos as taxas de recuperagao se situam entre 75 e 125%.

Na Tabela 6 sdo referidas as percentagens de supressdo/enrique-
cimento i6nico resultantes da utilizagdo do electrospray como fonte
de ionizacdo. Pode-se também verificar que compostos pertencentes
a mesma classe terapéutica possuem diferentes comportamentos ao
serem ionizados por electrospray, tornando a utilizacio de padrdes
internos por classe terapéutica um método pouco fidvel. Desta forma,
prepararam-se os extratos de cada uma das matrizes em estudo (dgua
superficial, dgua subterrdnea e d4gua de consumo humano) por SPE,
os quais foram fortificados de forma a obter cada um dos padrdes de
calibragdo, corrigindo o efeito de matriz em ESI.

Os limites de detecgdo e quantificagcdo do método obtidos com
base na razio sinal/ruido para os diferentes tipos de matriz encontram-
se na tabela 7. Verifica-se que para a maioria dos compostos os LOD e
LOQ correspondentes a matriz da d4gua subterranea sdo inferiores aos
das outras matrizes. De uma forma geral, pode-se também concluir
que os limiares analiticos correspondentes as dguas para consumo
humano e superficiais ndo apresentam diferencas 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 aplicacdo deste método a amostras reais, dado
serem da mesma ordem de grandeza ou inferiores as concentragdes
de farmacos detectados neste tipo de amostras. Os LOD e LOQ mais
elevados dizem respeito aos fadrmacos da classe dos corticosterdides,
facto que pode ser explicado ndo sé devido a menor sensibilidade
do método para estes compostos, mas também ao elevado grau de
supressdo idnica a que estio sujeitos, a semelhanga do reportado por
Batt et al.,”” que também desenvolveram um método de andlise de
farmacos por SPE-UPLC-MS/MS.

Estudos de precisao e exatidao

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

A precisdo foi avaliada em condigdes de repetibilidade sendo
inferior a 15% para todos 0os compostos.

Quim. Nova

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

% supressdo/enriquecimento iénico

Composto Agua para A gua Agua
consumo humano superficial subterranea
Meétodo 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
Cafeina -25 -33 -15
Sulfametazina -70 -22 -20
Ciprofloxacina 35 -45 68
Sulfametoxazol 61 108 10
Metoprolol -29 5 -19
Acido Salicilico -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
Acido clofibrico 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

Analise de amostras

Foram recolhidas 22 amostras de diferentes pontos da rede de
abastecimento da empresa e também das suas fontes de dgua 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 retengdo previsto (t, + 0,5%) e para os quais a
razdo MRM1/MRM2 cumpre os requisitos definidos pelo laboratério
(razdo MRM1/MRM2 =+ 20%).

Dos 31 farmacos analisados, apenas 9 foram detetados em
concentragdes superiores aos respectivos limites de quantificacio
nas diferentes amostras analisadas. As concentracdes dos diferentes
compostos variam entre 0,08 e 46 ng/L nas dguas brutas e entre 1,6 e
46 ng/L nas dguas tratadas, sendo que nestas tltimas s 5 farmacos,
a cafefna, a carbamazepina, o atenolol, o sulfametoxazol e a eritro-
micina estdo presentes em niveis quantificdveis. De notar também
que a cafeina 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 cafeina em bebidas e
nao como farmaco e ao facto de a carbamazepina ser um composto
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Tabela 7. Intervalos de linearidade, limiares analiticos do método SPE-UPLC-ESI-MS/MS obtidos com base na razao sinal/ruido e precisao intermédia (DPR)

Intervalo de Agua para consumo humano Agua superficial Agua subterranea DPR

Composto linearidade r LOD LOQ LOD LOQ LOD LOQ % (n=10,
(ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L) 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
Cafeina 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
Acido Salicilico 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 38 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
Acido clofibrico 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

quimicamente estavel, resistindo aos processos de tratamento utili-
zados nas estacdes de tratamento, quer de dguas residuais quer de
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Figura 2. Concentragdo dos farmacos no ensaio interlaboratorial do ate-
nolol, metoprolol, carbamazepina, diclofenac, ibuprofeno e cetoprofeno e
respectivos valores de z-score

producido de dgua para consumo humano. Estes resultados estdo de
acordo com os valores reportados noutros estudos.*>>?

Em relagdo a carbamazepina, atenolol e sulfametoxazol, os valo-
res maximos presentes na dgua de consumo foramde 5,5, 1,63 € 0,27
ng/L, respectivamente, valores bastante inferiores aos valores maxi-
mos reportados em estudos realizados nos EUA, Franca, Alemanha
e Holanda (entre 43-258 ng/L para a carbamazepina,* 26 ng/L para o
atenolol* e 22 ng/L para o sulfametoxazol’). Relativamente a cafeina
e eritromicina os valores maximos detectados na dgua 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
Franga (23-119 ng/L para a cafeina* e 4,9 ng/L para a eritromicina®).
As concentragdes detectadas referentes a estes 5 fairmacos nédo apre-
sentam qualquer risco para a satde do consumidor.*

Verifica-se que nas amostras da rede de abastecimento e dguas
subterraneas os compostos-alvo encontram-se na sua maioria abaixo
dos limites de deteccdo do método, sendo as amostras de dguas su-
perficiais correspondentes a pontos de amostragem do Rio Tejo e Rio
Zg&zere, as que apresentam concentracdes em niveis quantificaveis.

De notar também que a amostra correspondente a captacdo de
Olhos de Agua (fonte de dgua bruta actualmente desativada), ao
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Tabela 8. Resumo das concentragdes dos fairmacos detectados nas amostras analisadas®
Tipo de Matriz Ponto de amostragem B ACET cA AT ERIT SMX SFD SEP SEM
(ng/L)
Subterranea Poco Alenquer <LOD <LOD 054 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Subterranea Pogos Lezirias <LOD <LOD 3,5 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Subterranea Pogos Lezirias <LOD <LOD 33 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Subterridnea Pogos Lezirias <LOD <LOD 1,9 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Subterranea Pogos Lezirias <LOD <LOD 0,48 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Subterranea Captacdo Olhos de Agua 3,3 1,8 12 <LOD <LOQ 1,3 2,0 0,36 0,28
Superficial Rio Tejo 9,2 30 46 0,95 6,2 8,0 1,6 0,54 0,26
Superficial Rio Tejo 4,2 79 8 <LOD 1,5 0,39 0,68 <LOQ <LOQ
Superficial Rio Tejo 9,4 47 33 0,79 7,1 7,2 1,2 0,28 0,08
Superficial Rio Zgézere 2,8 <LOD 31 <LOQ 1.8 0,95 <LOQ <LOQ <LOQ
Agua consumo humano Saida Estagdo Tratamento Rio Tejo 5.5 <LOD 46 1,63 2.4 0,27 <LOD <LOD <LOD
Agua consumo humano  Saida Estacio Tratamento Rio Tejo 4,0 <LOD 32 <LOQ <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD
Agua consumo humano Saida Estag@o Tratamento Rio Zézere 2,3 <LOD 28 <LOQ 0,11 <LOQ <LOD <LOD <LOD
Agua consumo humano Saida Estagdo Tratamento Rio Zézere 2,3 <LOD 28 <LOQ 0,09 <LOQ <LOD <LOD <LOD
Agua consumo humano  Rede de distribuicdo <LD <LOD 2,7 <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Agua consumo humano ~ Rede de distribuigio 1,5 <LOD 14 <LOD <LOD <LOD <LOQ <LOD <LOD
Agua consumo humano ~ Rede de distribuicio 1,6 <LOD 23 <LOD <LOD <LOD <LOQ <LOD <LOD
Agua consumo humano  Rede de distribuicdo 2,8 <LOD 35 <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Agua consumo humano  Rede de distribuigio 34 <LOD 38 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Agua consumo humano ~ Rede de distribuicio L5 <LOD 24 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Agua consumo humano Torneira do consumidor 3,6 <LOD 37 <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

“CB — carbamazepina; ACET — acetaminofeno; CA — cafeina; AT — atenolol; ERIT — eritomicina; SMX — sulfametoxazol; SFD — sulfadiazina; SFP — sulfapir-

idina; SFM — sulfametazina.

contrdrio das outras amostras de matrizes subterraneas, apresenta
niveis quantificdveis de farmacos utilizados em animais. Este facto
pode ser explicado dado que esta captagdo situa-se numa zona onde
existem vdrias agropecudrias, podendo os firmacos administrados aos
animais contaminar as dguas do subsolo por lixiviagdo.

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

CONCLUSOES

O método de SPE otimizado mostrou ser eficiente para a extragio
simultanea dos compostos-alvo nas matrizes estudadas. Este passo
de extracdio combinado com a técnica de UPLC-MS/MS fornece
um método rdpido, sensivel, preciso e com uma boa exactiddo para
a quantificacdo vestigial de diversos farmacos. Como o limite de
quantificag@o para a maioria dos compostos € geralmente inferior a
1 ng/L e, por vezes, inferior a 0,1 ng/L, a técnica de SPE-UPLC-MS/
MS € o método de exceléncia para a monitorizag¢ao dos fairmacos em
concentracgdes vestigiais nas dguas brutas (superficiais e subterraneas)
e de consumo humano.

Fortes efeitos de supressdo/enriquecimento iénico foram de-
tectados para a maioria dos compostos, embora se verifique que
farmacos pertencentes a mesma classe terapéutica nao apresentem
0 mesmo grau de supressdo/enriquecimento iénico, o que faz com
que a utilizagdo de padrdes internos nio seja uma forma fidvel de
corrigir a ocorréncia destes efeitos. A utiliza¢do de curvas de cali-
bracdo baseadas em solucdes preparadas nos extratos das amostras
(curvas matriciadas) €, no nosso entender, o melhor método para
corrigir este problema.

O método optimizado provou ser ttil na andlise de amostras reais
de dguas para consumo humano, superficiais e subterraneas.

No seguimento do trabalho realizado até a data estdo previstas as
seguintes actividades: a) estudos adicionais de otimizac¢do do passo
de preparagdo da amostra para os firmacos amoxicilina, metformina,
doxiciclina e oxitetraciclina; b) estudo de formas de diminuir/corrigir
os efeitos de matriz detetados e c) andlise de amostras durante um
longo periodo de tempo de forma a caracterizar a qualidade da agua
captada e distribuida pela EPAL S.A..

MATERIAL SUPLEMENTAR

As Figuras 1S, 2S e 3S e a Tabela 1S encontram-se disponiveis na
forma de arquivo pdf, com acesso livre, http://quimicanova.sbq.org.br.

AGRADECIMENTOS

A Empresa Portuguesa das Aguas Livres S.A. (EPAL) e 2
Fundacdo para a Ciéncia e a Tecnologia (FCT), os autores agradecem
o financiamento no dmbito da Bolsa de Doutoramento em Empresa
(SFRH/BDE/33804/2009), o qual tornou possivel a realizagdo deste
trabalho de investigagdo. Ao Infarmed, os autores agradecem a dis-
ponibilizagdo dos dados de consumo dos farmacos.

REFERENCIAS

1. Petrovic, M.; Elijarrat, E.; Lopez de Alda, M. J.; Barceld, D.; Anal.
Bioanal. Chem. 2004, 378, 549.

2. Daughton, C.; Renewable Resources Journal 2005, 23, 6.

3. Farré, M.; Pérez, S.; Kantiani, L.; Barcel9, D.; Trends Anal. Chem. 2008,
27,991.

4. Mompelat, S.; Le Bot, B.; Thomas, O.; Environ. Int. 2009, 35, 803.

5. Daughton, C. G. em Contaminants of Emerging Concern in the Environ-
ment: Ecological and Human Health Considerations; Halden, R., ed.
American Chemical Society: Washington, 2010, cap. 2.



Vol. 37, No. 1

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

19.

20.
21.

22.
23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

. Alonso, S. G.; Catal4, M.; Maroto, R. R.; Gil, J. L. R.; Miguel, A. G.;

Valcarcal, Y.; Environ. Int. 2010, 36, 195.

. Gros, M.; Petrovic, M.; Barceld, D.; Talanta 2006, 70.
. Schultz, M.; Furlong, E.; Kolpin, D.; Werner, S.; Schoenfus, H.; Barber,

L.; Blazer, V.; Norris, D.; Vajda, A.; Environ. Sci. Technol. 2010, 44,
1918.

. Peysson, W.; Vulliet, E.; J. Chromatogr. A 2013, 1290, 46.
10.

Bialk-Bielinska, A.; Kumirska, J.; Palavinskas, R.; Stepnowski, P.;
Talanta 2009, 80, 947.

Billa, D. M.; Dezotti, M.; Quim. Nova 2003, 26, 523.

Jgrgensen, S. E.; Halling-Sgrensen, B.; Chemosphere 2000, 40, 691.
Henriques, M.; Cardoso, V. V.; Rodrigues, A. M.; Ferreira, E.; Benoliel,
M. J.; Almeida, C. M. M.; J. Water Resour. Prot. 2010, 2, 818.
Kummerer, K.; Annual Review of Environment and Resources 2010, 35,
57.

Andreozzi, R.; Raffaele, M.; Nicklas, P.; Chemosphere 2003, 50, 319.
Gros, M.; Petrovic, M.; Barceld, D.; Anal. Chem. 2009, 81, 898.
Demeestere, K.; Petrovic, M.; Gros, M.; Dewulf, J.; Van Langenhove,
H.; Barceld, D.; Anal. Bioanal. Chem. 2010, 825.

Garcia-Lor, E.; Sancho, J. V.; Hernandez, F.; J. Chromatogr. 2010, 1217,
622.

Fernandez, C.; Gonzalez-Doncel, M.; Pro, J.; Carbonell, G.; Tarazona,
1. V.; Sci. Total Environ. 2010, 408, 543.

Ternes, T. A.; Water Res. 1998, 32, 3245.

Sousa, M. A.; Gongalves, C.; Cunha, E.; Hajslova, J.; Alpendurada, M.
F.; Anal. Bioanal. Chem. 2011, 399, 807.

Pena, A.; Lino, C. M.; Solich, P.; J. Sep. Sci. 2007, 30, 2924.

Seifrtova, M.; Pena, A.; Lino, C. M.; Solich, P.; Anal. Bioanal. Chem.
2008, 391, 799.

Koplin, D.W.; Furlong, E. T.; Meyer, M. T.; Thurman, E. M.; Zaugg, S.
D.; Barber, L. B.; Environ. Sci. Technol. 2002, 36, 1202.

Schultz, M.; Furlong, E.; Koplin, D.; Werner, S.; Schoenfus, H.; Barber,
L.; Environ. Sci. Technol. 2010, 44, 1918.

Brown, K. D.; Kulis, J.; Thomson, B.; Chapman, T. H.; Sci. Total Envi-
ron. 2006, 366, 772.

Brooks, B. W.; Chambliss, C. K.; Stanley, J. K.; Ramirez, A.; Banks, K.
E.; Johnson, R. D.; Environ. Toxicol. Chem. 2005, 24, 464.

Takada, N.; Tanishima, T.; Shinohara, H.; Kiri, K.; Takada, H.; Water
Res. 2006, 40, 3297.

Kuster, M.; Azevedo, D. A.; Alda, M. J., Aquino Neto, F. R. A., Barcel,
D.; Environ. Int. 2009, 35, 997.

Verbinnem, R. T.; Nunes, G. S.; Vieira, E. M.; Quim. Nova 2010, 33,
1837.

Ternes, T.; Hirsch, R.; Mueller, J.; Haberer, K.; Fresenius J. Anal. Chem.
1998, 62, 329.

32.

33.

34.

35.
36.

37.

38.
39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.
50.

S1.

52.

Andlise de farmacos em dguas por SPE-UPLC-ESI-MS/MS 149

Miao, X. S.; Koenig; B. G.; Metcalfe, C. D.; J. Chromatogr A. 2002,
952, 139.

Bendz, D.; Paxéus; N. A.; Ginn, T. R.; Loge, F. J.; J. Hazard. Mater.
2005, 122, 195.

Calamari, D.; Zuccato, E.; Castiglioni, S.; Bagnati, R.; Fanelli, R.; En-
viron. Sci. Technol. 2003, 37.

Roberts, P.H.; Thomas, K. V.; Sci. Total Environ. 2006, 356, 143.
Rabiet, M.; Togola, A.; Brissaud, F.; Seidel, J. L.; Budzinski, H.; Elbaz-
Poulichet, F.; Environ. Sci. Technol. 2006, 40, 5282.

Scheurell, M.; Franke, S.; Shah, R. M.; Huhnerfuss, H.; Chemosphere
2009, 77, 870.

Redderson, K.; Heberer, T.; Dunnbier, U.; Chemosphere 2002, 49, 539.
Heberer, T.; Mechlinski, A.; Fanck, B.; Knappe, A.; Massmann, G.;
Pekdeger, A.; Groundwater Monitoring & Remediation 2004, 24, 70.
Kozisek, F.; Pomykacova, L.; Jeligova, H.; Cadek, V.; Svobodova, V.; J.
Water Health 2013, 11, 84.

Directiva 2000/60/CE, do Parlamento Europeu e do Conselho de 23 de
Outubro, Jornal Oficial das Comunidades Europeias, L 327, 2000.

Lei n.° 58/2005 de 29 de Dezembro, Didrio da Republica, I Série A, n.°
249, 2005.

Decreto-Lei n.® 77/2006 de 30 de Margo, Didrio da Reptiblica, I Série
A, n.° 64, 2006.

Directiva 2008/105/CE do Parlamento Europeu e do Conselho de 16 de
Dezembro, Jornal Oficial das Comunidades Europeias, L 348/84, 2008.
Decreto-Lei n.° 103/2010 de 24 de Setembro, Didrio Da Repuiblica, 1.*
Série, n.° 187, 2010.

Comissdo das Comunidades Europeias, Proposta de Diretiva do Par-
lamento Europeu e do Conselho que altera as Diretivas 2000/60/CE e
2008/105/CE no que respeita as substancias prioritdrias no dominio da
politica da dgua, Relatdrio de Progresso, COM 876, 2011.

Directiva 98/83/CE do Conselho de 3 de Novembro de 1998 relativa
a qualidade da dgua destinada ao consumo humano, Jornal Oficial das
Comunidades Europeias, L 330/32, 1998.

Decreto-Lei n.° 306/2007, de 27 de Agosto, Didrio da Reptblica, 1.*
série, n.° 164, 2007.

Zwiener, C.; Frimmel, F. H.; Anal. Bioanal. Chem. 2004, 378, 862.
Petrovic, M.; Gonzalez, S.; Barceld, D.; Trends Anal. Chem. 2003, 22,
685.

Decreto-Lei n.° 236/98 de 1 de Agosto, Didrio da Republica, I Série A,
n.° 176, 1998.

Batt, A. L.; Kostich, M. S.; Lazorchak, J. M.; Anal. Chem. 2004, 80,
5021.



Quim. Nova, Vol. 37, No. 1, S1-S5, 2014

ANALISE DE FARMACOS EM AGUAS POR SPE-UPLC-ESI-MS/MS

Vanessa de Jesus Gaffney?, Vitor Vale Cardoso*®, Alexandre Rodrigues®, Elisabete Ferreira®, Maria Jodo Benoliel® e
Cristina M. M. Almeida?®

Institute for Medicines and Pharmaceutical Sciences, Faculdade de Farmaécia da Universidade de Lisboa, Av. Prof. Gama Pinto,
1600-049 Lisboa, Portugal

"Empresa Portuguesa das Aguas Livres, S.A., Av. de Berlim, 15, 1800-031 Lisboa, Portugal

Tabela 18S. Estrutura molecular e principais caracteristicas dos farmacos pertencentes a varias classes terapéuticas

Farmaco Classe Terapéutica Estrutura Molecular Massa Molecular

HO

0
8w
Amoxicilina Q’( St 365,5

Doxiciclina 4443
Oxitetraciclina 460,3
Sulfadiazina 250,3
HoN
'S QN
Sulfamerazina /@’ S\H/LN CHa 264,3
HoN

Antibidticos

o, N
Sulfametazina O}\f u/:l 2783

HaN

O\//O E :
Sulfametoxazol /©/\s ~u - 2533

o o N7
- Y/ N);J
Sulfapiridina /©/ ~ 2493

Hal

Sulfatiazol 255,3
Ciprofloxacina 331,3
Eritromicina 733,9

*e-mail: vitorcar @epal.pt

L
S
)
S
@
£
S
a
3
(%)
—
=
|
O
)
S
<




S2

Tabela 1S. continuacio

Gaftney et al.

Farmaco Classe Terapéutica Estrutura Molecular Massa Molecular
NH NH
Metformina Anti-diabético \N/LNJ\NHQ 129,2
| H
Carbamazepina Antiepiléptico/Anticonvulsivante \q/\N/K% 236,3
P
HO. SN o
Acetaminof O 1512
cetaminofeno ~ X J\cm
Analgésico/Antipirético fo)
Acido salicilico dOH 138,1
OH
o /CHs
Estimulantes do si "
Cafefna stimulantes do sistema nervoso | > 194.2
central O/\N N
|
CH,
Atenolol He u/\/\o/‘\/ o 266,3
OH
OH
H
Metoprolol A/©/o\/\/r«\/cm 267.2
Antihipertensor (bloqueador beta) HyCO CHa
CHy
o/\/\u CHs
Propranolol OH 295.,8
COOH
P -7
Acido Clofibrico /\/)/H(;?iw 214,7
cl 7
0O~__~COOH
o
Bezafib /\/©/“3‘?<°“’ 361,8
ezafibrato Antidislipidémico /@/‘\u ,
=
cl
7 CHy
| poon
Gemfibrozil HiG N 0/\/\1/0'*: 250,3
CHz
Gestodeno 309,7
Horménio sexual (progestagénio)
Testosterona 288,4
Fluoxetina Anti-depressivo 309,3
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Tabela 18. continuagio

Farmaco Classe Terapéutica Estrutura Molecular Massa Molecular

Hidrocortisona 362,5

Prednisona 3584
Corticdides

Prednisolona 360,44

Cortisona 360,44

Cetoprofeno 2543

Diclofenac 296,2

Indometacina N 357.,8
p CHg
HyCO
COOH

AINE

Ibuprofeno CH; N COOH 206,3
N

CHs
Naproxeno | = COOH 230,3
=
H3CO
0y P

/ "NH
Nimesulida ©/°\© 308.3

NO,

AINE - Anti-inflamatério Nao Esterdide.
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a) Ciprofloxacina
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Figura 18. a) Espectro de massa do ido precursor da ciprofloxacina no modo de ionizagdo positivo a uma voltagem de cone de 40V, b) Espectro de massa do
ido precursor obtido no modo de operagdo Product lon Scan a uma energia de colisdo de 20 eV
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Figura 2S. Efeito da variagdo da voltagem do capilar (0,5 — 4,0 kV) na intensidade de sinal de alguns farmacos
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pH pH
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Figura 3S. Influéncia do pH da fase mével no comportamento cromatogrdfico de trés farmacos (doxiciclina, oxitetraciclina e ciprofloxacina)



