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Resumo 
FIGUEIREDO, N.G. Avaliação da remoção de interferentes endócrinos, ativos farmacêuticos 
e cafeína em água para abastecimento público do Estado de São Paulo. 2014. 110f. (Tese 
de Doutorado) – Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São 
Paulo, 2014. 
 

Alguns compostos orgânicos como interferentes endócrinos e ativos farmacêuticos 

estão sendo encontrados em águas superficiais e vêm chamando a atenção de orgãos 

públicos e da comunidade científica. Dentre esses compostos, foram enfatizados nesse 

trabalho, o hormônio sintético 17α-etinilestradiol, o surfactante (4-nonilfenol), bisfenol A, o 

antibiótico β-lactâmico amoxicilina e a cafeína como traçador de atividade antrópica. Estes 

compostos são continuamente introduzidos em corpos d’água pelo lançamento de esgoto in 

natura o que afeta a qualidade da água, a saúde dos ecossistemas e impacta o suprimento 

de água potável. Considerando a baixa taxa de remoção desses contaminantes pelo 

tratamento de água atualmente utilizado no Brasil e o estado de degradação dos mananciais 

de água para abastecimento público, esse trabalho apresenta o desenvolvimento de 

metodologia analítica para determinação dos compostos citados e a avaliação da eficiência 

de remoção quando o tratamento convencional de água é aplicado. A determinação foi 

baseada em métodos já estabelecidos e envolveram as etapas de limpeza e concentração de 

amostra usando extração em fase sólida (SPE) e análise por cromatografia a líquido de alta 

eficiência (HPLC) com detector de arranjo de diodos (DAD) e espectrometria de massas.  

As amostras do Reservatório do Guarapiranga foram utilizadas para ensaios em escala 

laboratorial que simulavam o tratamento convencional de água em planta real. Os 

resultados mostraram a adequação dos métodos utilizados para a separação e determinação 

desses compostos em amostras ambientais. Além disso, apontaram para a necessidade de se 

avaliar a utilização de metodologias não convencionais que otimizem a remoção pelo 

tratamento de água atualmente utilizado.  

 

 

Palavras-chave: interferentes endócrinos, fármacos, cafeína, SPE-HPLC-DAD/MS, tratamento 

de água 
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Abstract 
FIGUEIREDO, N.G. Assessment of endocrine disruptors, pharmaceuticals and caffeine 
removal in drinking water of the São Paulo State. 2014. 110f. (Tese de Doutorado) – 
Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2014. 
 

Some organic compounds, such as endocrine disruptors and pharmaceuticals, are 

being found in the surface water, and are concerning both the public organs and the 

scientific community. Among these compounds, the synthetic hormone 17α-

ethinylestradiol, the surfactant (4-nonylphenol), bisphenol-A, the β-lactam antibiotic 

amoxicillin and the marker of human activity caffeine were highlighted in the present 

work. These compounds are continuously drained to the water bodies by sewers, 

affecting not only the water quality itself, but also the ecosystems, and impacting the 

drinking water availability. Currently in Brazil, the removal rate of these contaminants is 

low, whereas the water sources for public supply are highly degraded. In this context, the 

present work develops an analytical method to detect the aforementioned compounds, 

and to evaluate the efficiency of its removal by conventional water treatments. 

Detection was based on pre-established methods and steps involved clean up and 

samples concentration by solid phase extraction (SPE), high performance liquid 

chromatography with diode array detection (DAD), and mass spectrometry. Recovery 

tests were done using environmental samples from Guarapiranga Reservoir (São Paulo, 

SP). This samples were further used in laboratorial tests, simulating real scale water 

conventional treatments. Current results revealed the adequacy of the chosen methods 

in the separation and determination of the abovementioned compounds from natural 

samples. Also, they highlight the need for the evaluation of non-conventional 

methodologies that optimize removal by current water treatment. 

 

Keywords: endocrine disruptors, pharmaceuticals, caffeine, SPE-HPLC-DAD/MS water 

treatment   
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1. Introdução 

O crescimento demográfico e a expansão industrial trouxeram como consequência 

quadros de contaminação atmosférica, de solo e recursos hídricos, em todo o mundo. Com 

isso, a partir da criação da USEPA (United States Environmental Protection Agency), em 

1970, o interesse da comunidade acadêmica, dos setores público e privado e o número 

pesquisas sobre o monitoramento da presença de compostos orgânicos xenobióticos nos 

diversos compartimentos ambientais se intensificaram. 

No ambiente aquático, esses contaminantes podem ser encontrados em águas 

superficiais e de subsolo, sedimentos marinhos, solo, efluentes e lodo biológico (o que 

indica persistência ao processo de digestão) (BILA E DEZOTTI, 2007) das Estações de 

Tratamento de Esgoto (ETE) e de Água (ETA). Em águas, são encontrados em concentrações 

traço, variando ng.L-1 a μg.L-1 (LI, 2014; GROS et al., 2006a e 2006b; PÉREZ e BARCELÓ, 

2007; LÓPEZ-ROLDÁN et al., 2010; FERREIRA DA SILVA et al., 2011). A grande diversidade 

de compostos e as baixas concentrações dificultam sua detecção e análise, além de 

representar um desafio para os processos de tratamento de água e esgoto (WESTERHOFF 

et al., 2005; TIJANI et al., 2013; ZHANG et al., 2008; MORASCH et al., 2010; RODIL et al., 

2012). 

Por serem continuamente introduzidos no meio ambiente, mesmo em baixas 

concentrações, estas substâncias podem afetar a qualidade da água, a saúde dos 

ecossistemas e impactar o suprimento de água potável (SCHWARZENBACH et al., 2007). 

Entre as rotas de aporte em águas superficiais podem ser citados tanto o lançamento de 

esgoto in natura, em razão do déficit em infraestrutura de saneamento em muitas 

localidades quanto o lançamento de efluentes de ETE. Este fato se agrava pela capacidade 

limitada de remoção de diversos contaminantes pelos processos de tratamento de água 

tradicionalmente utilizados (STUMPF et al., 1999). 

Dentre estes compostos, são classificados como contaminantes emergentes: 

fármacos de diferentes classes, tais como analgésicos, anti-inflamatórios, drogas 

psiquiátricas, antilipidêmicos, antibióticos (de uso humano e veterinário), contrastes de 

raio X, hormônios e esteróides, além de componentes presentes em protetores solares, 

produtos de higiene pessoal, ftalatos, inseticidas repelentes, antisépticos e surfactantes. As 

razões para tal interesse baseiam-se no fato de serem moléculas com atividades biológicas 
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definidas (terapêuticas ou não), algumas são ambientalmente persistentes, podendo afetar 

não somente organismos alvo, mas organismos de espécies distintas que apresentem 

semelhanças bioquímicas, como sítios em receptores ativos compatíveis para essas 

moléculas (CHRISTENSEN, 1998; FENT et al., 2006). Diversos estudos sobre potencial 

ecotoxicológico mostram resultados preocupantes, como feminização de peixes e répteis 

(hormônios naturais e sintéticos), resistência microbiana (antibióticos) e danos funcionais 

(anti-inflamatórios), quando a exposição aguda e/ou crônica é levada em consideração 

(BILA E DEZOTTI, 2003; JORGENSEN, 2000; MIRANDA, 1998), conforme apresentado na 

Tabela 1. 

Tabela 1. Poluentes orgânicos, metais e os problemas a eles relacionados 

Uso Classe Exemplos Problemas Referências 

Produtos 
Industriais 

Aditivos Ftalatos  
MACDONALD et 

al., 2000 
Monômero de 

plástico 
PCBs (bifenilas 
policloradas) 

Biomagnificação 
ERIKSSON et al., 

2001 Retardantes de 
chama 

PBDEs (ésteres 
difenil 

polibromados) 
 

Produtos 
Comerciais 

Detergentes 
Etoxilados de 

nonilfenol 

Produto de 
transformação 
com atividade 

endócrina, 

AHEL et al., 
1994 

Fármacos Antibióticos 
Resistência 
bacteriana,  

KOLPIN et al., 
2002 

Hormônios 
sintéticos 

Etinilestradiol 
Feminização de 

peixes 
BILA E DEZOTTI, 

2007 

Produtos de 
higiene pessoal 

Filtro solar 

Efeitos 
desconhecidos, 
atividade como 

interferentes 
endócrinos 

DAUGHTON e 
TERNES, 1999 

Biocidas Praguicidas 
DDT (dicloro difenil 

tricloroetano) 

Efeitos tóxicos, 
metabólitos 
persistentes 

IWATA et al., 
1994 

BIGNERT et al., 
1998 
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Tabela 1 (cont.) Poluentes orgânicos, metais e os problemas a eles relacionados 

Uso Classe Exemplos Problemas Referências 

Compostos 

químicos 

naturais 

 

Metais 

pesados 

inorgânicos 

Cd, Hg, Arsênio, 

Selênio, Fluoreto 

Riscos para a saúde 

humana WHO, 2011 
NRIAGU, 1988 

Gosto e Odor 
Geosmina e 

Metilisoborneol 

Qualidade da água 

potável 

Cianotoxinas Microcistinas 
Riscos para a saúde 

humana 

KUJIBIDA et al., 
2009 

AZEVEDO et al., 
2002 

DÖRR et al., 

2010 

Hormônios 

naturais 
Estradiol 

Feminização de 

peixes 

EGGEN et al., 

2003 

Desinfecção e 

oxidação 

Subprodutos 

de 

desinfecção 

Trihalometanos 

Qualidade da água 

potável, riscos para 

a saúde humana 

RICHARDSON e 

SIMMONS, 2002 

Produtos de 

transformação 

Metabólitos 

em geral 
Cloroacetanilida 

Qualidade da água 

potável 

HLADIK et al., 

2005 

 

O destino e o comportamento dos interferentes endócrinos, no meio ambiente, 

estão diretamente relacionados com suas propriedades físico químicas. São essas 

propriedades que influenciarão no fato do composto permanecer na fase aquosa (como 

muitos dos fármacos ácidos, neutros e básicos) ou em sua interação com partículas sólidas, 

tais como estrogênios ou certos antibióticos, que têm um potencial mais alto para ser 

adsorvido por lodos de esgoto. Contaminantes hidrofóbicos podem particionar em sólidos 

do lodo primário ou secundário e essa tendência pode ser avaliada por meio do coeficiente 

de partição octanol-água (logP) (DREWES, 2003). 

Na Tabela 2 são apresentados compostos representativos de diferentes classes 

orgânicas com suas propriedades físico químicas. 
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Tabela 2. Propriedades físico químicas de compostos de diferentes classes 

Composto Classe Estrutura Fórmula M (g.mol-1) pKa LogP 

Cafeína Marcador 
antropogênico 

 

C8H10N4O2 194.19 10a 0.01b 

Amoxicilina Antibiótico 

 

C16H19N3O5S 365.38 
 3.4c 
6.7 
9.4 

0.58c 

Bisfenol A 
Monômero 

plástico 

 

C15H16O2 228.29 10.2d 
2.5-
3.3e 

17α- 
etinilestradiol 

Hormônio 
Sintético 

 

C20H24O2 296.41 10.4a 
3.67-
4.15e 

4-nonilfenol 
Surfactante 
não iônico 

 

C15H24O 220.35 10.7a 
4.36-
4.60e 

a
 Broséus et al., 2009 

b
Katsu et al., 2008 

c
Babic et al., 2007 

d
Carballa et al., 2005 

e Verliefde, 2007 

 

A legislação brasileira não trata os fármacos como poluentes e nem seus possíveis 

efeitos residuais para a saúde foram avaliados pela Organização Mundial de Saúde (OMS), 

no Brasil, a tecnologia mais amplamente utilizada no tratamento de água para 

abastecimento é o sistema convencional, contemplando as etapas de coagulação, 

floculação, sedimentação, filtração e desinfecção. No contexto histórico, os mananciais 

empregados para abastecimento público foram escolhidos de modo a possibilitar que as 

ETAs fossem do tipo convencionais. Assim sendo, o principal objetivo a ser atendido era a 

produção de água potável de acordo com o padrão de potabilidade para cor e turbidez e 

que fosse segura do ponto de vista microbiológico e químico, dentro do estabelecido pela 
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legislação vigente, atualmente a portaria 2914/2011 do Ministério da Saúde (BRASIL, 

2011). Como a grande maioria dos sistemas de abastecimento no Brasil possui mais de 30 

anos, atualmente as ETAs enfrentam problemas com relação a remoção de contaminantes 

até então desconhecidos ou que não haviam sido quantificados (FERREIRA FILHO e 

MARCHETTO, 2006). Contudo, em países desenvolvidos, como Estados Unidos, Canadá e 

Inglaterra, a crescente preocupação com os subprodutos da desinfecção e com micro-

organismos específicos, fez com que novas tecnologias fossem consideradas, dentre as 

quais os processos de separação por membranas (EPA, 2003; JACANGELO et al., 1997) e 

adsorção e degradação em carvão biologicamente ativo (AWWA, 1998; AWWA, 2000). 

Associado à isto, estudos recentes mostram que os processos oxidativos, tais como os 

Processos Oxidativos Avançados (POA), ozonização (O3/H2O2) e fotocatálise (H2O2/UV) são 

tecnologias promissoras na remoção de micropoluentes no tratamento de água potável ou 

de outros sistemas aquosos (KLAVARIOTI et al., 2009). 

Além dos desafios associados às tecnologias de tratamento, a questão do 

monitoramento dessa ampla gama de substâncias e compostos químicos atualmente 

disponíveis e potencialmente presentes nos mananciais utilizados para abastecimento é 

fundamental. Para a determinação desses compostos, uma variedade de metódos 

analíticos válidos para matrizes biológicas como sangue, tecido e urina é relatada na 

literatura (BILA E DEZOTTI, 2003). Porém, no caso da análise de fármacos residuais e/ou 

seus metabólitos e produtos de transformação em efluentes de ETE, em águas de rios, de 

subsolos e água potável, o desenvolvimento de métodos mais sensíveis, com capacidade 

de detecção de concentrações na faixa de µg.L−1 e ng.L−1, torna-se necessário 

(RICHARDSON, 2006). 

No Brasil, os fármacos vêm sendo monitorados desde 1997, apesar de não serem 

regulados, segundo dois estudos realizados no Rio de Janeiro. No primeiro, publicado por 

STUMPF e colaboradores em 1999, com amostragem realizada em 1996, foram detectados 

antilipidêmicos, anti-inflamatórios e alguns de seus metabólitos em esgoto, em efluente de 

ETE (0,1 a 1,0 µg.L−1) e em águas de rios (0,02 e 0,04 µg.L−1). No segundo, realizado por 

Ternes e colaboradores (1999), foram encontrados estrogênios naturais (17 β-estradiol e 

estrona) e o contraceptivo sintético 17 α-etinilestradiol na ETE da Penha/RJ e em esgoto 

bruto, amostrados em 1997. A faixa de concentração detectada variou entre 0,021 µg.L−1 e 

0,04 µg.L−1 para os estrogênios naturais. Com relação a remoção dessas substâncias, as 
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taxas observadas foram de 67% para a estrona no efluente tratado em filtro biológico e 

83% para o efluente tratado pelo processo de lodos ativados. Para o 17 β-estradiol, estas 

taxas foram de 92% para o efluente tratado em filtro biológico e 99,9% para o efluente 

tratado pelo processo de lodos ativados, respectivamente. Para o 17 α-etinilestradiol, as 

taxas de remoção, na ETE, relatadas foram de 64 e 78% para o efluente do filtro biológico e 

para o efluente do tanque de lodo ativado. Em um estudo mais recente realizado na cidade 

de Campinas por Sodré e colaboradores (SODRÉ et al., 2010) foi investigada a ocorrência de 

contaminantes emergentes em água potável. Utilizando metodologia analítica baseada em 

extração em fase sólida com separação por cromatografia a gás e detecção por 

espectrometria de massas (SPE-GC-MS), de 11 contaminantes investigados, 6 foram 

encontrados nas amostras. Stigmasterol apresentou a maior concentração média (0,34 ± 

0,13 µg.L−1), seguido pelo colesterol (0,27 ± 0,07 µg.L−1), cafeína (0,22 ± 0,06 µg.L−1), e 

bisfenol A (0,16 ± 0,03 µg.L-1). Estrona e 17 β-estradiol foram detectados somente nas 

épocas de seca em concentrações abaixo do limite de quantificação do método utilizado. 

A forma de exposição dos seres humanos a esses contaminantes emergentes ocorre 

principalmente por meio da ingestão de alimentos como: frango, peixes, carnes bovina e 

suína, legumes e verduras, água contaminada e, em menor proporção, pelo contato via 

derme e inalação dessas substâncias, como é o caso dos inseticidas e produtos de higiene 

pessoal. 
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2. Fundamentação Teórica 

2.1. Ocorrência de contaminantes orgânicos no ambiente aquático 

O aumento da contaminação mundial de sistemas aquáticos, com grande 

quantidade de compostos orgânicos sintéticos e naturais é um dos principais problemas 

ambientais atualmente enfrentados. Embora a maioria destes compostos esteja presente 

em baixas concentrações, muitos deles podem levar a problemas toxicológicos, em 

particular quando presentes como componentes de efeito sinérgico em misturas 

complexas. Geralmente, esses compostos quando absorvidos pelo organismo podem ser 

excretados sem transformação, em sua forma inalterada, ou metabolizados por reações de 

biotransformação divididas em reações de fase I e de fase II: as de fase I são reações de 

oxidação, redução, hidrólise e alquilação e as reações de fase II são reações como 

sulfatação e glicuronidação nas quais são formados conjugados mais polares e hidrofílicos e 

excretados pela urina, bile, fezes ou esterco animal na forma de um metabólito ou uma 

mistura de vários sendo frequentemente encontrados no esgoto doméstico (KÜMMERER, 

2009). 

Depois de sua liberação para os sistemas de esgoto, eles passam por estações de 

tratamento (ETE) onde não são completamente eliminados e acabam por atingir os 

sistemas de águas superficiais e prejudicar a produção de água potável (DREWES et al., 

2003;. MIAO et al., 2004; JONES et al., 2005b; JONES et al., 2005a; BILA E DEZOTTI, 2003; 

GHISELLI e JARDIM, 2007; ALMEIDA e WEBER, 2005; PETRIE et al., 2013). 

Vários estudos têm relatado a presença destes compostos em águas de rio 

(TERNES et al., 2001, LIN e REINHARD, 2005; ELLIS, 2006) e em água potável (HEBERER, 

2002; MELO e BRITO, 2014; SODRÉ et al, 2010). Ressalta-se que a ocorrência de 

micropoluentes em água potável é dependentes das fontes utilizadas pelas ETAs e dos 

níveis pluviométricos do período. Amostras de água em épocas com menos chuva 

apresentaram concentrações mais elevadas do que aquelas provenientes de épocas mais 

chuvosas (LUO et al., 2014). 

A Figura 1 apresenta as rotas de aporte de fármacos e interferentes endócrinos no 

ambiente aquático desde sua utilização na medicina humana e veterinária e como resíduos 

de produção industrial até atingir o suprimento de água potável. 
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Nesse ambiente, os compostos orgânicos têm 3 destinos (RICHARDSON et al., 

1985): (i) podem ser completamente eliminados, ou seja mineralizados a gás carbônico e 

água, como por exemplo, o ácido acetilsalicílico; (ii) podem passar por algum processo 

metabólico ou ser degradado parcialmente, como a amoxicilina ou (iii) podem ser 

persistentes como antiinflamatórios e antilipidêmicos (STUMPF et al., 1999). Apesar de 

alguns compostos apresentarem alta taxa de redução pelos processos de tratamento de 

água e esgoto, em torno de 95%, os mesmos são continuamente introduzidos no ambiente, 

o que justifica a constante necessidade de monitoramento por apresentarem alto potencial 

para produção de subprodutos como é o caso do 17β-estradiol, da estrona e da 

progesterona, todos da classe dos interferentes endócrinos (WHESTERHOFF et al., 2005). 

Como forma de se avaliar a contaminação de águas superficiais pode-se utilizar 

marcadores químicos como agentes fluorescentes branqueadores, utilizados por exemplo 

em sabão em pó; surfactantes, utilizados em detergentes sendo o alquil benzeno sulfonato 

o mais utilizado e a cafeína que é consumida e excretada exclusivamente pelo homem 

Figura 1. Rotas de introdução de produtos farmacêuticos no ambiente aquático (adapado 
de Bila e Dezotti, 2007) 

APLICAÇÃO 

Indústria EXCREÇÃO 

Esterco 

Solo 

Estação de 
tratamento 
de efluentes 
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(SANKARARAMAKRISHNAN  GUO, 2005). As concentrações desses compostos indicam 

não somente o aporte de efluente de ETE, como também aporte direto de esgoto não 

tratado seja ele comercial ou doméstico (BUERGE et al., 2006). Assim sendo, podem ser 

considerados marcadores antropogênicos, que caracteriza a ação do homem sobre o 

ambiente estudado. 

Uma vez que existe uma enorme diversidade de compostos orgânicos sintéticos 

que podem estar presentes em águas naturais, esgotos sanitários e águas de 

abastecimento e que tenham como origem as ações antropogênicas, foi necessário efetuar 

uma seleção de compostos representativos de diferentes classes orgânicas. Deste modo, 

foram definidas três categorias de compostos orgânicos a serem empregadas neste estudo: 

(i) indicador antropogênico: cafeína, (ii) fármaco: amoxicilina (iii) interferentes endócrinos: 

bisfenol A, 4- nonilfenol e 17α-etinilestradiol. 

 

 

2.2. Cafeína – metabolismo, excreção e indicação de atividade antropogênica 

A cafeína (1,3,7 metil-xantina), é um alcalóide do grupo das xantinas (Tabela 2) 

presente em mais de 60 espécies de plantas, sementes de café, cacau, árvores de cola e 

folhas de chá e constituinte de uma enorme variedade de bebidas, produtos alimentícios e 

medicamentos de diferentes áreas da medicina (IGNAZ et al., 2003). Assim como as outras 

xantinas, a cafeína é capaz de estimular o sistema nervoso, produzindo um estado de 

alerta, de curta duração (GARDINALI e ZHAO, 2002). 

A média de consumo global encontra-se em torno de 70 mg/dia/pessoa (BUERGE 

et al., 2003). No entanto, varia de acordo com as características populacionais de cada país. 

Nos Estados Unidos e Brasil são consumidos 200 mg/dia/pessoa. Na Austrália entre 190 e 

410 mg/dia/pessoa (BUERGE et al., 2003) e em Portugal entre 4,7 e 200 mg/dia/pessoa 

(PENA et al., 2005). 

Apesar do organismo humano não necessitar de cafeína, seu consumo moderado 

(máximo de 4,6 mg.Kg-1 de massa corporal para adultos saudáveis) não está associado a 

riscos à saúde (MARIA e MOREIRA, 2007). A cafeína proveniente de café e outras bebidas é 

absorvida no estômago e intestino delgado e em 45 min distribuída por todos os tecidos do 

corpo. É metabolizada no fígado pelo sistema enzimático do citocromo P450, em três 

metabólitos principais derivados de xantinas: 
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a) Paraxantina: que aumenta a lipólise elevando o teor de glicerol e ácidos graxos 

livre 

b) Teobromina: que dilata os vasos sanguíneos e aumenta o volume de urina; 

c) Teofilina: relaxa os músculos dos brônquios e pode ser usada no tratamento da 

asma. 

Cada um desses metabólitos, em seguida, é metabolizado em vários ácidos 

metilúricos e, então, excretados pela urina. Apenas de 0,5 a 3% da dose ingerida é 

excretada de forma inalterada na urina (NELSON e COX, 2005). 

Além do percentual excretado pela urina, o descarte direto de alimentos, bebidas 

e medicamentos fez com que quantidades significativas de cafeína fossem encontradas em 

águas superficiais, subterrâneas e residuais (BUERGE et al., 2003; WEIGEL et al., 2004; 

GLASSMEYER et al., 2005). Em ETEs, a cafeína é lentamente metabolizada pela bactéria 

Pseudomonas putrida, mas, não há dados conclusivos sobre a degradação deste composto 

em condições anaeróbicas (CHEN et al., 2002). Em 2002, CHEN e colaboradores relataram 

que concentrações de cafeína foram encontradas em efluentes de ETE nos Estados Unidos 

(> 100 µg.L−1), Canadá (20-300 µg.L−1) e Suécia (34 µg.L−1). Esses autores ainda ressaltaram 

que, em alguns casos, podem ser encontrados também derivados clorados da cafeína. 

A presença da cafeína no ambiente aquático é, sobretudo, de origem 

antropogênica, pois o homem é a única espécie que a consome, utiliza e a excreta de uma 

forma regular (BUERGE et al., 2003; WEIGEL et al., 2004; GLASSMEYER et al., 2005). Embora 

não seja considerada um interferente endócrino e seus efeitos à biota não sejam 

conhecidos, em alguns casos, foi associada a elevadas concentrações de nitratos no meio 

aquático (CHEN et al., 2002) e à presença de coliformes totais, comumente usados como 

traçador de contaminação fecal (PIOCOS e CRUZ, 2000; SANKARARAMAKRISHNAN e GUO, 

2005; FERREIRA e da CUNHA, 2005). 

 

 

2.3. Amoxicilina – metabolismo, degradação e contaminação ambiental 

A amoxicilina (AMX), Tabela 2, é uma penicilina semi sintética do grupo dos 

antimicrobianos β-lactâmicos. Assim como outras penicilinas semi sintéticas foi 

desenvolvida com o objetivo de aumentar o espectro de ação antimicrobiano tendo em 

vista os compostos já existentes (BAILO et al., 2008). 
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A AMX apresenta baixa taxa de metabolismo e após a administração por via oral, 

distribui-se facilmente pelos tecidos e líquidos orgânicos sendo excretada de 80-90% AMX 

em sua forma inalterada pela urina (HIRSCH et al., 1999). 

As penicilinas geralmente não representam uma ameaça para o meio ambiente 

devido à baixa estabilidade do anel β-lactâmico que degrada facilmente tanto em meio 

ácido quanto básico e pela ação de enzimas β-lactamase presentes tanto em bactérias 

Gram-positivas quanto Gram-negativas. A abertura do anel está relacionada com a perda 

da atividade microbiológica (GOMES e SOUZA, 2010; PEREZ-PARADA, 2011) e dificulta sua 

detecção em águas residuais. No entanto, por ter seu uso amplamente difundido tanto na 

medicina humana quanto veterinária, é continuamente liberada para o meio ambiente 

como resultado do processo de manufatura, disposição imprópria ou excreção metabólica. 

Sua natureza polar e pouco volátil pode permitir que resista aos processos de digestão 

anaeróbica (degradação de matéria orgânica na ausência de oxigênio, através de micro-

organismos) aplicados nas ETE e se mantenham na água (DE BAERE et al., 2002) que 

mesmo por curto período de tempo. Tal fato acarreta dois problemas ambientais: a 

contaminação dos recursos hídricos e o desenvolvimento de microorganismos resistentes a 

antibióticos (JORGENSEN et al., 2000). 

Há pouca informação disponível sobre o destino e comportamento da amoxicilina 

em ambiente aquático. Existe a possibilidade da degradação da amoxicilina em ácido 

amoxicilóico conduzir a outros compostos, tais como o ácido amoxilóico e à amoxicilina 

dicetopiperazina, os quais já foram detectados em amostras ambientais (LAMM, 2009; 

NAGELE, 2005, PEREZ-PARADA et al., 2011). A Figura 2 apresenta os principais metabólitos 

da amoxicilina. 

Segundo a ANVISA, amoxicilina integrou a lista dos princípios ativos mais vendidos 

no país entre o período de out/08 a out/09. 
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Figura 2. Mecanismos de degradação amoxicilina onde (1) amoxicilina, (2) Ácido Amoxicilóico, (3) 

Ácido Amoxilóico e (4) Amoxicilina dicetopiperazina (adaptado de LAMM, 2002) 

 

2.4. Interferentes endócrinos 

Os compostos orgânicos chamados interferentes endócrinos são substâncias que 

atuam como hormônios e possuem propriedades que podem provocar distúrbios no 

sistema endócrino de animais e humanos, mesmo em baixas concentrações. Observações 

sobre a ocorrência de anormalidades no sistema endócrino de animais submetidos à 

exposição de alguns compostos orgânicos motivaram o interesse no estudo destas 

substâncias (ALLEN et al., 1999; TAYLOR et al., 1999, GIMENO et al., 1998; JOBLING et al., 

1998). 

Alterações crônicas no desenvolvimento e na reprodução de várias espécies 

presentes em diferentes compartimentos ambientais têm sido atribuídas à ocorrência de 

uma grande variedade de substâncias químicas, principalmente em sistemas aquáticos 

naturais. Mesmo em concentrações traço, alguns compostos exógenos, sintéticos ou 

naturais, têm sido detectados em amostras de águas superficiais em todos os continentes 

do planeta, principalmente em função da atividade antrópica (KIM et al., 2006; REYERO et 

al., 2005; SHARMA et al., 2009; ROCHA et al., 2014). 

Muitas definições são propostas para o termo interferentes endócrinos (SUSAN, 

2011; GHISELLI e JARDIM, 2007), alguns autores consideram que são aquelas substâncias 

que interagem com sítios receptores de hormônios, enquanto que para outros, qualquer 

1 

4 

3 
2 
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substância que interfira no funcionamento do sistema endócrino, independentemente de 

atuar no sítio receptor ou não. A definição dada pela USEPA é a de que se trata de um 

“agente exógeno que interfere na síntese, secreção, transporte, ligação, ação ou 

eliminação de hormônio natural no corpo que são responsáveis pela manutenção, 

reprodução, desenvolvimento e/ou comportamento dos organismos” (EPA, 1997; EC, 1997; 

KAVLOC, 1996). 

Juntamente com o sistema nervoso, que se comunica por impulsos elétricos ao 

longo dos circuitos nervosos e celulares, o sistema endócrino regula as funções fisiológicas 

do organismo transportando informações da circulação de um tecido para outro via 

hormônios. Os hormônios são produzidos e secretados pelas glândulas endócrinas 

diretamente para a corrente sanguínea e influenciam de forma excitadora ou inibidora as 

atividades funcionais de outras células (GUYTON e HALL, 2011). 

Por meio da interação com receptores de hormônios e vários outros processos no 

sistema endócrino e neuronal tais substâncias podem imitar a ação de um hormônio 

produzido pelo organismo, como o estrogênio ou a testosterona, desencadear reações 

químicas semelhantes no organismo; bloquear os receptores nas células que recebem os 

hormônios e, dessa forma, impedir a ação dos hormônios naturais; ou afetar a síntese, 

transporte, metabolismo e a excreção dos hormônios, alterando suas concentrações no 

organismo (BIRKETT e LESTER, 2003; DAMNSTRA, 2002; FONTENELE et al., 2010). 

De uma maneira geral, os interferentes endócrinos podem ser agrupados em dois 

diferentes grupos (NOHYNEK et al., 2013; DORSCH et al., 2012; SILVA et al., 2012): 

1. Substâncias sintéticas - incluem os hormônios sintéticos (hormônios idênticos 

aos naturais utilizados como contraceptivos orais e/ou aditivos na alimentação animal), 

bem como os xenoestrogênios, substâncias utilizadas nas indústrias, agricultura e para os 

bens de consumo. Nesta categoria, estão incluídos os praguicidas e aditivos plásticos, as 

bifenilas policloradas, os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos, compostos de 

organoestanho, alquilfenóis, e ainda subprodutos de processos industriais, como as 

dioxinas e furanos; 

2. Substâncias naturais - fitoestrogênios, tais como, genisteína e metaresinol e 

estrogênios naturais 17β-estradiol, estrona e estriol. 
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Substâncias sintéticas com ação desreguladora são geralmente persistentes no 

ambiente, acumulam-se no solo e nos sedimentos, são transportadas para outras regiões 

pela atmosfera e podem acumular-se ao longo da cadeia trófica, expondo animais 

superiores a maiores riscos (CLARKE e SMITH, 2011). Nos ambientes aquáticos, tanto as 

substâncias naturais quanto sintéticas são encontradas em concentrações fisiológicas, ou 

seja, muito próximas das encontradas no organismo. Entretanto, para se avaliar os riscos 

da exposição de organismos aquáticos a tais substâncias deve-se compreender também os 

mecanismos de degradação que as envolvem, além do monitoramento das suas 

concentrações no meio ambiente. Para isso, deve-se recorrer aos ensaios biológicos do tipo 

in vitro e/ou in vivo, embora este último forneça dados ecotoxicológicos mais relevantes 

quando se trata da identificação de interferentes endócrinos em potencial (TSE, 2013; LEE 

et al., 2008; BEZBARUAH e KALITA, 2010). 

Para muitas substâncias químicas sintéticas como os praguicidas, os efeitos 

produzidos a partir das atividades destes compostos no sistema endócrino (estrogênica, 

androgênica, anti-estrogênica e/ou anti-androgênica), observados em ensaios in vitro, 

apresentam ordens de magnitude menores quando comparados aos hormônios endógenos 

como o estradiol. Porém, não se deve ignorar a presença dessa classe de compostos, pois, 

embora pareçam ser menos potentes que os hormônios endógenos, muitos deles são 

persistentes no ambiente, acumulando-se nos vários compartimentos, principalmente 

biota, sendo posteriormente detectados nas águas, nos sedimentos, no material 

particulado rico em matéria orgânica, mesmo após terem deixado de ser produzidos 

industrialmente há várias décadas (RODNEY et al., 2013; VERBRUGGEN e VAN DEN BRINK, 

2010; FARRÉ et al., 2008). 

O destino dos estrógenos no ambiente dependerá de suas características fisico 

quimicas e de fatores como: lipofilicidade, persistência, bioacumulação, tempo de 

exposição, mecanismos de biotransformação e de excreção, entre outros. Algumas 

substâncias presentes no meio ambiente sofrem biotransformação, resultando em 

metabólitos ou subprodutos, igualmente ou até mais danosos que os compostos originais. 

Devem ser levadas em conta também as propriedades do meio receptor, tais como 

temperatura, turbidez, pH, alcalinidade, oxigênio dissolvido, radiação, matéria orgânica e 

concentração de diversas outras substâncias. Devido a sua lipofilicidade e baixa 

volatilidade, o processo de sorção em sedimentos suspensos pode ser um fator 
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significativo na redução dos estrógenos na fase aquosa facilitando sua dispersão no meio 

ambiente. (RHYU et al., 2014; THUY e NGUYEN, 2013; KIM et al., 2010; KIM et al., 2009). 

A ocorrência destes contaminantes em efluente de ETE, água de rios receptores de 

esgoto bruto ou tratado e águas tratadas para abastecimento público têm sido estudadas 

em todo do mundo (MARTÍN et al., 2012; ZORITA et al., 2009; KIM et al., 2007; PAL, et al., 

2010; UTRILLA et al., 2013). Estes estudos mostram que, dependendo do tempo de 

exposição, podem estar relacionadas com doenças como câncer de mama, testicular e de 

próstata, ovários policísticos e redução da fertilidade masculina. As evidências mostram 

que os sistemas reprodutivos de certos organismos terrestres e aquáticos são afetados por 

estrogênios, resultando no desenvolvimento de anormalidades e deterioração reprodutiva 

nos organismos expostos. Além disso, essa exposição a estrogênios (ou substâncias que 

mimetizam a ação de estrogênios) pode causar a feminização de peixes se a exposição 

ocorrer durante o período crítico da diferenciação sexual (LI et al., 2012; PISAPIA et al., 

2012; EERTMANS et al., 2003;  ROULLIER-FABRE et al, 2014; LOPEZ-CASAS et al., 2012; 

KOLLE et al., 2012; PORTE et al., 2006). 

A Tabela 3 explicita os efeitos e anomalias atualmente atribuídos aos interferentes 

endócrinos. 

Tabela 3. Efeitos e anomalias atribuídos aos interferentes endócrinosa 

Espécie Contaminantes Efeitos 

Peixe 

Efluente ETE 

Feminização de peixes 
Declínio da população 

Indução da síntese de vitelogeninab 

17α etinilestradiol 
Indução da síntese vitelogeninab 

Mortalidade da espécie  
Declínio da reprodução 

BPA e 4-nonilfenol 
Declínio na reprodução 
Feminização de peixes 

Mamíferos Bisfenol A e PCB 
Anomalias no sistema reprodutivos de 

ratos, Mortalidades de golfinhos 
Baixa concentração de testosterona 

Répteis DDE e DDT 
Hormônios desregulados 

Anomalias morfológicas nas gônadas 

Anfíbios Efluente ETE 

Anomalias no sistema reprodutivo 
Declínio na população 

Indução da síntese de vitelogenina 
Hermafroditismo 

a 
Adaptada de BILA E DEZOTTI, 2007

b 
Vitelogenina, Proteína sintetizada por fêmeas ovíparas durante o ciclo reprodutivo 
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 2.4.1. Bisfenol A – Potencial Toxicológico e Exposição Humana 

O Bisfenol A (BPA), Tabela 2, é um monômero de plástico utilizado na produção de 

policarbonato (substância que dá forma a objetos como copos, mamadeiras e garrafas), 

resinas epóxi e poliésteres insaturados (YOSHIDA; et al., 2001; DEKANT e VÖLKEL, 2008). 

Cerca de 30% da produção de BPA é utilizada na fabricação de resinas epóxi, que reúnem 

excelentes propriedades protetoras contra a corrosão, têm estabilidade térmica e 

resistência mecânica. As resinas epóxi são utilizadas, principalmente, como revestimentos 

em inúmeras aplicações industriais e de consumo, como embalagens de alimentos e 

bebidas, revestimentos protetores para usos automobilísticos e náuticos e na fabricação de 

turbinas eólicas geradoras de energia natural (STAPLES et al., 1998). 

Durante a produção de plástico de policarbonato e resinas epóxi, as moléculas de 

BPA são firmemente ligadas umas às outras para formarem uma estrutura polimérica do 

material propriamente dito, porém a polimerização incompleta pode resultar na migração 

de pequenas quantidades de BPA para o produto acondicionado nessas embalagens 

durante o aquecimento dos processos de estabilização e estocagem (GRUMETTO et al., 

2008; KANG e KONDO, 2002.  

Desde o reconhecimento de que o BPA possui propriedades estrogênicas fracas, 

muitos estudos foram feitos para estimar a exposição humana e as concentrações 

ambientais do composto. Tal composto tem sido recentemente relatado como um potente 

mimetizador estrogênico. Análises do BPA demonstraram que este composto induz 

proliferação, alteração na região reprodutiva da fêmea, bem como câncer no testículo e na 

próstata, redução de esperma, desmasculinização, feminilização, alteração nas funções de 

imunidade e diminuição de fertilidade em pássaros, peixes e mamíferos. Alguns 

pesquisadores tem estudado o efeito do BPA na saúde humana e confirmado suas 

propriedades estrogênicas mesmo em concentrações inferiores a 1 ng.L-1 (FISHER, et 

al.,1999) e um efeito agonístico sobre os estrogênios endógenos já que competem pelos 

mesmos receptores (SUSIARJO et al., 2007; AOKI e TAKADA, 2012).  

Como pode haver migração do BPA dos materiais de embalagens para os 

alimentos (EHLERT et al. 2008; GUART et al., 2014), fato que pode ser comprovado pela 

identificação de BPA em produtos enlatados como vegetais (GONZALEZ-CASTRO et al., 

2011; SAJIKI et al., 2007), alimentos infantis e refrigerantes em lata (CAO et al., 2009; 

GRUMETTO et al. 2008),  a toxicocinética após administração oral é considerada a mais 
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relevante para avaliação da exposição e biomonitoramento (TSAI, 2006). Após 

administração oral é absorvido pelo trato gastrointestinal (95% da dose) e sofre 

metabolismo de primeira passagem na parede do intestino e no fígado. Durante este 

metabolismo, sofre glucoronidação e o metabólito formado foi identificado na urina e 

sangue de humanos após um tempo de meia vida de aproximadamente 6h (VÖLKEL et al., 

2002; KUREAYASH et al., 2002; INOUE et al., 2003; INOUE et al., 2000; PRITCHETT et al., 

2002). 

A formação de conjugados de BPA pode ser considerada uma reação de 

desativação já que os conjugados formados são desprovidos de atividade estrogênica, 

levando-se em conta ainda que o próprio bisfenol já possui baixa afinidade com os 

receptores estrogênicos (MATTHEWS et al., 2001; SHIMIZU et al., 2002; SNYDER et al., 

2000). 

Embora considere-se que a exposição ao BPA seja muito inferior aos níveis que 

levariam ao aparecimento de efeitos adversos (OMS, 2010) os órgãos regulamentadores 

ainda divergem sobre os limites aceitáveis para o BPA em alimentos. 

A EFSA (European Food and Safety) estabeleceu uma ingestão diária aceitável 

(IDA) de 0,05 mg.Kg-1 de peso corporal baseada em um NOAEL (Dose de Efeito Adverso Não 

Observado) de 5 mg.Kg-1 de peso corporal por dia e fator de segurança 100. Esse NOAEL foi 

publicado em estudo realizado por STUMP e colaboradores em 2009 (STUMP, 2009). 

No Brasil, a ANVISA estabeleceu, através da resolução RDC nº 17 de 17 de março 

de 2008 o limite máximo de exposição (LME) de 0,6 mg.Kg-1 e, por precaução, devido a 

maior suscetibilidade de crianças na faixa etária de 0 a 12 meses que não possuem o 

sistema de eliminação pelo corpo humano completamente desenvolvido, publicou em 19 

de setembro de 2011 a RDC 41/2011 que proíbe o uso deste material na fabricação de 

mamadeiras (BRASIL, 2011). 

Em 1999, foram produzidos cerca de 2.000 milhões de toneladas de BPA e estima-

se que em 2005 a produção mundial alcançou 3.500 milhões de toneladas do produto 

(BKH, 2005). Com base no alto volume de BPA que é produzido mundialmente e pelo fato 

de ser um produto com diversas aplicações é provável que o aporte para o ambiente tenha 

como maior contribuição processos de produção e manufatura do mesmo, além de 

despejos de efluentes industriais sem tratamento adequado e uma pequena contribuição 

pode ser atribuída à lixiviação dos produtos finais de consumo (TSAI, 2006). O tempo de 
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meia-vida do BPA em águas superficiais é de 1 a 150 dias, podendo dobrar quando se trata 

de águas subterrâneas (FRANSE e de VOOGT, 1997), sendo o mesmo persistente à 

biodegradação. Pode ser decomposto microbiologicamente ou por processos fotocatalítico 

(TiO2/UV-C e TiO2/UV-A) e fotolítico (UV-A e UV-C) levando a formação de subprodutos de 

oxidação com atividade mais tóxica do que o próprio bisfenol A (SILVA et al., 2014). Nos 

solos, a meia vida do BPA pode variar de 1 a 180 dias aproximadamente e no ar esse valor 

varia entre 0,7 e 7,4 horas, devido a rápida oxidação sofrida pela reação com radicais 

hidroxila (MEZCUA et al., 2006). 

 

 

2.4.2. 4-Nonilfenol – Produção e exposição humana 

O 4-nonilfenol (Tabela 2) é um dos compostos mais comuns da classe dos 

alquilfenóis e, juntamente com o octinilfenol, são os que apresentam maior importância 

ambiental devido à escala em que são produzidos, dos processos de biodegradação dos 

alquilfenóis etoxilados e por apresentarem maior estrogenicidade no grupo (LOOS et al., 

2007). 

Os alquilfenóis são basicamente grupos alquila de diferentes tipos e tamanhos 

ligados a um anel aromático que contém uma ligação fenólica. Entre seus componentes 

encontram-se os etoxilados e os carboxilados que possuem o grupo etoxila e carboxila 

substituindo o hidrogênio do OH fenólica (WARHURST, 1995). 

Os alquilfenóis etoxilados são surfactantes não-iônicos usados em formulações de 

detergentes de uso industrial e doméstico, há pelo menos quatro décadas. Também são 

usados na produção de resinas fenólicas, como aditivos plásticos, emulsificantes, agentes 

umidificantes e em formulações de agrotóxicos. A produção anual de alquilfenóis 

etoxilados no mundo alcançou 390.000 toneladas em 2002 (LINTELMANN et al., 2003) e 

seu aporte no ambiente aquático advém do uso doméstico de surfactantes (HE et al., 

2013). Os processos biológicos empregados para o tratamento de soluções contendo 

alquilfenóis etoxilados em ETE geram alquilfenóis mais tóxicos e mais persistentes no 

ambiente (SOARES et al., 2008; LOOS et al., 2007, LIAN et al., 2009). O BPA e o nonilfenol 

são fracamente estrogênicos e frequentemente apresentam potenciais três ou mais ordens 

de magnitude menores que os estrogênios estrona, 17β-estradiol e 17α-etinilestradiol 
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(JOHSON et al., 2000), mas que apresentam potencial para induzir a produção de 

vitelogenina em peixes e alterar seu desenvolvimento sexual (LEE et al., 2013). 

2.4.3. 17α-etinilestradiol – Uso e exposição humana 

Os estrogênios encontrados em produtos farmacêuticos são, geralmente, 

estrogênios que tiveram suas estruturas moleculares alteradas com o objetivo de se 

tornarem mais potentes do que os estrogênios do corpo e consequentemente mais ativos. 

Devido a fácil metabolização, hormônios naturais como 17β estradiol e progesterona não 

são adequados para aplicações orais, exceto se forem ingeridos em altas concentrações. 

Por outro lado, os esteróides sintéticos atuam no sistema endócrino e alteram a atividade 

fisiológica mesmo em baixas concentrações (YING et al., 2002). 

Hormônios naturais apresentam solubilidade em água entre 5,75 e 13,25 mg.L-1, 

enquanto os esteróides sintéticos possuem esta solubilidade entre 0,16 e 4,83 mg.L-1. O 

estrogênio sintético mais consumido é o 17α etinilestradiol utilizado em contraceptivos 

que apresenta toxicidade de 10 a 50 vezes maior do que a estrona e o 17β estradiol 

(SEGNER et al., 2003). Este hormônio já foi detectado.em corpos d’água (KOLPIN et al., 

2002; KASPRZYK-HORDERN et al., 2008) em concentrações capazes de levar a feminização 

de peixes, alterações no DNA de espécies aquáticas e no número de células do sistema 

imune (KOLPIN et al., 2002). 

A preocupação com relação a presença de hormônios estrogênios no ambiente 

aquático é ressaltada em publicações que demonstração seu comportamento durante os 

processos de tratamento de água e esgoto, métodos alternativos e eficazes para remoção 

desses compostos e possibilidades de redução do aporte desses compostos no ambiente 

(POJANA et al., 2007; LUO et al., 2014; KUSTER et al., 2010). A Figura 3 apresenta a fórmula 

estrutural dos estrogênios citados. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

                    Figura 3. Fórmula estrutural dos estrogênios 
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2.5. Tratamentos aplicados na remoção de compostos orgânicos em água para 

abastecimento público 

O fim do problema gerado pela presença de poluentes orgânicos em sistemas 

aquáticos deve ser realizado em duas etapas: uma a longo prazo que é a recuperação das 

áreas afetadas e a outra, que deve ser realizada a curto prazo é o desenvolvimento de 

tecnologias de tratamento capazes de remover esses poluentes e de produzir água potável 

para a população. 

Atualmente não há legislação sobre concentrações máximas de produtos 

farmacêuticos no ambiente, apesar de seu potencial impacto sobre o meio ambiente e a 

saúde humana. Com base no princípio da precaução, European Union Water Framework 

Directive produz uma lista atualizada de substâncias prioritárias a cada quatro anos 

(2000/60/CE) e identificou compostos de produtos farmacêuticos como potenciais 

poluentes. 

O Ministério do Meio Ambiente, através do Conselho Nacional do Meio Ambiente 

(CONAMA), na resolução N° 357, de 17 de março de 2005, que “dispõe sobre a classificação 

dos corpos de água e diretrizes ambientais para o seu enquadramento, bem como 

estabelece as condições e padrões de lançamento de efluentes, e dá outras providências”, 

retrata que existem parâmetros aceitáveis para os diferentes usos da água, desde o 

consumo humano até águas para recreação ou atividades esportivas. Tal legislação está 

baseada em normatizações estabelecidas em países desenvolvidos e não trata os fármacos 

como poluentes. Como mostrado anteriormente, o sistema de tratamento de água 

convencional utilizado no Brasil não é totalmente eficaz para remoção dos compostos 

orgânicos (STUMPF et al., 1999; TERNES et al., 1997). No Brasil, ao longo das últimas 

décadas também tem sido observado um intenso processo de urbanização fazendo com 

que áreas sensíveis, próximas a mananciais para abastecimento sejam ocupados de 

maneira desordenada, com conseqüente comprometimento da qualidade da água. É o caso 

do Reservatório do Guarapiranga, cuja ocupação de seu entorno é responsável pela 

deteriorização ambiental e da água (MIERWZA et al., 2008). 

O sistema de tratatamento convencional composto por processos físico-quimicos 

com etapas coagulação, floculação, decantação, filtração e desinfecção, podendo ser 

acrescido de pré e pós-cloração é utilizado para a remoção de partículas, colóides e 
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algumas substâncias dissolvidas sendo em geral, ineficazes para a remoção da maioria dos 

micropoluentes (VAZ et al., 2010). 

As etapas de coagulação e floculação têm como objetivo o aumento das partículas 

que se encontram na forma de suspensão suspensão fina, em estado coloidal ou em 

solução, como bactérias, protozoários e/ou plâncton para que estas possam ser removidas 

pelos processos de sedimentação, filtração ou flotação. O coagulante é adicionado na 

unidade de mistura rápida e, em seguida, a água segue para os floculadores para que a 

ação do coagulante e da agitação promova o encontro dos flocos formados pela 

desestabilização das partículas e sedimentem nos decantadores (VAZ et al., 2010). 

Normalmente, as unidades de coagulação e floculação precedem os decantadores, 

mas dependendo da qualidade da água do manacial, após a coagulação a água pode ser 

enviada diretamente aos filtros em processo conhecido como filtração direta (VAZ et al., 

2010). 

Nos decantadores, os flocos depositam-se no fundo do tanque, formando uma 

camada de lodo, que periodicamente é removida através de lavagens ou descargas. Esta 

etapa precede a etapa de filtração que retém partículas e micro-organismos não 

sedimentados. 

Os filtros podem ser constituídos de antracitro, areia, pedregulhos e cascalhos 

com tamanhos variados (camada suporte). Ao final da filtração a água é recolhida em canal 

para água filtrada e passa pelo processo de desinfecção para eliminação de patógenos. 

Antes da distribuição à população, a água tratada ainda é fluoretada com adição de um 

composto de flúor que tem a finalidade de prevenção de cárie dentária (VAZ et al., 2010). A 

Figura 4 apresenta um esquema do sistema de tratamento convencional de água com 

possíveis pontos de aplicação de substâncias auxiliares. 

 

 

 

 

 

 

 

 



40 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MATAMOROS e SALVADÓ em 2013 avaliaram a remoção de micropoluentes por 

esse processo. As remoções variaram de eliminação irrelevante a 50%, entre os quais 

foram observadas as remoções relativamente altas (20-50%) para os compostos com KOW 

menor do que 4 em pH entre 7 e 8. Em 2014, LUO e colaboradores demonstraram em um 

revisão da literatura que a maioria dos micropoluentes tem baixa taxa de remoção pelos 

processos de coagulação e floculação. Há pequenas diferenças entre as doses e diferentes 

tipos de coagulantes utilizados. O cloreto férrico (FeCl3) atinge taxas consideradas ótimas e 

sulfato de alumínio (Al2(SO4)3) é mais eficaz para a remoção de compostos hidrofóbicos. A 

composição das águas superficiais também pode exercer efeitos positivos ou negativos 

sobre a remoção de micropoluentes durante o tratamento de coagulação-floculação. Por 

exemplo, o ácido húmico dissolvido pode aumentar a eliminação de alguns compostos 

farmacêuticos, tais como o diclofenaco, ibuprofeno e benzafibrato formando complexos 

com esses compostos, como também pode diminuir a remoção de micropoluentes, devido 

à remoção preferencial destes compostos por meio da coagulação. Além disso, o 

desempenho dos processos de coagulação-floculação pode também ser influenciada por 

diversas condições de operação, incluindo as condições de mistura, pH, alcalinidade, 

temperatura, bem como a presença de cátions e ânions que podem interferir no processo 

(LUO et. al, 2014). 

Figura 4. Esquema de tratamento convencional de água, adaptado de FERREIRA FILHO e 
MARCHETTO, 2006 
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Associado ao processo de coagulação-floculação, o uso de cloro é ainda o 

tratamento convencional mais comum para a desinfecção de água potável. Diversos 

estudos sobre a cloração de compostos aromáticos mostraram que a taxa de reação de 

cloro pode ser fortemente influenciada pela presença de diferentes grupos funcionais no 

anel de benzeno. A reação é normalmente rápida nos produtos farmacêuticos que contêm 

aminas, dando origem a cloraminas como produtos de oxidação (PINKSTON e SEDLAK, 

2004). Numerosos estudos demonstram que a utilização de cloro leva a formação de 

compostos tóxicos e o grau de mineralização para uma grande quantidade de compostos 

orgânicos não atinge níveis aceitáveis (GLASSMEYER e SHOEMAKER, 2005 ; BEDNER E 

MACCREHAN , 2006; BEDNER E MACCREHAN , 2006, NEGREIRA et al., 2008; VANDERFORD 

et al., 2008; GERVAIS et al., 2011). 

Tecnologias de tratamentos que podem eficientemente remover poluentes cujo 

aporte seja associado a atividade humana vêm sendo bastante investigada dando-se enfâse 

não só a sua destruição, mas também a eliminação de seu efeito potencial (GUNTEN, 2003; 

Joss, 2005). Neste sentido, podem ser citados sistemas de separação por membranas 

(JACANGELO et al., 1997; HOFMAN et al., 1998; MA et al., 1998; WILBERT et al., 1998; 

NICOLAISEN, 2002; BENTAMA et al., 2004), adsorção em carvão ativado granular 

(SOBECKA, et al., 2006; SPEITEL E DIGIANO, 1987), POA (MELO et al., 2009) para remoção 

de fármacos residuais e interferentes endócrinos em efluentes industriais e domésticos, 

bem como no tratamento de água potável. 

A ozonização pode ser considerada uma tecnologia promissora na remoção de 

estrógenos naturais e sintéticos de águas potáveis e efluentes de ETE devido as altas taxas 

de remoção alcançadas quando baixas doses de ozônio são utilizadas (HUBER et al., 2005). 

Contudo, há relatos de estrogenicidade residual que pode estar associada a formação de 

subprodutos de oxidação (BILA E DEZOTTI, 2007). Com relação a amoxicilina há relatos de 

que a degradação se mostrou eficiente para sua remoção (> 90%), mas a variação de no 

máximo 30% na dosagem de carbono orgânico total (COT) evidencia a formação de 

intermediários recalcitrantes (ANDREOZZI et al., 2005), nessas condições. As desvantagens 

estão relacionadas ao custo de produção do O3, à limitações por transferência de massa do 

O3 gasoso à fase aquosa e à formação de bromatos (DOMENECH et al., 2001). 

Os POA investigados na remoção de interferentes endócrinos de ambientes 

aquáticos são: O3/H2O2, fotocatálise, H2O2/UV. Sob condições de tratamento reais, 
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praguicidas (atrazina e outros herbicidas) e fármacos como amoxicilina, bezafibrato, 

paracetamol (TROVÓ et al., 2008) e tetraciclina (BAUTITZ E NOGUEIRA, 2007) foram 

oxidados com O3/H2O2 e o reativo de fenton (Fe2+/H2O2) em efluente de ETE sob radiação 

solar. A degradação obtida foi superior a 95% para todos os fármacos em intervalos de 

tempo de no máximo 5 min (TROVÓ et al., 2008; BAUTITZ e NOGUEIRA, 2007). Tais 

processos podem ser aplicados tanto na saída das estações de tratamento de esgoto 

quanto nas etapas finais do processo de tratamento de água. 

O carvão ativado é comumente usado no tratamento de água potável para 

remoção de micropoluentes responsáveis pelo gosto e odor desagradáveis e também 

precursores da formação de trihalometanos (THM’s, subprodutos do processo de 

desinfecção que podem aumentar a toxicidade dos efluentes gerados). Estudos de 

remoção de interferentes, fármacos e produtos de uso pessoal (62 compostos), mostraram 

que somente 10% dos compostos são oxidados facilmente pelo cloro, enquanto a adição 

de 5mg.L-1 de carvão ativado em pó (CAP) com 4 horas de contato remove de 50 a >98% 

dos compostos. Consideram, assim, a adição de CAP no processo de tratamento de água 

uma estratégia de custo relativamente baixo para remoção de interferentes endócrinos, 

fármacos e produtos de uso pessoal. Entretanto, a USEPA avalia o carvão ativado granulado 

(CAG) como a melhor tecnologia para remoção de numerosos poluentes orgânicos 

(WESTERHOFF et al, 2005) 

Para a obtenção de água potável, a mineralização completa muitas vezes não é 

viável. Portanto, a avaliação dos produtos das reações e dos subprodutos que resultam da 

oxidação dos componentes da matriz também são um desafio. A cinética e os mecanismos 

de formação de produtos secundários devem ser investigadas com mais detalhe, dado a 

carência de informações sobre sua toxicidade, atividade biológica, e degradabilidade. 

Micropoluentes persistentes podem ser removidos por filtração utilizando membrana 

(nanofiltração e osmose inversa) ou carvão ativado (NGHIEM et al., 2005). No entanto, 

dependendo do tempo de operação, sua capacidade de adsorção ou retenção diminui 

devido à interferência da matéria orgânica natural. Além disso, a incrustação biológica 

pode levar ao entupimento de filtros. Para a sua aplicação com sucesso, ambos processos 

necessitam estratégias melhoradas de regeneração, que evitam a diminuição do seu 

desempenho e o retorno dos micropoluentes para o meio ambiente. 
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2.6. Métodos analíticos para determinação de fármacos e interferentes endócrinos em 

amostras ambientais 

Para a determinação de fármacos, diferentes métodos analíticos são relatados na 

literatura, e podem ser aplicados a amostras ambientais. Um dos grandes problemas 

encontrados é a necessidade do desenvolvimento de metodologias que permitam a análise 

não só dos fármacos, mas também dos metabólitos que podem ser prejudiciais ao meio 

ambiente em concentrações da ordem de µg.L-1 ou ng.L-1. Para tanto, é usualmente 

utilizado o método de extração em fase sólida (SPE) para concentrar e extrair os 

compostos-alvo e técnicas cromatográficas e espectrométricas para separação e deteção 

adequadas (ODAINI et al., 2010; PAILLER et al., 2009; MIGOWSKA et al., 2012; ZHOU et al., 

2012). 

TERNES, em 2001 (TERNES, 2001) fez uma revisão sobre os métodos analíticos 

utilizados na determinação de vários fármacos residuais, atingindo níveis de ng.L-1, em 

diferentes matrizes aquosas. Com relação aos interferentes endócrinos LOPEZ DE ALDA e 

BARCELÓ revisaram métodos para determinação de estrogênios em matrizes aquosas 

(LOPEZ DE ALDA e BARCELÓ, 2001) e utilizaram técnica automatizada de extração em fase 

sólida com separação por cromatografia a líquido de alta eficiência com detecção por 

arranjo de fotodiodos (SPE-HPLC-DAD) para a determinação de hormônios esteróides e 

substâncias sintéticas em amostras de água (LOPEZ DE ALDA e BARCELÓ, 2000 e 2001). 

Para detecção de fármacos residuais em ambiente aquático (efluentes de ETE, em 

águas de rios, de subsolos e água potável) na faixa de μg.L-1 e ng.L-1, os métodos descritos 

na literatura são baseados em SPE-GC-MS (STUMPF et al., 1999; SACHER et al., 2001; XIAO 

et al., 2001; OLLERS et al., 2001; MOL et al., 2000) ou extração em fase sólida com 

separação por cromatografia a líquido de alta eficiência com detecção por espectrometria 

de massas (SPE-HPLC-MS) (HPLC-MS) (FARRÉ et al., 2001; AHRER et al., 2001; LINDSEY et 

al., 2001; HIRSCH et al., 1998; SACHER et al., 2001; TERNES et al., 2001; GOLET et al., 2001; 

Hartig et al., 1999; TERNES et al., 1999, JONHSON et al., 2000). Devido à sua sensibilidade e 

seletividade, a detecção por espectrometria de massas é usada para assegurar a 

identificação das substâncias estudadas. 

Em 2006, RICHARDSON fez uma revisão sobre a utilização da espectrometria de 

massas para determinação de contaminantes emergentes em amostras ambientais e dos 

subprodutos de desinfecção em água potável. A revisão inclui técnicas de limpeza e 
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concentração tanto online quanto offline, separação cromatográfica e técnicas de detecção 

usando espectrômetros do tipo triplo quadrupolo (QqQ), tempo de voo (TOF) e 

quadrupolo-tempo de voo acoplados (Q-TOF). Pode ser citada também a revisão publicada 

por PETROVIC e colaboradores, em 2005, sobre análise de fármacos utilizado o 

acoplamento de cromatografia a líquido com espectrometria de massas (LC-MS) (PETROVIC 

et al., 2005). 

Com relação a determinação de subprodutos de oxidação e metabólitos muitos 

autores utilizam a cromatografia a líquido de alta eficiência acoplada a espectrometria de 

massas de alta resolução conseguindo dessa forma elucidar mecanismos de degradação e 

identificar compostos ainda não relatados (GONZALEZ-MARIÑO et al., 2013; GOMEZ et al., 

2010; BIRKHOLZ et al., 2014; PICÓ, et al., 2008; MAGI et al., 2010; PEREZ-PARADA et al., 

2011). 

 

 

2.7. Justificativa 

Recentemente, o monitoramento de contaminantes orgânicos de origem 

antropogênica no meio ambiente vem ganhando grande interesse, pois muitas dessas 

substâncias são frequentemente encontradas em efluentes de ETEs e águas naturais, em 

concentrações na faixa de μg.L-1 e ng.L−1. No Brasil, esse fato se agrava pela deteriorização 

da qualidade da água dos mananciais utilizados para abastecimento público que recebem 

aporte direto de esgoto doméstico em razão do quadro deficitário de infraestrutura em 

saneamento presente no país. 

O controle do descarte de efluentes líquidos no corpo receptor é estabelecido, no 

Brasil, por legislação federal, CONAMA 357/2005 (BRASIL, 2005) que especifica as 

substâncias e padrões numéricos de emissão. Ao se considerar a grande quantidade de 

substâncias passíveis de serem lançadas no ambiente aquático por atividades industriais, 

verifica-se que o número é muito maior do que as que foram estabelecidas pela legislação. 

Tanto a identificação e detecção de todas as substâncias presentes em efluentes de 

natureza química complexa quanto a possibilidade de se estimar os efeitos dessas 

substâncias sobre a biota aquática ainda são os maiores problemas a serem enfrentados. 

Estudos como o realizados por STACKELBERG e colaboradores (2004) e conduzido 

pelo US Geological Survey e por STUMPF e colaboradores (1999) que avaliaram a presença 
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de diversos contaminantes orgânicos, encontrando dentre eles antibióticos em ETE, em 

ETA, nos rios que as abastecem e em água potável comprovam a resistência desta classe de 

contaminantes aos processos convencionais de tratamento. Destacam-se ainda a questão 

da regulamentação quanto à presença destas substâncias em água potável, ainda hoje 

incipiente por não haver dados suficientes para que se proceda à regulamentação do 

descarte das memas. Deve-se levar em conta ainda que ausência de alguns compostos 

orgânicos não necessariamente implicam sua total remoção na ETE e/ou na ETA. Os 

processos de tratamento podem estar transformando-os em substâncias com toxicidade 

desconhecida ou ainda, sem metodologia analítica que permita sua determinação e 

quantificação. 

A combinação de tecnologias de tratamento convencionais e não convencionais 

em efluentes de ETE permitiriam a remoção desses resíduos envitando a contaminação de 

águas superficiais por essa fonte e, consequentemente, os efeitos em organismos 

aquáticos seriam minimizados. Por outro lado, a água captada pela ETA que estaria 

contaminada por resíduos de fármacos provenientes de outras fontes, como esgoto 

doméstico in natura e efluente rural, após passar pelos processos convencionais de 

tratamento, se submetida aos processos não convencionais anteriormente citados teria 

sua carga orgânica reduzida e, assim, possíveis efeitos prejudiciais à saúde humana seriam 

minimizados. 

Enquanto as análises químicas identificam e quantificam as concentrações das 

substâncias tóxicas, os testes de toxicidade avaliam o efeito dessas substâncias sobre 

sistemas biológicos (Radjénovic et al., 2009). Desse modo, as análises químicas e os testes 

de toxicidade se complementam e torna-se imprescindível a avaliação da toxicidade final 

do efluente, independente dos processos de tratamento aos quais tenham sido 

submetidos. 

Nesse contexto, por meio do monitoramento de compostos orgânicos por HPLC-

DAD e HPLC-MS antes e após a aplicação do tratamento de água, pode-se gerar um melhor 

conhecimento sobre o desempenho das tecnologias de tratamento propostas para a 

remoção de contaminantes orgânicos presentes em mananciais utilizados para 

abastecimento público.  
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3.  Objetivos 

O objetivo geral do projeto é a avaliação da remoção de compostos orgânicos, 

amoxicilina, cafeína, 4-nonilfenol, BPA e 17α etinilestradiol em água para abastecimento 

público pelo processo de tratamento convencional e relacionar as taxas de remoção 

obtidas com a redução de cor, turbidez e variação de pH estabelecidos como parâmetros 

de potabilidade da água pela legislação vigente. 

 

Objetivos Específicos 

 

 Desenvolver metodologia analítica utilizando técnicas cromatográficas e 

espectrométricas para detecção e quantificação das substâncias de interesse; 

 Avaliar procedimentos para limpeza e concentração de amostras, visando ampliar a 

capacidade do método analítico e melhorar a resolução da análise; 

 Determinar interferentes endócrinos, amoxicilina e cafeína em amostras de água do 

Reservatório do Guarapiranga; 

 Avaliar a eficiência de remoção de amoxicilina, cafeína e interferentes endócrinos 

pelo sistema de tratamento convencional de água em escala laboratorial. 
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4. Materiais e Métodos 

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratório Toxinas e Produtos Naturais de 

Algas (LTPNA) do Departamento de Análises Clínicas e Toxicológicas da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas da Universidade de São Paulo e no Departamento de Engenharia 

Hidráulica e Sanitária da Escola Politécnica da Universidade de São Paulo. Estes 

laboratórios disponibilizaram toda a infraestrutura necessária à execução da parte 

experimental do trabalho. 

 

 

4.1. Solventes, reagentes e padrões 

Todos os solventes utilizados apresentavam pureza mínima de grau HPLC e 

encontram-se listados na Tabela 4 juntamente com os demais reagentes utilizados. Os 

equipamentos utilizados encontram-se listados na Tabela 5. A água utilizada em todas as 

análises foi deionisada em sistema MilliQ® com resistividade igual a 18,2 MΩ cm. A AMX foi 

obtida do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saúde (INCS, FIOCRUZ, RJ) sob 

forma de sal tri-hidratado com 98% de pureza. Os padrões BPA, 4-nonilfenol e 17α-

etinilestradiol e os padrões internos amoxicilina (fenil 13C6), cafeína (trimetil 13C3) e 

bisfenol-d12  foram obtidos da Sigma-Aldrich Brasil, em pureza > 99%. A Tabela 6 traz 

informações sobre os padrões analíticos utilizados neste trabalho. 

Tabela 4. Especificação de reagentes solventes orgânicos utilizados 

Solvente Especificação Fabricante 

Metanol (CH3OH) HPLC J.T.Baker, EUA 

Acetonitrila (CH3CN) HPLC J.T.Baker, EUA 

Hidróxido de Amônio (NH4OH) HPLC Fluka, EUA 

Formiato de Amônio (CH5NO2) LC/MS Fluka, EUA 

Ácido Fórmico (CH2O2) LC/MS Fluka, EUA 
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Tabela 5. Especificação da Instrumentação utilizada 

Equipamento Especificação 

Cromatógrafo a Líquido Prominence, UFLC System, Shimadzu 

Cromatógrafo a Líquido Agilent 1290 

Espectrômetro de massas triplo 
quadrupolo (QqQ) 

Agilent TriploQuad 6460 

Interface LC-MS Electrospray (ESI) 

Estação de tratamento de Dados 
Agilent MassHunter 

LabSolution 

Sistema de purificação de água Milli-Q, Direct 6.0 
Banho de ultra-som Elmasonic E60H 

Balança analítica Denver APX-60 
SpeedVac SPD 1010-115, Thermo Electro Corporation® 

 

 

Tabela 6. Nome IUPACb, pureza, marca e número CASa dos compostos determinados 

Compostos 
Número 

CASa 
Marca Pureza Nome IUPACb 

Cafeína 58-08-2 
Sigma-
Aldrich 

98% 
3,7-diidro,1,3,7-trimetil-1H-purino-2,6-

diona 

Amoxicilina 61336-70-7 
INCQS, 

FIOCRUZ 
99% 

(2S,5R,6R)-6-[[(2R)-2-amino-2-(4-
hidroxifenol)acetil-amido]-3, 3- 

dimetil-7-oxo-4-tia-1-azabiciclo[3.2.0] 
heptano-2-ácido carboxílico 

Bisfenol A 80-05-7 
Sigma-
Aldrich 

99% 4,4'-isopropilidenodifenol 

4-nonilfenol 104-40-5 
Sigma-
Aldrich 

99,9% 4-n-nonilfenol 

17α- 
etinilestradiol 

57-63-6 
Sigma-
Aldrich 

99,3% 
19-norpregna-1,3,5(10)-trien-20-ino-

3,17α-diol 

 

4.2 Coleta 

Amostras de água bruta foram coletadas no Reservatório do Guarapiranga cuja 

represa está localizada na Bacia do Alto Tietê, na região sul sudoeste da área metropolitana 

da cidade de São Paulo. A Figura 5 apresenta uma vista geral do Reservatório do 

Guarapiranga. As coletas foram realizadas no período da manhã e as amostras coletadas e 

transportadas em reservatório plástico com tampa. 

 

a
CAS: Chemical Abstracts Service , 

b
IUPAC: International Union of Pure and Applied Chemistry 
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Figura 5. Vista geral do Reservatório do Guarapiranga, localizado na Bacia do Alto Tietê, na região 
sul/sudoeste da área metropolitana da cidade de São Paulo (23°43’50.5”S)  

 

4.3. Preparo dos Padrões 

Soluções estoque (1 mg.mL-1) individuais de cada analito foram preparadas em 

MeOH e água (1:1, v:v) após a pesagem dos padrões em balança analítica com precisão de 

0,01 mg. As soluções de trabalho, em concentrações de até 5 ng.mL-1 foram preparadas por 

diluição direta das soluções estoque. Todas as soluções foram armazenadas em geladeira 

(4 a 8 °C) até o momento de uso. Em razão da instabilidade da amoxicilina, soluções novas 

eram preparadas antes de cada uso. 

Amostras de água sintética foram preparadas dissolvendo-se padrão comercial de 

ácido húmico (Sigma-Aldrich) em NaOH 0,01 mol.L-1 a concentrações finais 5 e 20 mg.L-1. 

Amostras de água sintética fortificada foram preparadas adicionando-se os 

padrões analíticos às amostras de água sintética anteriormente preparadas. A 

concentração final dos analitos nessas amostras foi 2,5 mg.L-1 e 50 µg.L-1 (ZHAO et al., 2012; 

YANG et al., 2010; BALLARD e MACKAY, 2005). As amostras coletadas conforme descrito no 

item 4.2 e as amostras sintéticas preparadas foram caracterizadas por determinação de pH, 

turbidez, cor, carbono orgânico total e absorção em UV254 nm. 
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4.4. Caracterização físico-química das amostras de água  
 
A caracterização físico química permitiu avaliar a qualidade da água bruta e das 

amostras sintéticas quanto aos parâmetros selecionados, tais como pH, turbidez, cor, 

carbono orgânico total (COT) e absorção em UVλ254nm. A caracterização foi realizada após a 

coletas das amostras e, no caso das amostras sintéticas, antes da realização dos ensaios de 

jarros. 

 

4.4.1 Medidas de pH  

A leitura do pH da amostra foi realizada diretamente em pHmetro digital Metrohm 

modelo 827 calibrado diariamente com padrões de pH 4, 7 e 9 da marca Metrohm. 

 

 

4.4.2 Medidas de turbidez 

A determinação da turbidez da amostra foi realizada sem filtração em 

turbidímetro HACH modelo 2100, previamente calibrado com padrões específicos, 

introduzindo-se cubetas de vidro, com capacidade de 30 mL da água a ser analisada. 

 

 

4.4.3. Medidas de cor 

As medidas de cor foram realizadas após filtração em membranas de acetato 

celulose (0,45 µm) pelo método espectrofotométrico do espectrofotômetro Hach DR 2010 

através da conversão dos valores de absorção em λ 455 nm em mg.Pt-Co.L-1.1 

 

 

4.4.4. Determinação de cloro residual 

A determinação de cloro residual foi realizada em espectrofotômetro Hach 

utilizando foi utilizado o reagente específico do equipamento para a análise de cloro livre: 

DPD Free Chlorine powder pillow (Método DPD, N,N-dietil-1,4 fenilenodiamino). As leituras 

são realizadas em 530 nm. 

                                                 
1
 mg.Pt-Co.L

-1
: Escala padronizada para determinação de cor em água (CONAMA 357/2005.) 



51 

 

4.4.5. Determinação da absorção UVλ254 nm 

As medidas de absorção em UVλ254nm foram realizadas em espectrofotômetro 

Thermo. 

 

4.4.6. Determinação de carbono orgânico total (COT) 

As determinações de carbono orgânico total foram realizadas por técnico 

especializado no Departamento de Engenharia Hidráulica e Sanitária da Escola Politécnica 

da Universidade de São Paulo em equipamento da marca Shimadzu, modelo TOC-VCPH. 

 
 

4.5. Método analítico 

4.5.1. Otimização de metodologia analítica por HPLC-DAD e LC-MS para determinação de 

AMX, cafeína, BPA, 17α etinilestradiol e nonilfenol em amostras de água sintética 

A metodologia empregada foi adaptada de Montagner e Jardim (Montagner e 

Jardim, 2011). Todo o material utilizado foi lavado com detergente neutro Extran®, água 

corrente, água ultrapura e seco em estufa por 24h.  

Os experimentos foram inicialmente realizados em HPLC, modelo Prominence, 

marca Shimadzu com detector de arranjos de fotodiodo (DAD). A separação cromatográfica 

foi otimizada variando-se os tipos de coluna, composição e gradiente de fase móvel. Foram 

utilizadas colunas de fase estacionária reversa (C18, Polar RP e Hidro RP) e monitorados os 

comprimentos de onda (λ) máximos de absorção para cada um dos compostos: 232 nm 

(amoxicilina), 273 nm (cafeína), 278 e 280 nm (interferentes endócrinos). O volume 

injetado foi de 10 µL de solução contendo cada padrão em concentração 200 µg.L-1. 

A Tabela 7 apresenta os parâmetros cromatográficos empregados para cada 

método de análise por HPLC-DAD. A conformidade do sistema cromatográfico foi avaliada 

para o método proposto usando HPLC-DAD Os parâmetros: tempo de retenção (Tr), 

comprimento de onda máximo (λ), fator de retenção (k), resolução (R) considerando o pico 

de interesse e o pico anterior mais próximo e fator alargamento (Tf) foram verificados para 

separação dos compostos em uma solução 200 µg.L-1 e calculados pelo software 

LabSolutions da Shimadzu. Curvas analíticas foram preparadas para cada composto com 

concentrações de (5, 10, 50, 100 e 250 µg.mL-1) e construídas em termos de área média de 

três injeções de cada concentração. Para cada concentração foram calculadas as médias 
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das injeções e o desvio padrão relativo. Os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) 

foram obtidos através de 5 injeções do ponto de menor concentração da curva. O limite de 

detecção é considerado 3 vezes maior que a relação sinal/ruído e o limite de quantificação 

é encontrado multiplicando-se essa mesma relação por 10 (ANVISA, 2003). 

  

Tabela 7. Métodos cromatográficos avaliados para a separação da amoxicilina, cafeína e 
interferentes endócrinos 

Método Coluna Dimensões Fase Móvel 
Fluxo 

(mL.min-1) 

1 
Luna C18 

Phenomenex® 
150 x 2 mm, 3 μm 

Acetonitrila (0,1% Ác. 
Fórmico): H2O (pH 3,0) 

0,2 

2 
Polar RP 

Phenomenex® 
150 x 2 mm, 4 μm 

Metanol (0,1% Ác.Fórmico): 
Ác. Fórmico 0,1% (pH 3,0) 

0,2 

3 
Hidro RP 

Phenomenex® 
150 x 2 mm, 4 μm 

Metanol (0,1% Ác.Fórmico): 
Ác. Fórmico 0,1% (pH 3,0) 

0,2 

4 
Hidro RP 

Phenomenex® 
150 x 2 mm, 4 μm 

Metanol/água 0,05% Ác. 
Fórmico (15:85, v:v): Acetato 

Amônio, 5 mMol.L-1, pH 
7,5/MeOH (20:80, v:v) 

0,2 

 

As análises por LC-MS/MS foram relizadas em sistema de cromatografia a líquido 

(Agilent 1290) acoplado a espectrômetro de massas do tipo triplo quadrupolo (Agilent, 

Triplo Quad. 6460) com ionização por electrospray. O método 4 da Tabela 7 Tabela 7foi 

otimizado com objetivo de se adequar a detecção simultânea em modos de ionização 

positivo (amoxicilina e cafeína) e negativo (interferentes endócrinos). Em seguida, o 

gradiente cromatográfico foi alterado com objetivo de se reduzir o tempo total de análise 

sem que houvesse perda de sensibilidade. Foram utilizadas soluções-padrão contendo 

AMX, cafeína, BPA, 17α-etinilestradiol e 4-nonilfenol (100 µg.L-1) preparadas em 

Metanol:Água (1:1, v/v) e em Metanol:Ác. Húmico 5 mg.L-1 (1:1, v/v). 

Os seguintes parâmetros de espectrometria de massas foram otimizados: capilar 

(4000 V), gás de dessolvatação (vazão 12 L.min-1 a 300 °C), gás nebulizante (45 psi), gás de 

bainha (250 °C a 5 L.min-1) e, utilizando o software Optimizer (Agilent MassHunter) as 

transições e energias de colisão a serem utilizadas puderam ser determinadas. As análises 

LC/MS foram realizadas em modo scan (50-500 m/z) e MRM (Monitoramento de Reações 

Múltiplas). 



53 

 

Foram construídas curvas analíticas em MeOH:H2O (1:1, v/v) para cada composto 

com concentrações de 1 ng.mL-1 a 200 µg.mL-1. O volume de injeção foi de 2 µL para todas 

as análises. Cada concentração foi analisada em triplicata. Para construção das curvas 

analíticas foram utilizados como padrões internos amoxicilina (fenil 13C6), cafeína (trimetil 

13C3) e bisfenol-d12 na concentração de 5 µg.mL-1, que foi utilizado como padrão interno 

para os três interferentes endócrinos analisados. As curvas foram construídas em termos 

da razão entre as áreas do analito e do padrão interno dos analitos versus a razão entre 

suas concentrações. Foram realizadas três injeções de cada concentração e calculadas as 

médias das injeções e o desvio padrão relativo. 

 

4.5.2. Extração em fase sólida  

A extração em fase sólida utiliza uma coluna contendo um sorvente apropriado 

para adsorver o analito que é então eluído com solvente específico. A SPE envolve etapas 

de condicionamento do cartucho com solvente adequado para disponibilizar os sítios ativos 

e para ajustar as forças dos solventes de eluição com o solvente da amostra, extração dos 

analitos da amostra, lavagem do cartucho para eliminar possíveis interferentes e eluição 

dos analitos de interesse para posterior análise (SILVA e COLLINS, 2011). 

Foram avaliados três procedimentos de extração em fase sólida descritos na 

literatura (Hilton e Thomas, 2003; LOPEZ DE ALDA e BARCELÓ, 2000; Chen et al., 2002) 

sendo o ajuste de pH, com o objetivos de aumentar a afinidade dos analitos pela fase 

estacionária e a utilização do cartucho OASIS HLB (WATERS), que possui fase estacionária 

constituída de revestimento polimérico com equilíbrio hidrofílico-lipofílico, que permite a 

análise de compostos com diferenças de polaridade (Waters®). A Tabela 8 descreve as 

principais diferenças entre os métodos. 

As extrações foram realizadas a vácuo por meio da fixação dos cartuchos em um 

sistema 12-Port Vacuum Manifold, marca PrepSep. As amostras foram eluídas pelo 

cartucho com o auxílio de uma bomba peristáltica (Ismatec IPC), à vazão de 10 mL.min-1. 
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Tabela 8. Descrição procedimentos de SPE avaliados para concentração de 

amoxicilina, cafeína e interferentes endócrinos em amostras de água 

 

A eficiência da extração em fase sólida foi avaliada pelo teste de recuperação 

estimado pela análise de amostras de água destilada, amostras sintéticas e amostras 

coletadas no Reservatório do Guarapiranga fortificadas com quantidades conhecidas dos 

compostos de interesse e calculada segundo a expressão:  

 

                 
                   

                       
       

Os intervalos aceitáveis de recuperação de acordo com a RE 899 da ANVISA estão 

entre 70 e 120%. 

 

 

Etapa Método 1 Método 2 Método 3 

Cartucho OASIS HLB C18 Oasis HLB 

1ª etapa (ativação 
cartucho) 

6 mL metanol 
5 mL água 

5 mL água (pH 7,5) 

7 mL de 
acetonitrila; 

5 mL metanol; 
5 mL de água 

deionizada 

5 mL metanol 
7 mL acetonitrila 

7 mL água MilliQ® 

2ª etapa (amostra) 400 mL 2000 mL 1000 mL 

3ª etapa (secagem do 
cartucho) 

5 min vácuo 5 min vácuo 15 min com N2 

4ª etapa (clean-up) - 5 mL de água - 

5ª etapa (secagem) 
Secagem por 10 min 

vácuo 

Secagem por 5 min 
vácuo 

5 min fluxo N2 
- 

6ª etapa (eluição 
analito) 

2 x 4 mL metanol 10 mL acetonitrila 4 x 3 mL de acetonitrila 

7ª etapa (secagem 
amostra) 

Fluxo N2 Fluxo N2 Fluxo N2 

8ª etapa 
(Ressuspensão 
amostra eluída) 

200 μL MeOH:H2O, 
(1:1, v/v) 

500 μL metanol 500 μL metanol 
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4.6. Ensaios de Jarros (BALLARD e MACKAY, 2005; HYUNG e KIM, 2009) 

A eficiência de remoção dos compostos orgânicos pelo tratamento convencional 

(coagulação-floculação) foi avaliada através de ensaios de bancada realizados no 

equipamento jar-test (ensaios de jarros). O jar-test é um equipamento de reatores 

estáticos constituído de 6 jarros com volume de 2 L. com gradiente de velocidade entre 10 

e 2000.s-1 que simula os processos de tratamento de água como ocorre em uma ETA. As 

fases do ensaio de jarros correspondem na prática as três etapas do processo: dispersão 

rápida do coagulante (coagulação), floculação e decantação. 

Para avaliação da remoção dos compostos orgânicos de interesse neste trabalho 

foram otimizados os seguintes parâmetros: concentração de oxidante (1-10 ppm de Cl-, na 

forma de NaClO), tempo de pré-oxidação (5-30 min), concentração de coagulante (10-100 

mg.L-1 de FeSO4) e pH ótimo de coagulação (3-11). Levou-se em conta ainda, como 

limitante para a concentração do oxidante a concentração máxima de cloro residual 

permitida na água para consumo humano de 2 mg.L-1 (Brasil, 2014). Os parâmetros de 

execução dos jar-test foram adotados e não foram modificados, pois o objetivo do trabalho 

não era a otimização dos parâmetros de mistura rápida, floculação e sedimentação. 

Amostra de água coletada no reservatório do guarapiranga, soluções de ácido 

húmico 5 e 20 mg.L-1 tanto fortificadas com os analitos em duas concentrações (2,5 mg.L-1 

e 50 µg.L-1) quanto sem fortificação e o branco preparado em água destilada tanto 

fortificado quanto sem fortificação na mesma concentração da amostra foram utilizadas 

para avaliação da remoção dos compostos orgânico. Os ensaios foram realizados 

utilizando-se cloro, na forma de NaClO como pré-oxidante e desinfetante (ao final do 

tratamento) e Fe2(SO4)3 como coagulante. Além disso, foram realizados ensaios com carvão 

ativado em pó em concentração de 20 mg.L-1. São os valores normalmente utilizados nas 

estações de tratamento para águas com essa qualidade (WESTERHOFF et al., 2005). Antes 

do uso o CAP foi hidratado em água ultrapura e seco em estufa por 24h. 

O pH da água foi monitorado em todos os procedimentos dos ensaios de jarros foi 

monitorado e, após a adição do pré-oxidante, a água foi deixada sob forte agitação (250 

rpm) por 10 min. O coagulante foi então adicionado, e, após esta etapa, a água 

permaneceu sob agitação de 220 rpm por um período de 1 min (mistura rápida), seguida 

de 40 rpm por 10 min (1ª fase da floculação), mais 10 min a 30 rpm (2ª fase da floculação) 

e, consecutivamente, a 15 rpm por mais um período de 10 min (mistura lenta). Após o 
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período destinado a coagulação-floculação, as amostras permaneciam sedimentando por 

30 min, sem agitação nenhuma. Decorrido o período de sedimentação, o sobrenadante foi 

submetido à filtração em filtros qualitativos (0,8 – 8 µm). Após cada etapa do tratamento 

foram feitas medidas de cor, turbidez, absorção em UVλ254 nm de acordo com os 

procedimentos descritos no item 4.4. Ao final do ensaio, foram realizadas medidas para 

determinação de cloro residual e retiradas de alíquotas para determinação de amoxicilina, 

cafeína e interferentes endócrinos por LC-DAD e LC-MS/MS. As amostras provenientes dos 

ensaios utilizando amostras fortificadas com os analitos em concentração de 2,5 mg.L-1 

foram analisadas diretamente e aquelas proveninetes dos ensaios utilizando amostras 

fortificadas com os analitos em concentração de 50 µg.L-1 foram concentradas a 125 µg.mL-

1 em MeOH:H2O (1:1, v:v) utilizando speedvac. 

Os ensaios de otimização foram realizados apenas uma vez, com triplicatas das 

leituras de cor, turbidez, absorção em λ254nm. Os resultados apresentados são as médias 

dessas três leituras. Os experimentos para avaliação da remoção dos compostos orgânicos 

foram realizados da seguinte forma utilizando os 6 jarros do equipamento: branco de água 

destilada, branco fortificado, duplicata de amostra e duplicata de amostra fortificada. 

Foram realizadas triplicatas das leituras de cor, turbidez, absorção em λ254 nm e das análises 

por LC-DAD e LC-MS/MS. Os gráficos são apresentados em termos das médias dos 

resultados encontrados para essas análises. A Figura 6 apresenta a realização do ensaio de 

jarros. 

 

 

 

Figura 6. Foto da realização do ensaio de jarros 



57 

 

4.6.1. Análise estatística dos dados 

A análise estatística dos dados foi feita utilizando o software Prism 5.0. Os dados de 

cada etapa (inicial, pré-cloração, coagulação-floculação-sedimentação, final) foram 

comparados pela análise de variância (ANOVA) seguido do teste de Bonferroni. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



58 

 

5. Resultados e Discussão 

5.1. Caracterização físico química das amostras 

O pH das amostras coletadas foi determinado cerca de 2 horas após a coleta e das 

amostras sintéticas cerca de 30 min após o preparo das soluções. Os valores encontrados 

encontravam-se com valores entre 6,5 e 7,0 dentro da faixa para as águas naturais de 

superfície, em geral, entre 6,0 e 9,0 (BRASIL,2005). Os resultados de caracterização físico 

quimica das amostras está representado na Tabela 9. Os valores encontrados encontram-

se dentro do estabelecido pela Resolução CONAMA 357 do Ministério do Meio Ambiente 

para águas classe 2, ou seja, que podem ser destinadas ao abastecimento público após 

tratamento convencional (BRASIL, 2005) que é o objetivo do trabalho. 

Tabela 9. Características físico-químicas das amostras sintéticas e da amostra coletada no 
reservatório do Guarapiranga 

 CONAMA 357 5 mg.L-1 20 mg.L-1 
Reservatório 
Guarapiranga 

Turbidez Até 100 NTU* 3,6 NTU 6,1 NTU 3,8 NTU 

pH 6,0 – 9,0 7,1 6,9 7,6 

Absorção UV254nm -- 0,123 0,573 0,116 
COT  3,23 4,1 4,6 
Cor Até 75 mg Pt-Co/L 29,8 mg Pt-Co/L 33,8 mg Pt-Co/L 46 

*NTU – Unidade nefelométrica de turbidez 

 

A determinação de turbidez permite evidenciar alterações na água. Uma turbidez 

alta (acima de 100 NTU) faz com que as partículas em suspensão reflitam a luz, fazendo 

com não chegue aos organismos aquáticos. Relata-se que as partículas suspensas podem 

servir de proteção contra a ação de desinfetantes a vírus e bactérias que podem alorjar-se 

nelas. Dessa forma, a turbidez passa a ser considerada também sob o ponto de vista 

sanitário (VAZ et al., 2010) e por isso é considerada um padrão de qualidade da água. A cor 

nas águas pode suprimir os processos fotossintéticos nos cursos d’águas e ser resultado 

dos processos de decomposição da matéria orgânica dissolvida. Até recentemente não 

eram associados inconvenientes sanitários à presença de cor na água, porém passou a 

chamar atenção depois da constatação de que os materiais dissolvidos, causadores da cor, 

são precursores de substâncias potencialmente carcinogênicas (ZHAO et al., 2012). 
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As medidas de carbono orgânico total e absorção em UV254nm são parâmetros de 

monitoramento da concentração de compostos orgânicos presentes em águas naturais que 

indicam não somente o potencial da fase líquida para formação de THM’s, mas também o 

sucesso do processo de coagulação responsável pela remoção de precursores dos 

subprodutos de desinfecção (FERREIRA FILHO E SAKAGUTI, 2008; FERREIRA FILHO E 

MARCHETTO, 2006). 

 

5.2. Método analítico 

5.2.1 Otimização de metodologia analítica por LC-DAD e LC-MS para determinação de 

amoxicilina, cafeína, bisfenol A, 17α etinilestradiol e nonilfenol em amostras de água 

sintética 

Inicialmente, o método desenvolvido por Montagner e Jardim e publicado em 

2011 foi avaliado para separação dos analitos (Método 1, Tabela 7). O método utilizava 

coluna Luna C18 Phenomenex® e consistia de gradiente binário de acetonitrila e água 

acidificada (pH 3,0) com a proporção de acetonitrila variando de 10% a 90% em 30 min. Em 

seguida, durante 5 min essa proporção aumenta para 92% e em 2 min para 95%. 

Finalmente, essa proporção diminui de 95 para 10% de acetonitrila nos últimos 3 min 

sendo mantida dessa maneira por mais 5 min totalizando um total de 45 min de análise 

(Tabela 10). O longo tempo de análise se justifica pelo fato de se tratar de compostos de 

diferentes classes com propriedades químicas diferentes e a possibilidade de permitir a 

separação de produtos de degradação que pudessem ser formados ao longo dos processos 

de tratamento. O cromatograma obtido para a separação dos compostos por essa 

metodologia está representado na Figura 7. 
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Tabela 10. Gradiente binário utilizado para separação cromatográfico de cafeína, AMX e 
interferentes endócrinos em coluna Luna C18 Phenomenex® com detecção por DAD 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A determinação empregando o DAD possibilita a identificação no cromatograma 

do pico referente ao analito de interesse pelo espectro de absorção no UV característico de 

cada composto. A Figura 8 apresenta os espectros de absorção de cada composto com o 

respectivo λmáx utilizado em todas as análises por LC-DAD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tempo (min) %Acetonitrila 

0 10 
30 90 
35 92 
37 95 
40 5 
45 5 

Figura 7. Cromatograma obtido nos comprimentos máximos de absorção dos compostos 

de interesse: (1) Amoxicilina, 232 nm; (2) Cafeína, 273 nm (3) Bisfenol A; 278 nm (4) 17α 

etinilestradiol; 280 nm (5) 4-nonilfenol, 278 nm utilizando coluna Luna C18 a 30 °C com 

gradiente binário de acetonitrila e água acidificada (pH 3,0) 
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Esse método foi adaptado em razão do baixo tempo de retenção da amoxicilina 

que é mais polar do que os demais compostos avaliados. Observou-se também que não 

havia separação entre picos próximos com absorção em 232 nm que poderiam ser 

possíveis produtos de degradação desse composto. O primeiro passo dessa otimização foi a 

troca do solvente de fase móvel para metanol e posteriormente a utilização das colunas 

Polar RP Phenomenex® e Hidro RP Phenomenex® que melhoram a retenção de compostos 

polares suportando maiores proporções de água ou tampão. Na separação utilizando 

coluna Polar RP Phenomenex® (método 2, Tabela 7), a amoxicilina continuou apresentando 

baixa retenção e os picos referentes aos demais compostos apresentavam baixa pureza de 

pico, calculada pelo software LabSolutions (Figura 9). 

Figura 8. Espectros de absorção no UV para a amoxicilina, cafeína e interferentes endócrinos 

AMX 
Cafeína 

BPA = 4-nonilfenol 17α-etinilestradiol 
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Figura 9. Cromatograma obtido nos comprimentos máximos de absorção dos compostos de 

interesse nos comprimentos máximos de absorção dos compostos de interesse: (1) Amoxicilina – Tr 

2,8 min, 232 nm (2) Cafeína – Tr 14,6 min, 273 nm (3) Bisfenol A – Tr 22,6 min, 278 nm  (4) 17α-

etinilestradiol – Tr 29,122 min, 280 nm (5) 4-nonilfenol – Tr 39,9 min, 278 nm utilizando coluna 

PolarRP a 30 °C com gradiente binário de acetonitrila e água acidificada (pH 3,0) 

A coluna Hidro RP Phenomenex® foi testada (método 3, Tabela 7) com gradiente 

binário (Tabela 11) composto por metanol e água acidificada com ácido fórmico (pH 3,0). A 

temperatura da coluna foi mantida a 30°C durante toda a análise. O ácido de escolha foi o 

fórmico por ser volátil e adequado ao acoplamento com espectrometria de massas.  

Tabela 11. Gradiente binário utilizado para separação cromatográfico de cafeína, amoxilina 
e interferentes endócrinos em coluna Hidro RP Phenomenex® com detecção por DAD 

 

Tempo (min) %MeOH 

0 5 
5 5 

32 90 
35 95 
40 5 
45 5 

 

A conformidade do sistema cromatográfico foi verificada para esse método. Os 

parâmetros: tempo de retenção (Tr), comprimento de onda máximo (λ), fator de retenção 

(k’), resolução (R) considerando o pico de interesse e o pico anterior mais próximo e fator 

alargamento (Tf) foram verificados para separação dos compostos em uma solução 200 µg. 

L-1 usando o detector DAD. A análise cromatográfica foi repetida três vezes e as variações 

nos tempos de retenção dos compostos não ultrapassou 0,2 min e, no comprimento de 

2 

4 

3 

1 

5 
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onda máximo dos compostos, quando houve variação, estas não foram maiores do que 1 

nm. Os compostos foram analisados nos cromatogramas obtidos em comprimento de onda 

igual ao λ máximo característico de cada um. Houve separação completa e o fator de 

retenção condiz com os tempos de retenção obtidos. Os valores do fator alargamento 

estiveram entre 1,2 para o etinilestradiol e 2,5 para a cafeína. A Figura 10 apresenta o 

cromatograma representativo dessa análise.  

 

Figura 10. Cromatograma obtido nos comprimentos máximos de absorção dos 

compostos de interesse nos comprimentos máximos de absorção dos compostos de 

interesse: (1) Amoxicilina – Tr 2,8 min, 232 nm (2) Cafeína – Tr 14,6 min, 273 nm (3) 

Bisfenol A – Tr 22,6 min, 278 nm (4) 17α-etinilestradiol – Tr 29,122 min, 280 nm (5) 4-

nonilfenol – Tr 39,9 min, 278 nm utilizando coluna Hidro RP Phenomenex® a 30 °C com 

gradiente binário de acetonitrila e água acidificada (pH 3,0) 

 

Tabela 12. Verificação da conformidade do sistema cromatográfico 
 

 Tr λ Tf R k’ 

Amoxicilina 16.7 232 1.403 - 0,293 
Cafeína 19.1 273 2.465 3.035 0,729 

Bisfenol A 27.7 278 1.383 14.107 1,898 
17α etinilestradiol 29.9 280 1.294 6.591 2,18 

4-nonilfenol 36.1 278 1.356 46.791 4,116 

As concentrações utilizadas para a construção das curvas analíticas foram: 5, 10, 

50, 100, 250 µg.mL-1.  Foram realizadas 3 leituras de cada ponto (n=3) das curvas e a partir 

dos dados obtidos, foram processados os gráficos de linearidade para cada composto 

estudado, demonstrando a inclinação das retas, utilizando o programa PRISMA 5.0. A 
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Figuras de 11 a 15 mostram os gráfico de linearidade para amoxicilina, cafeína, bisfenol A, 

17α-etinilestradiol e 4-nonilfenol.  

Os desvios padrão relativos calculados ficaram abaixo de 2% para todos os pontos 

da curva variando entre 0,14 e 1,04. Na Tabela 13 são exibidas as equações das retas para 

os gráficos da amoxicilina, cafeína, 17α-etinilestradiol e 4-nonilfenol. Os coeficientes de 

determinação (r2) também são apresentados e segundo a Resolução 899/2033 da ANVISA, 

correlações (R) 0,99 e (r²) são aceitáveis. Assim, é possível afirmar que a linearidade do 

método é satisfatória. 
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Figura 11. Gráfico de linearidade para a amoxicilina 
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Figura 12. Gráfico de linearidade para a cafeína 
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Figura 13. Gráfico de linearidade para o bisfenol A 
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Figura 14. Gráfico de linearidade para o 17α etinilestradiol 
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Figura 15. Gráfico de linearidade para o 4-nonilfenol 
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Tabela 13. Equações das retas e coeficientes de determinação do estudo de linearidade do 

método para determinação dos analitos por LC-DAD 

Analito Equação da reta r2 

Amoxicilina y = 28063x + 8315,1 1,00 
Cafeína y = 18152x - 39400 0,9987 

Bisfenol A y = 50117x + 128589 0,9995 
17α-etinilestradiol y = 16302x + 17359 0,9997 

4-nonilfenol y = 15669x - 36347 0,9992 

Por estarem presentes em baixas concentrações em matrizes ambientais que 

podem ser complexas, os acoplamentos da cromatografia a líquido com detecção por 

diferentes estágios de espectrometria de massas torna-se necessárrio. Dessa forma, foram 

testados gradientes de separação que se adequassem a detecção em modo de ionização 

positivo e negativo de ionização por electrospray. Uma mistura de metanol e ácido fórmico 

e de metanol com acetato de amônio foi testada como fase móvel em diferentes 

proporções. Concentrações de metanol acima de 15% no ínicio da análise sem a utilização 

de ácido fórmico não resultou na obtenção de picos simétricos da AMX e da cafeína. Por 

outro lado, proporções de ácido fórmico acima de 0,1% mesmo que no início da análise 

não favoreceram a ionização em modo negativo dos interferentes endócrinos (BPA, 17α-

etinilestradiol e 4-nonilfenol). Essas análises foram realizadas em scan de 50 a 500 m/z até 

que um gradiente de separação adequado fosse obtido. A Figura 16 apresenta o 

cromatograma relativo a tentativa inicial de separação dos analitos. 

 

Figura 16. Cromatograma de separação da AMX (1), ácido amoxilóico (2) e cafeína (3) em modo 

positivo de ionização por electrospray e interferente endócrinos (4) que deveriam ter sinal a partir 

de 20 min em modo negativo de ionização por electrospray, scan 50-500 m/z 
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O método 4 da Tabela 7 foi então otimizado. A melhor separação foi obtida com 

gradiente que consistia em mistura A e B conforme descrito na Tabela 14 e o gradiente de 

separação encontra-se descrito na Tabela 15. O cromatograma obtido nessa análise está 

representado na Figura 17. 

Tabela 14. Composição da fase móvel para análise dos analitos por LC-QqQ 

A Metanol: 0,05% Ác. Fórmico (15:85) 

B Acetato Amônio, 5 mMol.L-1, pH 7,5:MeOH (20:80) 

  

Tabela 15. Gradiente binário utilizado para separação cromatográfica de cafeína, AMX e 
interferentes endócrinos com detecção por espectrometria de massas 

Tempo (min) % B 

0 0 

5 0 
32 100 
35 100 
40 0 
45 0 

  

 

 
 
 

 
 

Para cada pico cromatográfico foi obtido o espectro de massas em scan de 50-500 

m/z. Os íons [M+H]+ foram observados nos espectros de massas da cafeína (195 m/z), 

representado na Figura 18, e da amoxicilina (366 m/z). No espectro de massas da 

Figura 17. Cromatograma de separação de AMX (1) Amoxicilina (2) Cafeína em modo positivo de 

ionização (3) BPA (4) 17α-etinilestradiol (5) 4-nonilfenol, em modo negativo de ionização por 

eletrospray, scan 50-500 m/z. 
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amoxicilina, representado na Figura 19 ainda se observa o íon de 349 m/z que corresponde 

a perda de NH3, característica dessa molécula (LAMM et al., 2009).  

 

 

 

 

 

Devido à instabilidade do anel β-lactâmico que degrada rapidamente mediante 

pequenas variações de pH, podem ser observados também picos referentes a produtos de 

degradação da amoxicilina tais quais representados na Figura 2. Esses produtos de 

degradação são caracterizados pelos íons de 340 m/z seguido da perda de NH3 que leva ao 

íon 323 m/z referentes ao ácido penilóico como pode ser observado na Figura 20. É 

descrito na literatura que os produtos de degradação da amoxicilina obtidos em meio ácido 

ou básico são os mesmos, o que muda é a ordem em que eles são formados devido à 
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Figura 19. Espectro de massas da amoxicilina (Tr 3,4 min), ESI-QqQ em modo de ionização 

positivo; [M+H]+ = 366 m/z e [M+H – NH3]
+ = 349 m/z 

Figura 18. Espectro de massas da cafeína (Tr 14,2 min), [M+H]+ 195 m/z, ESI-QqQ em modo 

positivo de ionização 
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mudança no mecanismo de degradação (NÄGELE, 2005; LAMM et al., 2009; PEREZ-

PARADA, 2011). Tal fato foi comprovado em experimentos preliminares a este trabalho.  

 

 

 

Outros íons observados de m/z 398 e 381 (Figura 21) são resultado da metilação 

da molécula de amoxicilina que ocorre devido a utilização de metanol como diluente e na 

fase móvel (GRUJIC et al., 2008). Como não se trata de um degradado produzido em 

condições que possam ocorrer naturalmente no ambiente aquático este composto não 

será monitorado nas próximas etapas do trabalho.  
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Figura 20. Espectro de massas do produto de degradação da amoxicilina, Tr 4,5 min ESI-QqQ em 
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Figura 21. Espectro de massas do produto do metil-éster de amoxicilina, Tr 11,8 min, ESI-QqQ 

em modo de ionização positivo 
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Os interferentes endócrinos BPA, 17α-etinilestradiol e 4-nonilfenol foram 

identificados em modo negativo de ionização pelos respectivos íons [M-H]-. Os espectros 

de massas dessas substâncias são representados nas Figuras 22 a 24. 
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Figura 22. Espectro de massas do BPA (Tr 25,5 min), [M-H]- = 227 m/z, ESI-QqQ em modo 

negativo de ionização 

Figura 23. Espectro de massas do 17α-etinilestradiol (Tr 28,5 min), [M-H]- 295 m/z, ESI-QqQ 

em modo negativo de ionização 
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A utilização de mais de um estágio de espectrometria de massas (MSn) permite o 

aumento da seletividade e sensibilidade do método possibilitando que limites de detecção 

smais baixos sejam alcançados já que transições específicas de cada compostos são 

monitoradas. A otimização dos parâmetros para utilização do modo MRM foi inicialmente 

realizada, baseada no artigo (MAGI et al., 2010) através da injeção dos padrões individuais 

em concentração 100 µg.L-1 dissolvidos em MeOH:Água (1:1, v/v) e confirmada pelo 

software Optimizer (Agilent MassHunter) que determina automaticamente as voltagens 

ótimas de fragmentor e energia de colisão para cada fragmento obtido. Essas condições 

ótimas foram confirmadas pelo método clássico (passo a passo). Os resultados são 

apresentados na Tabela 16. 

Tabela 16. Parâmetros de espectrometria de massas utilizados em modo MRM 

Analito 
Íon 

precursor 
Íon 

produto 
Energia de 

colisão 
Fragmentor 

Modo de 
ionização 

Amoxicilina 366 349 0 70 Positivo 

Ác. Penilóico 340 323 0 70 Positivo 

Amoxicilina metil ester 398 160 0 70 Positivo 

Cafeína 195 135 10 130 Positivo 

Bisfenol A 227 212 13 138 Negativo 

17α-etinilestradiol 295 145 33 176 Negativo 

4-nonilfenol 219 106 17 134 Negativo 
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Figura 24. Espectro de massas do 4-nonilfenol, Tr 32 min, [M-H]- 295 m/z, ESI-QqQ em modo 

negativo de ionização 
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A análise dos valores de fragmentor e energia de colisão obtidos para os 

interferentes mostra que condições mais energéticas do que as aplicadas para amoxicilina 

são necessárias para obtenção dos fragmentos necessários a caraterização dessas 

moléculas. O mecanismo de fragmentação desses compostos foi descrito em artigo 

publicado por MAGI e colaboradores em 2010 e está representado na Figura 25. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Mecanismos de fragmentação propostos para o BPA, 17α-
etinilestradiol e 4-nonilfenol propostos por  Magi et al., 2010 

Os demais parâmetros otimizados e apresentados na parte experimental seguiram 

os seguintes intervalos: capilar 3000-4500 V, gás de dessolvatação 250 – 350 °C e 9-12 

L.min-1, gás nebulizante 35-55 psi e gás de bainha 200 – 300 °C e 4 a 9 L.min-1. Os valores 

finais (250 °C a 5 L.min-1) foram escolhidos em termos de intensidade e estabilidade do 

sinal (durante a injeção da solução individual de cada padrão). A Figura 26 mostra a 

otimização dos valores de vazão e temperatura do gás de bainha. O gráfico foi construído 

com a média de 3 replicatas e os dados são apresentados em termos de intensidade 

relativa do sinal. As barras de erros não são apresentadas no gráfico, pois os desvios das 

medidas ficaram em torno de 0,5%. O cromatograma representativo da separação dos 

compostos com detecção em modo MRM é apresentado na Figura 27. 
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A partir dessa análise, diversas proporções entre as fases A e B foram testadas até 

que se reduzisse o tempo de análise para 20 min, sem que houvesse perda de intensidade 

no sinal de cada uma das transições monitoradas. A proporção da mistura B da fase móvel 

(Tabela 14) foi alterada para 90% de metanol. Essa mistura não foi utilizada por 5 min 

favorecendo a ionização em modo positivo e a retenção da amoxicilina utilizando apenas o 

componente A (metanol e ácido fórmico) da fase móvel. Em 1 min a proporção de B passa 

a 70% chegando a 100% em 3 min e sendo mantida dessa forma por 6 min. O gradiente 

retorna a proporção inicial em 2 min e são necessários mais 3 min para equilíbrio. O tempo 

Figura 27. Cromatograma de íons totais da separação de (1) Amoxicilina, (2) Ác. Amoxilóico, (3) 

Amoxicilina metil éster, (4) Cafeína em modo positivo de ionização e (5) Bisfenol A (6) 17α-

etinilestradiol (7) 4-nonilfenol em modo negativo de ionização por eletrospray em modo MRM 

das transições descritas na Tabela 15. 

Figura 26. Otimização dos valores vazão e temperatura do gás de bainha 

1 2 
3 

4 

5 
7 

6 



74 

 

total de análise é de 20 min. O volume de injeção foi de 2 µL e a coluna mantida a 30 °C 

durante toda a análise. Esse gradiente otimizado é apresentado na Tabela 17. Os 

cromatogramas representativos da separação obtida são representados na Figura 28 e na 

Figura 29. 

Tabela 17. Gradiente Cromatográfico para separação dos analitos de interesse 

Tempo (min) %B 

0 0 

5 0 
6 70 
9 100 

15 100 
17 0 
20 0 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Cromatograma de íons totais da separação de (1) Amoxicilina (2) Ác. Amoxilóico (3) 

Cafeína em modo positivo de ionização por eletrospray e (4) BPA (5) 17α-etinilestradiol; (6) 4-

nonilfenol em modo negatico de ionização eletrospray utilizando gradiente da Tabela 17, 

detecção em modo MRM  
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A Figura 29 evidencia os picos referentes a transição 340 m/z > 323 m/z que se 

explica pela presença dos isômeros R e S do ácido amoxilóico nas soluções (PEREZ-PARADA, 

et al. 2011; NAGELE e MORITZ, 2005). Como a amoxicilina se degrada rapidamente com a 

abertura do anel β lactâmico, a presença desses compostos no ambiente aquático não 

representa risco à biota, mas pode ser usada como indicativo do aporte de efluentes 

contendo concentrações consideráveis de amoxicilina e outros medicamentos utilizados 

em terapia combinada.  

As curvas analíticas construídas em termos da razão entre a área média de três 

leituras das concentrações estudadas (1, 10, 100, 10 ng.mL-1, 100  e 200 µg.mL-1) e a área 

do padrão interno (amoxicilina (fenil 13C6) e cafeína (trimetil 13C3), para modo positivo e 

bisfenol-d12 para o BPA em modo negativo) versus a razão entre suas concentrações 

Figura 29. Cromatograma MRM da separação de (1) Ác. Amoxilóico - 340 m/z > 323 m/z (2) 

Amoxicilina – 366 m/z > 349 m/z (3) Cafeína - 195 m/z > 138 m/z em modo positivo de ionização 

por eletrospray e (4) BPA - 227 m/z > 212 m/z (5) 17α-etinilestradiol – 296 m/z > 145 m/z; (6) 4-

nonilfenol – 219 m/z > 106 m/z em modo negativo de ionização eletrospray utilizando gradiente 

da Tabela 6, detecção em modo MRM 
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(padrão interno 5 µg.mL-1) resultaram em coeficientes de determinação adequados a 

métodos analíticos de acordo com a Resolução 899/2003 da ANVISA (BRASIL, 2003). Não 

foi possível a utilização do e bisfenol-d12 como padrão interno para análise de 17α-

etinilestradiol e 4-nonilfenol. Os desvios padrões relativos de cada ponto das curvas são 

apresentados na forma de barra de erros nos gráficos de linearidade. Os limites de 

quantificação e detecção calculados são superiores aos obtidos com o método utilizando 

HPLC-DAD sendo mais adequado à análise de amostras com concentrações mais baixas 

desses analitos. Outra vantagem associada a técnica encontra-se na seletividade do modo 

MRM evitando que outros compostos interfiram na determinação dos analitos de 

interesse. As Figuras de 30 a 34 apresentam os gráficos de linearidade da AMX, cafeína, 

BPA, 17α- etinilestradiol e 4-nonilfenol e a Tabela 18 as figuras de mérito obtidas. 

 

Figura 30. Gráfico de linearidade para a AMX 
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Figura 31. Gráfico de linearidade para a cafeína 

 

Figura 32. Gráfico de linearidade para o BPA 
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Figura 33. Gráfico de linearidade para o 17α-etinilestradiol 

 

Figura 34. Gráfico de linearidade para o 4-nonilfenol 

 
Tabela 18. Equações das retas, coeficientes de determinação, LD e LQ do estudo de 

linearidade do método para determinação dos analitos por LC-MS/MS 

Analito Equação da reta r2 LD LQ 

Amoxicilina y = 0,7911x + 0,2252 09992 32,8*  110* 
Cafeína y = 0,0008x + 0,1362 0,9988 11,9* 40,0* 

Bisfenol A y = 0,0011x - 1,2551 0,9773 15,14** 47,8** 
17α-etinilestradiol y = 0,0038x - 62,41 0,9601 22,9** 70,28** 

4-nonilfenol y = 0,1966x - 1867 0,9916 77,8** 118,5** 

*ng.mL-1 **µg.mL-1 
 

 

 

 

 

 

0 

100 

200 

300 

400 

500 

600 

700 

800 

0,0E+00 5,0E+04 1,0E+05 1,5E+05 2,0E+05 2,5E+05 

Á
re

a 

Concentração ng.mL-1  

17α-etinilestradiol 

0,0E+00 

5,0E+03 

1,0E+04 

1,5E+04 

2,0E+04 

2,5E+04 

3,0E+04 

3,5E+04 

4,0E+04 

4,5E+04 

0,0E+00 5,0E+04 1,0E+05 1,5E+05 2,0E+05 2,5E+05 

Á
re

a 
 

Concentração ng.mL-1  

4-nonilfenol 



79 

 

5.2.2. Testes de Recuperação – Extração em fase sólida 

A escolha do método mais adequado à concentração dos analitos foi realizado por 

LC-DAD. A capacidade de recuperação do método analítico, foi avaliada através da 

fortificação de amostras coletadas do Reservatório Guarapiranga em concentração 500 

µg.L-1. Antes do procedimento de extração 1 L de amostra teve seu volume reduzido a 

aproximadamente 400 mL em liofilizador. O método que apresentou maior recuperação foi 

o método 1 da Tabela 8 utilizando cartuchos OASIS HLB (Waters) que contém 500 mg de 

fase sólida indicados para adsorver simultaneamente compostos polares e apolares do 

meio aquoso. Os cartuchos foram condicionados com 6 mL de metanol, 5 mL de água 

deionizada e 5 mL de água deionizada em pH 7,5. Em seguida, as amostras com pH 

ajustado a 7,5 com ácido fórmico e/ou hidróxido de amônio foram passadas pelo cartucho 

e secas sob vácuo por aproximadamente 15 min. A eluição foi realizada com 2 x 4 mL de 

metanol e o volume final seco em fluxo de N2 e ressuspensas em 1 mL de MeOH:H2O (1:1, 

v/v). Antes da análise cromatográfica foram filtradas em membrana com poro 0,45 µm.  As 

recuperações obtidas variaram entre 65-90%. As amostras submetidas ao processo de SPE 

sem fortificação não resultaram em concentrações detectáveis de nenhum dos compostos 

estudados. 

Volumes de 500 mL de água sintética (5 mg.L-1) e de água destilada fortificadas 

com concentrações 50 ng.L-1, 50 µg.L-1 e de 500 µg.L-1 foram utilizadas para avaliar a 

capacidade de extração dos analitos de interesse em diferentes concentrações. O 

procedimento de SPE foi o mesmo, mas o volume final de ressuspensão foi de 200 µL 

devido às concentrações utilizadas. Apesar das taxas de recuperação nessas concentrações 

serem baixas principalmente para amoxicilina e para o 4-nonilfenol, os resultados obtidos 

são similares para água destilada e para soluções de ácido húmico, e, associados às taxas 

de recuperação obtidas quando uma concentração mais alta dos analitos foi avaliada em 

amostras coletadas do Reservatório Guarapiranga comprovam que o método utilizado é 

capaz de eliminar possíveis interferentes da matriz sendo adequado para limpeza e 

extração de amostras ambientais. A Tabela 19 e a Tabela 20 resumem os resultados 

obtidos. Observa-se que recuperações mais altas foram obtidas quando amostras mais 

concentradas foram utilizadas.   
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Tabela 19. Testes de recuperação (%)em água destilada fortificada e solução de ácido 

húmico fortificada após extração em cartucho OASIS HLB e análise por LC-DAD 

Analitos 
Água destilada 

fortificada 
(500 µg.L-1) 

Amostra reservatório guarapiranga 
fortificada (500 µg.L-1) 

Amoxicilina 60 62 

Cafeína 83 88 

Bisfenol A 85 78 

17α etinilestradiol 78 78 

4-nonilfenol 60 71 

 
 
 

Tabela 20. Testes de recuperação (%) em água destilada fortificada e solução de ácido 

húmico fortificada após extração em cartucho OASIS HLB e análise por LC-MS/MS 

 

Analitos Água destilada fortificada Sol. ácido húmico 5 mg.L-1 

 50 ng.L-1 50 µg.L-1 500 µg.L-1 50 ng.L-1 50 µg.L-1 500 µg.L-1 

Amoxicilina 10,7 0,02 1,0 23,4 14,8 10,26 
Cafeína - 40,1 72,0 65,5 65,16 74,84 

Bisfenol A - 17,6 61,0 84,7 48,61 62,34 
17α etinilestradiol - 43,9 93,2 80 82,15 96,83 

4-nonilfenol - 8 13,8 10,7 9,1 12,37 

 

 

5.3 Ensaios de Jarros 

5.3.1 Otimização dos parâmetros operacionais para realização dos ensaios de jarros 
 

A eficiência dos processos de tratamento de água varia de acordo com a qualidade 

da água bruta. Como características como pH e quantidade de matéria orgânica podem 

variar sazonalmente, os parâmetros como a utilização de pré-oxidantes, tipo e 

concentração do coagulante e o pH ótimo para que ocorra o processo de coagulação são 

alterados de acordo com a qualidade da água que chega à estação. A presença de matéria 

orgânica natural e da liberação de subprodutos metabólicos de algas e demais 

microorganismos, e de elevadas concentrações de ferro e manganês levam a necessidade 

da utilização de um oxidante assim que a água chega a ETA (FERREIRA FILHO e 

MARCHETTO, 2006). Historicamente, o agente oxidante mais empregado em processos de 

tratamento de água tem sido o cloro, na forma de cloro gasoso (Cl2), hipoclorito de sódio 
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(NaOCl) e hipoclorito de cálcio (Ca(OCl)2). Neste trabalho, o oxidante utilizado foi o cloro na 

forma de hipoclorito de sódio. 

Os agentes coagulantes comumente usados são cloreto férrico (FeCl3), sulfato 

férrico clorado (FeClSO4) e sulfato férrico [(Fe2(SO4)3] devido a possibilidade de se trabalhar 

em ampla faixa de pH resultado da insolubilidade dos hidróxidos formados. Neste trabalho, 

o coagulante utilizado foi o Fe2(SO4)3 e avaliado o pH ótimo de coagulação para este 

coagulante. 

A escolha das faixas a serem testadas, do coagulante e oxidante utilizados neste 

trabalho foi baseada em relatos da literatura e em conversas com técnicos especializados 

realizadas durante visita a Estação de Tratamento do Alto da Boa Vista (ETA ABV) que 

recebe água aduzida do Reservatório do Guarapiranga em janeiro de 2012. As condições 

ótimas foram escolhidas de acordo com a maior porcetagem de remoção de cor e turbidez 

desde que os valores finais obtidos ficassem dentro dos padrões de potabilidade 

preconizados na Portaria 2914/2011 do Ministério da Saúde (BRASIL, 2011) que determina 

cor de até 15 mg Pt.Co-1 e turbidez de até 5 NTU para águas destinadas ao abastecimento 

público. A Tabela 21 apresenta os resultados otimizados e a Figura 35 um esquema da 

realização dos ensaios de otimização.  

Tabela 21. Parâmetros otimizados para realização do ensaio de jarros 

 Sol. ác. húmico 20 mg.L-1 Sol. ác. húmico 5 mg.L-1 

Concentração de Cl- 1 ppm 1 ppm 
Tempo de Pré-oxidaçao 10 min 10 min 

pH de coagulação 6-7 6-7 
Concentração de [(Fe2(SO4)3]  23 mg.L-1 6 mg.L-1 

 

 

 

 



82 

 

  

Figura 35. Representação esquemática dos ensaios de otimização 

dos parâmetros operacionais dos ensaios de jarros 

 

5.3.2 Avaliação da remoção de AMX, cafeína, BPA, 17α-etinilestradiol e 4-nonilfenol em 

amostras de água por tratamento convencional simulado através de ensaios de jarros 

Estes ensaios foram conduzidos para se avaliar a eficácia de remoção dos 

compostos estudados frente ao processo de tratamento de água proposto no Brasil. A 

solução de ácido húmico utilizada encaixa-se nos paramêtros de água Classe II segundo a 

resolução CONAMA 357 de 17 março de 2005 que “Dispõe sobre a classifica  o dos corpos 

de água e diretrizes ambientais para o seu enquadramento, bem como estabelece as 

condi ões e padrões de lan amento de efluentes, e dá outras providências” (BRASIL, 2005). 

Segundo essa resolução, as águas classificadas como padrão II destinam-se ao 

abastecimento humano após tratamento convencional. No Brasil, os padrões de 

potabilidade da água são determinados pela Portaria 2914/2011 do Ministério da Saúde 

(BRASIL, 2011). Dessa forma, o que se buscou nessa estapa do trabalho foi avaliar se o 

tratamento convencional, preconizado pela CONAMA 357, para este tipo de água é 

realmente eficaz para que a água final obtida esteja dentro dos padrões de potabilidade 

estabelecidos pela Portaria 2914/2011 do Ministério da Saúde. Para isso, foram 

comparadas a redução dos parâmetros turbidez, cor, pH e absorção em UVλ254nm que são 

os parâmetros químicos operacionais monitorados ao longo do dia em uma ETA com a 

remoção dos compostos orgânicos escolhidos. A Tabela 22 mostra os valores para os 

parâmetros físico-químicos estabelecidos pela Portaria 2914, WHO, EPA e pela 

Comunidade Européia. 
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Tabela 22. Parâmetros físico químicos de qualidade da água estabelecidos pelas legislações 

vigentes 

 
EPA Comunidade Européia WHO Portaria 2914 

pH 5-9 6,5-9,5 6,5-9,5 6,0-9,5 

Cor *15 mg Pt-Co.L-1 Sem variação significativa - *15 mg.Pt-Co-1 

Turbidez **0,3 NTU **1 NTU **5 NTU **5 NTU 

TOC 1-20 mg.L-1 - - - 

*mg Pt-Co.L-1 : unidade padronizada para determinação de cor em amostras de água **NTU: Unidade nefelométrica de turbidez 

 

Inicialmente os testes de jarros foram realizados com amostra sintética 20 mg.L-1 

fortificada com 2,5 mg.L-1 dos analitos de forma a garantir sua determinação nas amostras 

provenientes dos ensaios por LC-DAD. A avaliação da redução da turbidez (Figura 36) e 

absorção em UVλ254nm (Figura 37) e COT (Figura 37) demostraram reduções significativas ou 

abaixo dos valores estabelecidos na legislação brasileira após todas as etapas de 

tratamento. O mesmo ocorrendo em todos os ensaios de cor, obtendo-se cor final, para 

todas as amostras, abaixo da faixa do equipamento que era de 5 mg Pt-Co.L-1. A eficácia do 

tratamento foi comprovada estatisticamente pela análise de variância utilizada para 

demonstrar que os resultados obtidos ao final do tratamento realmente diferiram dos 

resultados das medidas realizadas antes dos ensaios de jarros. Somente as medidas para 

determinação de COT não foram realizadas em triplicata e nenhum tratamento estatístico 

foi realizado com esses dados. Valores máximos de UVλ254nm e COT não são determinados 

na pela Portaria 2914, mas seu monitoramento é importante, pois caso a determinação dos 

analitos por LC-DAD ou LC-MS/MS aponte para eficácia de remoção, mas não haja redução 

desses valores tem-se um indicativo de que outros compostos estejam sendo formados.  
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Figura 38. Avaliação da remoção de carbono orgânico total (COT) após o ensaio de jarros. 
 

Figura 37. Avaliação da remoção de Absorção em UVλ254nm após o ensaio de jarros 
dados expressos como média de ΔAbs (n=3 por grupo, ***p<0,001, *p<0,05 
(ANOVA) 

Figura 36. Avaliação da redução da turbidez após o ensaio de jarros. Os dados 

expressos como média de ΔNTU (n=3 por grupo, ***p<0,001 ANOVA) 
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Amoxicilina Cafeína Bisfenol A 17alfa etinilestradiol
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Apesar da redução de cor, turbidez, UV254 nm, e COT, a análise cromatográfica não 

apresentou redução significativa de nenhum dos compostos estudados com a aplicação do 

tratamento proposto. Somente a amoxicilina apresentou percentual de redução superior a 

20%, mas deve-se levar em conta a instabilidade do composto frente a pequenas variações 

de pH e temperatura que podem naturalmente ocorrer no ambiente aquático. Os 

resultados são apresentados na Figura 39 e na Figura 40. O 4-nonilfenol encontrou-se 

abaixo dos limites de detecção do método nos ensaios realizados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 39. Avaliação da remoção dos compostos orgânicos por HPLC-DAD 

(Branco fortificado com 2,5 mg.L-1 dos analitos). Dados expressos como média 

das áreas relativas (n=3 por grupo, ANOVA) 

Figura 40. Avaliação da remoção dos compostos orgânicos por HPLC-DAD (Ác. 

Húmico 20 mg.L-1 fortificado com 2,5 mg.L-1 dos analitos. Dados expressos como 

média das áreas relativas (n=3 por grupo, ANOVA) 

) 
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Como as condições utilizadas no ensaio foram satisfatórias na adequação dos 

parâmetros físico químicos aos padrões de potabilidade e os resultados da avaliação da 

remoção por HPLC-DAD da amostra branco fortificado também não apontou para redução 

significativa, a concentração dos analitos foi reduzida, pois tanto a concentração de 

oxidante quanto a concentração de coagulante utilizadas poderiam não ser suficiente para 

reagir com a matéria orgânica dissolvida (representada pelo ácido húmico) e a quantidade 

relativamente elevada dos analitos. Não foi considerado aumentar a dosagem do oxidante 

devido ao potencial para formação de THM’s apresentado pela reação entre o cloro e as 

substâncias húmicas. Dentre os inconvenientes do aumento da dosagem de coagulante, 

podem ser citadas aumento do volume de lodo gerado, redução nos valores de remoção de 

cor e turbidez já que altas concentrações de coagulante interferem na aglutinação das 

partículas, mantendo a matéria orgânica solúvel e aumentando os valores de cor e 

turbidez. E, finalmente, aumento do custo total de produtos químicos empregados na 

coagulação e ajuste final de pH. 

As amostras provenientes de ensaios de jarros com concentrações dos analitos em 

50 µg.L-1 foram analisadas por LC-MS/MS já que o método apresentou maior sensibilidade 

do que o anterior. O resultado é apresentado na Figura 41 e demonstra que a redução dos 

compostos não foi superior a 20% em nenhum dos casos. A amoxicilina apresentou o 

mesmo comportamento anterior, porém com redução de aproximadamente 60% da 

concentração inicial. A utilização do método com detecção por espectrometria de massas 

permitiu a detecção do produto de degradação descrito anteriormente. O comportamento 

desse produto durante as etapas de tratamento foi bastante similar ao da amoxicilina. 

Apesar de ter sido detectado pelo método, o resultado para o 4-nonilfenol não foi 

consistente, apresentando altos desvios entre as replicatas e nenhuma correlação entre as 

áreas obtidas nas diferentes etapas do tratamento. Tal fato pode ser explicado pelo sinal 

extremamente baixo obtido que ficou na ordem de 102 para as amostras iniciais do 

tratamento com concentrações muito próximas ao limite de quantificação do método. 

Apesar das etapas de concentração de diversas alíquotas para análise dessas amostras por 

LC-MS/MS a determinação da eficácia de remoção não foi prejudicada, pois todas as 

amostras (iniciais e finais) passaram pelos mesmo processos. 
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Figura 41.  Avaliação da remoção dos compostos orgânicos por HPLC-DAD (Ác. 

Húmico 20 mg.L-1 fortificado com 50 µg.L-1 dos analitos). Dados expressos como 

média das áreas relativas (n=3 por grupo, ANOVA) 

 

Foi avaliado também o tratamento convencional com amostra sintética 

representando água de melhor qualidade, com cor mais baixa, que seria mais 

representativa quando comparada à amostras reais. Para isso, a solução de ácido húmico 

em concentração 5 mg.L-1 foi utilizada. Nesses ensaios, também foi avaliada a redução dos 

analitos utilizando uma etapa de pós-cloração, para simular a etapa de desinfecção antes 

da distribuição realizada na saída das estações de tratamento de água. Os resultados são 

apresentados na Figura 42 e na Figura 43. Observa-se que taxas de redução acima de 80% 

foram obtidas, superiores às obtidas anteriormente, indica interferência da matéria 

orgânica dissolvida na remoção de outros compostos que possam estar presentes na água 

e confirmam a necessidade da otimização dos parâmetros de tratamento de acordo com a 

variação da qualidade da água que chega à ETA. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42. Avaliação da remoção dos compostos orgânicos por HPLC-MS/MS, modo positivo 

de ionização por eletrospray, aquisição em MRM (Branco fortificado com 50 µg.L-1 dos 

analitos). Dados apresentados como média das áreas relativas dos picos obticos (n=3 por 

grupo, ANOVA) 

A m o x ic i l in a C a f e ín a B is f e n o l A 1 7    e t in i le s tra d io l 4 - n o n ilf e n o l

0

2 0

4 0

6 0

8 0

1 0 0

In ic ia l F in a l P ó s  C lo r a ç ã o

Á
re

a
 R

e
la

ti
v

a
 (

%
)

* * 

* 

* 
* * 



88 

 

Amoxicilina Cafeína Bisfenol A 17  etinilestradiol 4-nonilfenol
0

20

40

60

80

100

Inicial Final Pós Cloração
Á

re
a

 R
e

la
ti

v
a

 (
%

)
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 43. Avaliação da remoção dos compostos orgânicos por HPLC-MS/MS, modo positivo 

de ionização por electrospray, aquisição em MRM (Ác. Húmico 5 mg.L-1 fortificado com 50 

µg.L-1 dos analitos). Dados apresentados como média das áreas relativas dos picos obticos 

(n=3 por grupo, ANOVA) 

 

A avaliação da remoção dos analitos utilizando carvão ativado em pó foi 

realizada com solução de ácido húmico fortificada com 50 µg.L-1 dos analitos. Os 

resultados são apresentados na Figura 44 e demonstram redução significativa e mais 

satisfatória do que aquelas obtidas com a utilização de cloro.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 44. Ensaios com carvão ativado para avaliação da remoção dos compostos 

orgânicos por HPLC-MS/MS, modo positivo de ionização por electrospray, aquisição 

em MRM (Ác. Húmico 5 mg.L-1 fortificado com 50 µg.L-1 dos analitos). Dados 

apresentados como média das áreas relativas dos picos obticos (n=3 por grupo, 

ANOVA) 

 

Observa-se nas Figuras 43 e 44 que a redução mais significativa (acima de 80%) 

ocorreu somente após a etapa de pós-cloração quando o teor de matéria orgânica 
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presente já tinha sido reduzido pelo processo de coagulação. Isto pode favorecer a 

depreciação da tubulação de distribuição nas estações elevando o custo do tratamento e 

favorecendo a degradação desses contaminantes a produtos mais tóxicos e persistentes. 

Com a utilização do carvão ativado, a concentração dos analitos foi reduzida em mais de 

80% somente pelo processo de adsorção. Há, então, a redução da possibilidade de 

formação de triahalometanos sem encarecimento do tratamento. A turbidez, cor e 

absorção em UV254nm foram removidas pelo processo de coagulação-floculação, porém em 

casos de piora da qualidade da água bruta ou em episódio de floração de microorganismos 

a utilização somente de carvão ativado pode não ser sufiente devido à saturação dos sítios 

ativos pela elevada concentração de matéria orgânica dissolvida. Tal fato prejudicaria o 

processo de coagulação-floculação afetando a qualidade da água produzida. Ressalta-se 

que apesar do aumento na taxa de redução dos compostos, nenhum dos tratamentos 

obteve 100% de sucesso. Problemas decorrentes da presença de fármacos e interferentes 

endócrinos na água são observados mesmo em concentrações extremamente baixas, por 

isso metodologias avançadas de tratamento devem ser consideradas para complementar o 

sistema de tratamento convencional e eliminar tais compostos e seus efeitos 

eficientemente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



90 

 

6. Conclusão 

 

Os métodos analíticos otimizados e desenvolvidos foram adequados para 

determinação de amoxicilina, cafeína, bisfenol A, 17α-etinilestradiol e 4-nonilfenol por LC-

DAD e LC-MS/MS em amostras de água quando as concentrações presentes são da ordem 

de µg.L-1. Mesmo sendo uma concentração considerada elevada para as usualmente 

encontradas no ambiente aquático, possíveis interferentes presentes na matriz podem ser 

eliminados e as amostras concentradas em fatores de até 2000 vezes aumentando a 

capacidade do método analítico. A utilização da detecção no ultravioleta visível pode ser 

utilizada durante a realização de ensaios preliminares com amostras sintéticas, mas para o 

caso da determinação desses compostos em amostras reais a espectrometria de massas 

faz-se necessária por permitir a determinação inequívoca de cada um desses compostos e 

ser um método de maior sensibilidade. Os ensaios de jarros demonstraram que a matéria 

orgânica presente na água interfere tanto nos processos de oxidação quanto coagulação-

floculação e adsorção por carvão ativado apresentando relação direta com a eficiência do 

tratamento. Dessa forma, é de extrema necessidade o monitoramento da qualidade da 

água dos mananciais que abastecem as estações de tratamento. Deve-se observar que 

muitas vezes a condição ótima de remoção de cor e turbidez não é a mesma que permite a 

maximização da remoção de compostos potencialmente tóxicos. Sendo assim, dependendo 

das condições utilizadas nos processos de pré-oxidação e desinfecção, pode ocorrer, 

sazonalmente, a formação de THM’s em concentrações superiores ao padrão de 

potabilidade vigente. Os resultados dos testes de jarros mostram a necessidade de 

avaliação da eficicácia do tratamento convencional e apontam para a necessidade para o 

desenvolvimento ou a aplicação de métodos de tratamento complementares que 

promovam a degradação completa desses contaminantes.  

Torna-se, dessa forma, necessária avaliação da capacidade de biodegradação dessas 

substâncias em águas naturais brasileiras e a formação de derivados mais ou menos tóxicos 

do que os compostos originais devem ser avaliadas em estudos futuros. 

Os fármacos e interferentes endócrinos são micropoluentes presentes em águas de 

mananciais e consequentemente na água tratada já que não são removidos durante os 

processos de tratamento. Os mesmos ainda não fazem parte dos padrões de potabilidade 
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estipulados pelo Ministério da Saúde no Brasil, porém, medidas preventivas, deveriam ser 

adotadas pelas companhias de saneamento visando à remoção destes e de outros 

compostos, mesmo os não que não conferem gosto e odor à água. 
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