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RESUMO 

 

MONTEIRO, Mychelle Alves. Determinação de Resíduos de Antimicrobianos em 
Águas no Estado do Rio de Janeiro Associada à Avaliação do Perfil de 
Resistência Antimicrobiana e os seus Efeitos Ecotoxicológicos. Rio de Janeiro, 
2018. Tese (Doutorado em Engenharia de processos Químicos e Bioquímicos) – 
Escola de Química, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018 
 

Dois métodos analíticos foram desenvolvidos e validados para a determinação de 
cinco classes de antimicrobianos em amostras de águas de superfície e água 
potável baseado na extração em fase sólida seguido de cromatografia líquida de alta 
eficiência acoplada à espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS). Os 
métodos foram aplicados para a quantificação de 46 analitos pertencentes a classes 
de betalactâmicos, macrolídeos, fluoroquinolonas, sulfonamidas e tetraciclinas. 
Recuperações globais de 34,8 a 120,0% e desvios padrão relativos inferiores a 39% 
foram obtidos em condições de precisão intermediária. Os limites de métodos de 
detecção calculados para a água de superfície e as amostras de água potável foram, 
respectivamente, de 1 a 10 ng/L e de 1 a 15 ng/L. Os limites de métodos da 
quantificação variaram de aproximadamente 4 a 25 ng/L para amostras de água 
superficial e para amostras de água potável. Os métodos mostraram ser lineares na 
faixa de 25 ng/L a 1000 ng/L com coeficientes de determinação superiores a 0,95. 
Estes resultados demonstraram que o método desenvolvido e validado é adequado 
para a determinação de resíduos de antimicrobianos em amostras de águas de 
superfície e águas potáveis. O método foi aplicado em 104 amostras de águas de 
superfície e 60 amostras de água potável do estado do Rio de Janeiro. Amoxicilina, 
cefalexina, troleandomicina e sulfametoxazol foram encontrados em águas de 
superfície acima de 25,1 ng/L e cefaclor, azitromicina e claritromicina até 63,3 ng/L 
também podem ser encontradas em águas de superfície. Eritromicina, 
sulfacetamida, ceftiofur, ampicilina e roxitromicina foram detectados em águas de 
superfície. A claritromicina, cefaclor, oxacilina, sulfametoxazol e troleandomicina 
foram detectadas em águas potáveis. As amostras avaliadas de água potável 
apresentaram ausência de coliforme totais e E. coli em 100 mL. O Sulfametoxazol foi 
o composto com maior toxicidade (CE50 =35,10 mg/L). A presença desses 
compostos no meio é preocupante pois podem exercer efeitos ecotoxicológicos 
sobre organismos e podem eventualmente contaminar ás aguas de abastecimento. 
Por isso é importante que no Brasil exista legislação considerando os fármacos 
como poluentes e os possíveis efeitos dos seus resíduos para a saúde sejam 
avaliados. 

Palavras-chaves: antimicrobianos, água de superfície, água potável, espectrometria 
de massas, poluentes emergentes 



 

 ABSTRACT 

 

MONTEIRO, Mychelle Alves. Determinação de Resíduos de Antimicrobianos em 
Águas no Estado do Rio de Janeiro Associada à Avaliação do Perfil de 
Resistência Antimicrobiana e os seus Efeitos Ecotoxicológicos. Rio de Janeiro, 
2018. Tese (Doutorado em Engenharia de processos Químicos e Bioquímicos) – 
Escola de Química, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018 
 

Two analytical methods for determination of five antibiotics classes in surface water 
and drinking water samples were developed and validated based on solid phase 
extraction followed by high-performance liquid chromatography coupled to tandem 
mass spectrometry (LC-MS/MS). The methods were applied for the quantification of 
46 analytes belonging to beta-lactams, macrolides, fluoroquinolones, sulfonamides 
and tetracyclines classes. Overall recoveries from 34.8 to 120.0% and relative 
standard deviation lower than 39% were obtained in intermediate precision 
conditions.. Method limits of detection calculated for the surface water and drinking 
water samples were, respectively, from 1 to 10 ng/L and from 1 to 15 ng/L. Method 
limits of quantification ranged from approximately 4 to 25 ng/L for surface water 
samples and from for drinking water samples. The methods showed to be linear over 
the range of 25 ng/L to 1000 ng/L with coefficients of determination greater than 0.95. 
These results showed that the developed and validated method is suitable for the 
determination of residues of antibiotics in surface water and drinking water samples.  
The method was applied for 104 samples of surface water and 60 samples of 
drinking water. Amoxicillin, cephalexin, troleandomycin and sulfamethoxazole as high 
as 25.1 ng/L were found in surface water and cefaclor, azithromycin and 
clarithromycin up to 63.3 ng/L could also be found in surface water. Erythromycin, 
sulfacetamide, ceftiofur, ampicillin and roxithromycin were detected in surface waters 
Clarithromycin, cefaclor, oxacillin, sulfamethoxazole and troleandomycin were 
detected in drinking water. The evaluated samples of drinking water showed absence 
of total coliform and E. coli in 100 mL. Sulfamethoxazole was the compound with the 
highest toxicity (EC50 = 35.10 mg/L). The most important issues to worry about, 
related to the presence of these compounds in the environment, arethe possibility 
that they may exert ecotoxicological effects on non-target organisms and that they 
may possibly enter into the human food supply via the water cycle. Through this 
background, it is highly troubling that in Brazil there is not yet legislation considering 
drugs as pollutants, and the possible effects of their residues on health have not 
been evaluated. 

Keywords: antibiotics, surface water, drinking water, mass spectrometry, emergence 
pollutants 
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1 INTRODUÇÃO 
 

Os antimicrobianos são substâncias naturais (antibióticos) ou sintéticas 

(quimioterápicos) que agem sobre microrganismos inibindo o seu crescimento ou 

causando a sua destruição (SÁEZ-LLORENS, 2000). Dentre os antimicrobianos, os 

antibióticos e os quimioterápicos são as classes de medicamentos mais utilizadas e 

mais prescritas tanto para uso intra-hospitalar quanto para a automedicação. Podem 

ser classificados como bactericidas, quando causam a morte da bactéria, ou 

bacteriostáticos, quando promovem a inibição do crescimento microbiano (WALSH, 

2003). 

Os antibióticos correspondem à maior categoria de fármacos utilizados na 

medicina humana e veterinária, sendo utilizados como promotores de crescimento 

de animais ou para propósitos terapêuticos (LIPINSKI et al., 1997). 
Os indivíduos acometidos de alguma patologia utilizam antibióticos 

específicos, e após a sua administração, as moléculas são absorvidas, distribuídas, 

parcialmente metabolizadas, e finalmente excretadas do organismo. A maioria dos 

antibióticos modernos é metabolizado no fígado ou rins depois de atingirem os 

efeitos farmacológicos desejados. O metabolismo elimina moléculas das substâncias 

em excesso, assim como outros xenobióticos, via uma série de biotransformações 

enzimáticas e os converte em compostos mais polares e hidrofílicos (IKEHATA et al., 

2006). Essas substâncias são desenvolvidas para serem persistentes, mantendo 

suas propriedades químicas tempo o bastante para servir ao propósito terapêutico. 

Após seu uso, estima-se que até 50% a 90% de uma dosagem do fármaco 

excretado persiste no meio ambiente (MULROY, 2001).  
A integridade da saúde humana e ambiental está profundamente relacionada 

às boas condições de saneamento e salubridade das águas. De acordo a 

Organização Mundial da Saúde (OMS), cerca de 85% das doenças conhecidas são 

de veiculação hídrica, ou seja, estão relacionadas à água (CRESTANA; SILVA, 

2011).  
Devido a ocorrência de fármacos em águas, alguns países no mundo 

possuem legislações que estabelecem limites de presença de substâncias em águas 

tanto relacionadas ao meio ambiente quanto à saúde.  

A União Europeia e o Food and Drug Administration dos Estados Unidos 

(FDA), considera que a avaliação do risco de impacto ambiental é um pré-requisito 
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para obter a autorização de comercialização de produtos farmacêuticos. Com esse 

intuito, a European Agency for the Evaluation of Medical Products (EMEA) 

estabeleceu diretrizes para avaliar o risco do impacto ambiental de medicamentos 

veterinários (EMEA, 1998) e de uso humano (EMEA, 2006). A EMEA estabelece que 

a avaliação do destino e efeitos dos fármacos utilizados na medicina humana, 

medicina veterinária e agricultura é obrigatória se a concentração ambiental 

determinada em água de superfície for igual ou superior a 0,01µg⁄L (EMEA, 2006). 

Enquanto que a FDA exige uma avaliação ambiental somente se a concentração 

ambiental estimada do produto farmacêutico, no ponto de entrada, for superior a 1 

µg⁄L (FDA, 1998). A Austrália possui limites de concentrações máximas permitidas 

em água potável para alguns antimicrobianos, como por exemplo amoxicilina, anidro 

eritromicina A, azitromicina, cefalexina, clortetraciclina, doxiciclina, enrofloxacina, 

eritromicina, lincomicina, monensina, penicilina G, penicilina V, sulfadimetoxina, 

sulfametiazol, sulfametoxazol, oxitetraciclina, tetraciclina, cefaclor, cloranfenicol, 

ciprofloxacina, claritromicina, clindamicina, demeclociclina, norfloxacina, 

roxitromicina e tilosina, variando de 15 a 1210 ngL (NWQMS, 2008).   

Em 2008, a Agência Francesa de Segurança Alimentar determinou as 

principais substâncias relevantes a serem analisadas na água potável a partir da 

quantidade total consumida e suas propriedades em fase aquosa. Para a classe de 

antimicrobianos foi listado um total de 15 antimicrobianos, sendo 5 medicamentos 

para uso humano, amoxicilina, fosfomicina, eritromicina, ofloxacino e doxiciclina e 10 

medicamentos para uso veterinário, colistina, diidroestreptomicina, ampicilina, 

oxitetraciclina, cefquinoma, benzilpenicilina (PENG), lincomicina, danofloxacino, 

florfenicol e sulfadimerazina (AFSSA, 2008). 

Atualmente no Brasil existem três legislações referentes à presença de 

poluentes em águas. A primeira se refere ao meio ambiente e descreve sobre a 

classificação dos corpos de água e os limites de concentrações para o descarte 

seguro de efluentes tratados em corpos hídricos, regidos pela Resolução Conama nº 

357 de 2005 (BRASIL, 2005).  E a segunda também está relacionada ao meio 

ambiente, onde dispõe sobre as condições e padrões de lançamentos de efluentes 

em corpos de águas receptores, descrito na Resolução Conama nº 430 de 2011 

(BRASIL, 2011). A terceira tem um foco destinado à saúde, e apresenta os padrões 

de potabilidade da água para consumo humano, orientados pela Portaria nº 2914 de 

2011, do Ministério da Saúde (BRASIL, 2011). Estas legislações deveriam ser 
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revisadas, pois não contém limites estabelecidos para antibióticos nas águas de 

abastecimento e ainda não há informações pela OMS sobre os possíveis efeitos 

desses resíduos para a saúde humana (CRESTANA; SILVA, 2011).  

Uma grande quantidade de medicamentos de diferentes classes é consumida 

anualmente em todo o mundo. Na Europa, aproximadamente 3000 substâncias são 

utilizadas em medicamentos para uso humano, como analgésicos, anti-inflamatórios, 

anticoncepcionais, antibióticos, betabloqueadores, reguladores de lipídios, e muitos 

outros. Também, um número expressivo dessas substâncias é utilizado em 

medicamentos de uso veterinário, entre eles antibióticos, anti-inflamatórios e 

hormônios (CRESTANA; SILVA, 2011).  

Há várias possíveis fontes e rotas para a contaminação do ambiente aquático 

por antimicrobianos. As principais vias de exposição ao ambiente para os diferentes 

tipos de antibióticos podem ser mostradas na Figura 1. Para antibióticos de uso 

humano, fármacos não prescritos e alguns prescritos, são consumidos em casa e 

outros prescritos são consumidos em hospitais e clínicas. Esses fármacos são 

parcialmente metabolizados e excretados em urina e fezes e vão para o sistema de 

coleta de esgoto (SUCHARA, 2007). Medicamentos não utilizados, excedentes ou 

fora da validade, podem ser eliminados em instalações sanitárias, embora este tipo 

de prática não seja recomendado atualmente, o ideal é que as farmácias tenham 

postos de coletas dos medicamentos fora de uso. Efluentes de hospitais podem ser 

tratados separadamente ou combinados com efluentes municipais e, em seguida, 

tratados em estação de tratamento de esgotos (ETE). Os antibióticos de uso 

veterinário são utilizados em fazendas, granjas e clínicas veterinárias e podem ser 

lançados em esgotos e rios, além da possibilidade de contaminar os solos e 

consequentemente o lençol freático (HEBERER, 2002). 
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Figura 1 - Possíveis rotas de contaminação do meio ambiente pelos antibióticos.  

 
 Fonte: SUCHARA, 2007. 
 

 

Existe uma enorme dificuldade em prever as possíveis implicações da 

presença de antibióticos em águas e esgotos, em relação ao meio ambiente e à 

saúde pública. Além disso, alguns fármacos, como antidepressivos e os antibióticos, 

podem ser propensos à bioconcentração em organismos aquáticos, particularmente 

em peixes. Portanto, a presença de produtos farmacêuticos em águas ambientais, 

especialmente na água potável e águas utilizadas para a sua produção deve ser 

considerada uma questão importante em termos de segurança da saúde humana, já 

que pode favorecer a biomagnificação (GROS et al., 2012). 

A ocorrência de antibióticos no ambiente aquático e na água potável tem 

levantado a questão sobre o seu impacto no ambiente e na saúde pública. Os 

efeitos adversos causados por compostos farmacêuticos incluem toxicidade 

aquática, desenvolvimento de resistência em bactérias patogênicas, genotoxicidade 

e distúrbios endócrinos (BILA; DEZOTTI, 2003; KÜMMERER, 2004).  

A presença de antibióticos em água pode gerar o surgimento de bactérias 

resistentes aos antimicrobianos, especialmente microrganismos multirresistentes, 

que é um problema médico crescente em todo o mundo (BILA; DEZOTTI, 2003; 

KÜMMERER, 2004). Como esses microrganismos estão amplamente distribuídos no 

meio ambiente e são capazes de persistir por longos períodos, podem desenvolver 

resistência a agentes antimicrobianos. Assim os problemas mais frequentes para o 

tratamento de doenças infecciosas estão relacionados ao aumento da resistência 
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aos antimicrobianos entre populações de bactérias, já que a resistência diminui a 

eficácia e consequentemente não combatem adequadamente a doença (CANAL, 

2010). 

A OMS reconhece que a resistência antimicrobiana (RAM) é uma ameaça 

crescente à saúde global e vem insistindo com os países para tomarem medidas 

para conter o surgimento e a propagação da resistência (WHO, 2012). Com o 

objetivo de alertar sobre os riscos da RAM, a OMS fez uma lista considerando os 

antimicrobianos criticamente importantes para a medicina humana e animal, 

destacando as cefalosporinas de 3ª e 4ª gerações, macrolídeos e fluoroquinolonas. 

Neste relatório a OMS também lista as principais bactérias resistentes aos agentes 

microbianos, como Salmonella spp., Campylobacter spp., Escherichia coli e 

Enterococcus spp. e mais recentemente Staphylococcus aureus (WHO, 2011). 

Estudos relatados na literatura vêm demonstrando a presença de um grande 

número de bactérias resistentes a antimicrobianos presentes em várias fontes de 

águas e esgotos hospitalares (MEIRELLES-PEREIRA et al., 2002; HARNISZ et al., 

2011; KOCZURA et al, 2012; ECONOMOU et al., 2013; NACHTIGALL et al., 2013). 

Os tratamentos a que os esgotos são submetidos reduzem a carga bacteriana, mas 

não a elimina totalmente, o que pode resultar na disseminação de cepas resistentes 

através de córregos, rios e oceanos (NACHTIGALL et al., 2013). 

O consumo de medicamentos à base de antimicrobianos é um dos principais 

fatores que geram a RAM. Entre 2000 a 2010, o consumo de antibióticos aumentou 

em 36 % no mundo, países como o Brasil, Rússia, Índia, China e África do Sul 

(países do bloco econômico BRICS) representam 76% desse aumento. Entre as 

classes de antibióticos mais consumidas no mundo ao longo deste período, 

destacam-se as cefalosporinas, penicilinas de amplo espectro, fluoroquinolonas, 

macrolídeos e tetraciclinas (BOECKEL et al, 2014)  

A água oferecida fora do padrão de potabilidade e em quantidades 

insuficientes à ingestão, ao preparo de alimentos e à higiene pessoal é responsável 

por um grande número de doenças de veiculação hídrica. As condições ambientais 

associadas ao tipo de hospedeiro e/ou parasita irão definir a ocorrência da infecção 

e da doença. A prevalência de uma dada parasitose reflete as deficiências de 

saneamento básico, as condições de vida e de higiene da população (BRASIL, 

2015). 
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A vigilância da qualidade da água para consumo humano adota os seguintes 

indicadores para aferir a qualidade da água consumida no Brasil: cloro residual livre 

(CRL) – indicador de potabilidade microbiológica por meio da inativação de 

organismos patogênicos; turbidez – indicador sanitário da eficiência da filtração 

durante o processo de tratamento; e os coliformes totais e Escherichia coli – 

bioindicadores de contaminação (BRASIL, 2015). 

A água ocupa um lugar de destaque na relação de alimentos envolvidos nos 

surtos alimentares e doenças transmitidas por alimentos no Brasil, sendo E. coli e 

Salmonella os agentes etiológicos mais associados aos surtos de origem bacteriana. 

Esses patógenos podem ocasionalmente levar a óbito crianças, idosos e pessoas 

debilitadas (BRASIL, 2010). 

Diversos processos físicos, químicos e biológicos regulam o comportamento e 

o destino de antibióticos no ambiente, assim como de outros xenobióticos.  Após a 

substância atingir o solo, os processos de sorção1, transformação (degradação) e 

transporte (lixiviação e escoamento superficial) são os principais responsáveis pelo 

destino final no ambiente.  Esses processos são governados pelas propriedades 

físico-químicas da molécula do fármaco e do solo, além das condições climáticas 

locais, impactando nos organismos terrestres e aquáticos, gerando efeitos 

toxicológicos nos mesmos (REGITANO; LEAL, 2010).  

Os estudos ecotoxicológicos permitem avaliar os danos ocorridos em diversos 

ecossistemas após contaminação e prever impactos futuros através da interação dos 

poluentes com o meio ambiente (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008). 

A bacia hidrográfica do Rio Guandu possui um papel fundamental para a 

população da região metropolitana do Rio de Janeiro. Ela é formada pelos rios 

Guandu, da Guarda e Guandu-Mirim, ocupando uma área de 3.600 km², abrangendo 

15 municípios: Seropédica, Itaguaí, Paracambi, Japeri, Queimados, Miguel Pereira, 

Vassouras, Piraí, Rio Claro, Engenheiro Paulo de Frontin, Nova Iguaçu, Rio de 

Janeiro, Mendes, Mangaratiba e Barra do Piraí, e abrange uma população de 

aproximadamente 1 milhão de habitantes. Esta bacia possui uma característica 

peculiar, pois grande parte do seu volume de água tem origem na transposição de 

aproximadamente, 120 m³/s do Rio Paraíba do Sul, no município de Barra do Piraí. 

Esta bacia possui fundamental importância, por ser a única para subsistência e 
                                                      
1 Sorção é o fenômeno físico-químico de absorção e adsorção simultânea. 
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desenvolvimento da Região Metropolitana do Estado do Rio de Janeiro (RMRJ), pois 

suas águas abastecem a segunda maior região metropolitana do país, e para 

diversos setores produtivos, como a indústria siderúrgica, petroquímica, indústrias de 

alimentos e bebidas, vestuário, dentre outros, e também como corpo hídrico de 

coleta de esgotos industriais e domésticos (INEA, 2012). 

Com a crescente urbanização da RMRJ, com o aumento de usuários de água 

e geração de esgotos, e sem investimentos em infraestrutura de saneamento básico, 

a bacia do Rio Guandu vem sofrendo grandes impactos ambientais. O lançamento in 

natura de esgotos sanitários, a poluição e a contaminação dos mananciais por 

efluentes industriais e agropecuários, a extração mineral de areia e a intrusão salina 

são as principais questões ambientais da bacia do Guandu (INEA, 2012). 

Atualmente, a técnica mais utilizada nas análises de fármacos, incluindo 

antimicrobianos, em amostras ambientais complexas é a cromatografia líquida de 

alta eficiência acoplada à espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS), por ser 

uma ferramenta analítica sensível que leva a resultados precisos e com baixos 

limites de detecção e quantificação (na faixa de ngL a µgL), além de gerar dados 

confiáveis na identificação de várias moléculas (GROS et al., 2006; SILVA; 

COLLINS, 2011). 

A determinação de fármacos em águas é realizada em várias etapas 

analíticas, como: extração, pré-concentração, eliminação de interferentes, 

separação, detecção e quantificação do analito. A extração e/ou pré-concentração 

de antimicrobianos em água tem sido realizada principalmente pelas técnicas de 

extração em fase sólida ou micro extração em fase sólida. (GROS et al., 2006; 

SILVA; COLLINS, 2011). 

O adequado desempenho de qualquer técnica analítica depende da qualidade 

e da confiabilidade dos resultados analíticos. Uma forma de assegurar a 

aplicabilidade e o alcance de um método durante as operações de rotina de um 

laboratório é a utilização de método analítico validado (RIBANI et al., 2004). 

 

1.1. OCORRÊNCIA DE ANTIMICROBIANOS NO MEIO AMBIENTE 

 

O primeiro estudo sobre a ocorrência de fármacos em águas residuais 

tratadas foi realizado nos EUA, onde ácido clofíbrico foi encontrado na faixa de 0,8-2 

μg/L (GARRISON et al., 1976). Algumas substâncias farmacêuticas foram 
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detectadas em rios no Reino Unido em uma concentração de até 1 μg/L 

(RICHARDSON; BOWRON, 1985). Nos últimos anos o conhecimento sobre a 

ocorrência de fármacos no meio ambiente vem aumentando devido ao 

desenvolvimento de técnicas analíticas capazes de determinar fármacos em baixas 

concentrações (TAMBOSI, 2008). 

A principal fonte de contaminação com fármacos de ambientes aquáticos são 

os efluentes oriundos das estações de tratamento de esgotos (ANDREOZZI et al., 

2003; FENT et al., 2006). Uma grande quantidade dessas substâncias tem sido 

detectada em efluentes de ETEs, águas superficiais, águas subterrâneas e água 

potável no Brasil (STUMPF et al., 1999; TERNES et al., 1999; KUSTER et al., 2009), 

Canadá (MIAO et al., 2004; TERNES et al., 1999), Alemanha (KÜMMERER, 2001; 

TERNES, 1998), Espanha (CARBALLA et al., 2005; SANTOS et al., 2010; GROS et 

al., 2012; PETROVIC et al., 2006), Suíça (FENT et al., 2006; TAUXE-WUERSCH et 

al., 2005) e nos Estados Unidos (BROWN et al., 2006; KARTHIKEYAN e MEYER, 

2006), entre outros países. Diversos antimicrobianos estão presentes em 

concentrações de ng/L a μg/L, em efluentes de ETE, enquanto que a concentração 

deles na água superficial, subterrânea e potável se encontra em menores níveis na 

ordem de ng/L.  

O comportamento e destino de fármacos e seus metabólitos no ambiente 

aquático ainda não é bem conhecido. A baixa volatilidade desses compostos indica 

que sua distribuição no meio ambiente acontecerá principalmente por meio de 

transporte aquoso, mas também através da cadeia alimentar e dispersão (TAMBOSI, 

2008). Muitos desses fármacos vêm sendo detectados em águas e esgotos por LC-

MS/MS (SOUSA et al., 2011; VIENO et al., 2006; KASPRZYK-HORDEN et al. 2007; 

HIRSCH et al., 1998; KUSTER et al., 2009). 

Segundo Santos e colaboradores (2010) as classes terapêuticas mais 

relevantes e com maior frequência de detecção nas amostras ambientais são os 

antibióticos juntamente com anti-inflamatórios não esteroidais (Figura 2). 
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Figura 2 - Classes de fármacos mais identificadas em contaminações ambientais. 

 
Fonte: Adaptado SANTOS et al., 2010.  

 

Nos Quadros 1 a 5 são apresentadas algumas ocorrências de antimicrobianos 

pertencentes às classes dos betalactâmicos (BL), macrolídeos (MC), 

fluoroquinolonas (FQ), sulfonamidas (SF) e tetraciclinas (TC) em águas de 

superfície, enquanto que o Quadro 6 apresenta algumas ocorrências de 

antimicrobianos em águas potáveis. 
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Quadro 1 - Ocorrência de resíduos de antimicrobianos Sulfonamidas em águas de superfície. 

Sulfonamidas 

Fármaco País Concentração 
máxima (ngL) Referência 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Sulfametoxazol 

Brasil 572,0 LOCATELLI et al, 2011 
JANK et al., 2014 

MONTEIRO et al, 2016 
SILVA, 2016 

Espanha 119,0 LÓPEZ-ROLDÁN et al., 
2010; GROS et al., 2012; 

GROS et al., 2013; 
IGLESIAS et al., 2014 

Alemanha 480,0 HIRSCH et al., 1998 
EUA 150,0 KOLPIN et al., 2002; 

VANDERFORD et al., 
2003; KOLPIN et al., 

2004; CONLEY et al., 
2008; WANG et al., 2011 

Reino Unido 60,0 KASPRZYK-HORDERN 
et al., 2007 

Polônia 60,0 KASPRZYK-HORDERN 
et al., 2007 

Portugal 8,0 GAFFNEY et al., 2014 
Nigéria 20,000 JIA et al., 2009 

Coreia do Norte 82,0 CHOI et al., 2008 
Coreia do Sul 36 KIM et al., 2007 

França 9,5 TLILI et al, 2016 
China 715,3 ZHANG et al.; 2012; 

CHENG et al., 2015; 
DING et al, 2017; WANG 

et al, 2017 
Sulfadimetoxina Coreia do Norte 13,0 CHOI et al. 2008 

EUA 60 KOLPIN et al., 2002 
França 17,5 TLILI et al, 2016 
China 1,90 ZHANG et al.; 2012 

Sulfametazina Portugal 0,26 GAFFNEY et al., 2014 
Espanha 33,5 IGLESIAS et al., 2012 

China 775,50 ZHANG et al.; 2012; 
CHENG et al., 2015 

Brasil 6,13 SILVA, 2016 
Líbano 65 MOKH et al, 2017 

Sulfamerazina Brasil 4,13 SILVA, 2016 
China 329,1 WANG et al., 2017 

Sulfaquinoxalina Espanha 40,8 IGLESIAS et al., 2012 
 Brasil 23,49 SILVA, 2016 

Sulfatiazol Brasil 6.67 SILVA, 2016 
 França 8,1 TLILI et al, 2016 
 Líbano 4100 MOKH et al, 2017 

Sulfacetamida Líbano 60 MOKH et al, 2017 
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Quadro 2 - Ocorrência de resíduos de antimicrobianos Betalactâmicos em águas de superfície. 

Betalactâmicos 
Fármaco País Concentração 

máxima (ngL) 
Referência 

Amoxicilina Brasil 1280,0 LOCATELLI et al, 2011 
Espanha 1519,0 RODRÍGUEZ-NAVAS et 

al., 2013 
Benzilpenicilina Espanha 160,0 RODRÍGUEZ-NAVAS et 

al., 2013 
Cefalexina Brasil  2420,0 LOCATELLI et al, 2011 

 
 
 
Quadro 3 - Ocorrência de resíduos de antimicrobianos Fluoroquinolonas em águas de superfície. 

Fluoroquinolonas 
Fármaco País Concentração 

máxima (ngL) 
Referência 

Ciprofloxacino 
 

Brasil  119,0 LOCATELLI et al., 2011 
  SILVA (2016) 
  JANK et al., 2014 

EUA 54,2 KOLPIN et al., 2002; 
CONLEY et al., 2008 

Espanha 185 GROS et al., 2013 
França 6,6 TLILI et al, 2016 
China 106,2 CHENG et al., 2015; DING 

et al, 2017; WANG et al, 
2017 

Líbano 108 MOKH et al, 2017 
Norfloxacino Brasil  149,72 LOCATELLI et al, 2011; 

TORRES, 2014 
  JANK et al., 2014 
  SILVA, 2016 

China 147,5 ZHANG et al.; 2012; 
CHENG et al., 2015 

França 7,7 TLILI et al, 2016 
Líbano 50 MOKH et al, 2017 

Ofloxacino China 203,7 CHENG et al., 2015; 
WANG et al, 2017 

Espanha 73 GROS et al., 2013 
França 6,9 TLILI et al, 2016 
Líbano 148 MOKH et al, 2017 
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Quadro 4 - Ocorrência de resíduos de antimicrobianos Tetraciclinas em águas de superfície. 

Tetraciclinas 
Fármaco País Concentração 

máxima (ngL) 
Referência 

Tetraciclina Brasil  11,0 LOCATELLI et al, 2011 
 EUA 110 KOLPIN et al., 2002 
 França 13,0 TLILI et al, 2016 
 China 1454,8 ZHANG et al.; 2012; 

CHENG et al., 2015; WANG 
et al, 2017 

Oxitetraciclina 
 

China 2796,6 KOREJE et al., 2012; 
ZHANG et al.; 2012; HU et 

al, 2014; CHENG et al., 
2015; DING et al, 2017; 

WANG et al, 2017  
França 0,9 TLILI et al, 2016 
Brasil 7993,0 MONTEIROa et al, 2016; 

MONTEIROb et al, 2016 
 EUA 340 KOLPIN et al., 2002 

Clortetraciclina EUA 420 KOLPIN et al., 2002 
 China 876,2 ZHANG et al.; 2012; WANG 

et al, 2017 
Doxicilina China 131 HU et al, 2014; DING et al, 

2017 
 França 4,9 TLILI et al, 2016 

 

 
Quadro 5 - Ocorrência de resíduos de antimicrobianos Macrolídeos em águas de superfície. 

Macrolídeos 
Fármaco País Concentração 

Máxima (ngL) 
Referência 

 
 

Eritromicina 

Coreia do Sul 4,8 KIM et al., 2007 
China 47,0 HU et al, 2014; DING et al, 

2017  
Portugal 7,1 GAFFNEY et al., 2014 
Espanha 264 RODRÍGUEZ-NAVAS et al., 

2013; PEREZ et al, 2017 
Alemanha 35,4 JONGH et al., 2012 

Líbano 2806 MOKH et al, 2017 
Roxitromicina EUA 50 KOLPIN et al., 2002 

China 12 CHENG et al., 2015; DING 
et al, 2017 

Tilosina EUA 40 KOLPIN et al., 2002 
França 9,5 TLILI et al, 2016 
China 132 HU et al, 2014 

Tilmicosina China 132 HU et al, 2014 
Azitromicina Espanha 592 GROS et al., 2013 

 Brasil 39,7 JANK et al., 2014 
Claritromicina Espanha 241 GROS et al., 2013 
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Quadro 6 - Ocorrência de resíduos de antimicrobianos em águas potáveis. 

Macrolídeos 
Fármaco País Concentração 

máxima (ngL) 
Referência 

Claritromicina China 37,6 DENG et al, 2017 
Roxitromicina China 161,4 DENG et al, 2017 

 EUA 1,4 YE:WEINBERG, 2007 
Eritromicina EUA 4,9 YE:WEINBERG, 2007 

 França < LOQ CIMETIERE et al., 2013 
Tilosina EUA 4,2 YE:WEINBERG, 2007 

 França < LOQ CIMETIERE et al., 2013 

Sulfonamidas 
Fármaco País Concentração 

máxima (ngL) 
Referência 

Sulfametoxazol EUA < 5,0 YE:WEINBERG, 2007 

Fluoroquinolonas 
Fármaco País Concentração 

máxima (ngL) 
Referência 

Ofloxacino China 16,6 DENG et al, 2017 
 França 10,0  CIMETIERE et al., 2013 

Tetraciclinas 

Fármaco País Concentração 
máxima (ngL) 

Referência 

Doxicilina França > LOD CIMETIERE et al., 2013 
 

 

Os fármacos são desenvolvidos para desempenhar uma atividade específica 

em humanos e animais, com o intuito de proporcionar um benefício à saúde. 

Segundo a previsão da empresa que audita o mercado farmacêutico mundial (IMS 

Health), o Brasil, em 2017, ocupará a 6° posição de faturamento mundial. A 

crescente utilização de produtos farmacêuticos tanto na medicina humana quanto na 

veterinária se tornou uma questão relevante na área da pesquisa ambiental, uma 

vez que os fármacos de diferentes classes terapêuticas estão sendo detectados, em 

ambientes aquáticos de inúmeros países, conforme demonstrado nos Quadros 1 a 6. 

O sulfametoxazol tem sido a substância encontrada com maior ocorrência em águas 

de superfície do mundo, e isso deve-se ao fato de ser uma substância indicadora 
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que se espera estar presente nas águas residuais já que possui característica de 

polaridade e persistência (KNAPPE, 2008). 

Conforme demonstrado nos Quadros 1 a 6, o Brasil possui poucos trabalhos 

publicados sobre a ocorrência de antibióticos em ambientes aquáticos. Torres (2014) 

realizou um trabalho de tese aonde desenvolveu um método para determinação de 

antimicrobianos (ciprofloxacino, norfloxacino, eritromicina e norfloxacino) no rio 

Piracicaba. Araújo (2014) também desenvolveu e validou um método para 

determinação de compostos emergentes (para classe dos antimicrobianos, 

ciprofloxacino), porém nas análises das amostras não foi detectada a presença do 

antimicrobiano. Estudos realizados por Silva (2016) em sua dissertação de mestrado 

demonstraram que os pontos coletados de águas de águas da Bacia de Ubatuba em 

São Paulo contem presença de antimicrobianos das classes de fluoroquinolonas e 

sulfonamidas. 

As Tetraciclinas (TC) são raramente detectadas em amostras de água devido 

à sua forte adsorção em matéria orgânica e cátions (DING et al, 2017). 

A concentração relativamente baixa de Macrolídeos (MC) no ambiente 

aquático pode ter resultado de sua alta hidrofobicidade e forte adsorção em solos e 

sedimentos (DING et al, 2017).  

No Quadro 6 é possível verificar que ainda são poucos trabalhos publicados 

de ocorrência de antibióticos em águas potáveis, e que no Brasil não há estudos 

relacionados a esse tipo de ocorrência.  

 

1.2. MÉTODOS ANALÍTICOS PARA DETERMINAÇÃO DE ANTIMICROBIANOS 

NO MEIO AMBIENTE 
 

Muitos antimicrobianos de diferentes classes têm sido encontrados no 

ambiente aquático, como visto anteriormente. Portanto, são preferidos métodos 

analíticos multirresíduo para a determinação e monitoramento de várias classes 

simultaneamente. Esses métodos devem ser sensíveis, seletivos, e adequados à 

análise de rotina de amostras ambientais. A preparação da amostra é uma etapa 

crucial na análise ambiental. Ela é altamente influenciada pelas propriedades físicas 

e químicas dos analitos estudados e pelas matrizes. Os principais objetivos são 

concentrar os analitos na amostra, remover interferências de matriz e preparar o 

analito na forma adequada para análise cromatográfica subsequente. Normalmente, 
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a etapa de preparação da amostra inclui ajuste do pH da solução, além do uso de 

quelante (Na2EDTA) seguido pelo procedimento de extração, tratamento do extrato e 

preparação final para realização da análise cromatográfica (GROS et al, 2006; 

SILVA, COLLINS; 2011). O procedimento analítico completo normalmente inclui 

cinco etapas: amostragem, preparação de amostras, separação cromatográfica, 

detecção e análise de dados. A parte mais importante do processo analítico é a 

preparação da amostra porque pode representar mais do que 80% do tempo total de 

análise (GROS et al, 2006; SEIFRTOVA et al., 2009; SILVA, COLLINS; 2011) 

 
1.2.1. Preparação da amostra 
 

Na maioria das metodologias analíticas aplicadas para a determinação das 

substâncias apresentadas nos Quadros 1 a 6 efetuou-se a extração simultânea de 

todos os fármacos em uma única etapa de extração, utilizando a extração em fase 

sólida (SPE). Outra opção, também amplamente utilizada, consiste na combinação 

de dois tipos de sorventes para SPE que operam em série de acordo com as suas 

propriedades físico-químicas e classes farmacêuticas. 

A técnica analítica de SPE é atualmente a mais empregada para amostras 

líquidas, como matrizes de águas superficiais e efluentes (GROS et al, 2006; 

SEIFRTOVA et al., 2009; SILVA, COLLINS; 2011). 

A maioria dos métodos reportados na literatura têm utilizado o cartucho Oasis 

HLB®. Esses cartuchos trabalham geralmente a um pH neutro. Devido à sua 

composição química (a combinação do divinilbenzeno lipofílico e os polímeros de N-

vinilpirrolidona hidrófilos), eles são capazes de extrair compostos ácidos, neutros e 

básicos em uma ampla faixa de pH, incluindo o pH neutro (GROS et al, 2006; 

SEIFRTOVA et al., 2009; SILVA, COLLINS; 2011). 
 

1.2.2. Cromatografia Líquida de Alta Eficiência acoplada à Espectrometria de 

Massas sequencial (LC-MSMS) 
 

A técnica analítica de LC-MSMS é a mais utilizada na análise de fármacos 

em meio ambiente, pois apresenta um modo de separação e detecção, com 

confirmação estrutural das substâncias analisadas (GROS et al, 2006; SILVA, 

COLLINS; 2011). No entanto, é sempre aconselhável ter uma boa separação 

cromatográfica a fim de reduzir os efeitos da matriz, o que normalmente resulta na 
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supressão ou, menos frequentemente, no ganho do sinal de analito (GROS et al, 

2006;).  

A cromatografia é um método empregado de forma ampla e que permite a 

separação e determinação de componentes químicos em misturas complexas. Na 

Cromatografia a Liquido de Alta Eficiência (CLAE), a fase móvel é um solvente 

líquido, onde utiliza-se pressões elevadas para forçar a passagem do solvente 

através de colunas fechadas que contém partículas muito finas (fase estacionária), 

capazes de proporcionar separações muito eficientes, isto é, com alta resolução 

(HARRIS, 2008). 

O tipo de CLAE é geralmente definido pelo mecanismo de separação ou pelo 

tipo de fase estacionária. Estes incluem: partição ou cromatografia líquido-líquido, 

adsorção ou cromatografia líquido-sólido, troca iônica ou cromatografia de íons, 

cromatografia por exclusão, cromatografia por afinidade e cromatografia quiral 

(SKOOG et al, 2009).  

Os analitos eluidos da coluna necessitam ser detectados para que possam 

ser identificados e quantificados, sendo necessário a utilização de detectores 

modernos capazes de operar em uma ampla faixa (LANÇAS, 2009). Um detector 

ideal de qualquer tipo é sensível a pequenas concentrações de todos os analitos, 

fornece uma resposta linear e não causa alargamento nos picos eluidos. Além disso, 

ele deve ser insensível às variações de temperatura e de composição do solvente 

(HARRIS, 2008). 

A combinação da cromatografia líquida com a espectrometria de massa 

proporciona uma alta seletividade, uma vez que picos não-resolvidos podem ser 

isolados monitorando-se somente um valor de massa selecionado. A técnica pode 

fornecer uma impressão digital de um analito em particular em vez de recorrer ao 

tempo de eluição, como na CLAE. A combinação pode fornecer a massa molecular e 

informações estruturais e uma análise quantitativa exata (SKOOG et al, 2009). 

A técnica de LC-MS/MS se destaca devido à sua alta especificidade analítica 

quando se utiliza o modo Monitoramento de Reações Múltiplas (Multiple Reaction 

Monitoring, MRM). Neste modo, os analisadores de massas do primeiro quadrupolo 

(Q1) e do terceiro quadrupolo (Q3), selecionam os íons precursor e produto, 

respectivamente, definindo uma transição de massa/carga (m/z) específica. Na 

câmara de colisão, onde os íons precursores selecionados no primeiro quadrupolo 

(Q1), de acordo com as razões m/z, são fragmentados por dissociação induzida por 
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colisão (CID), após colisões com um gás inerte sob uma energia específica. A Figura 

3 ilustra o sistema de espectrometria de massas sequencial em relação ao 

analisador do tipo triplo-quadrupolo. O detector deve ser otimizado para o 

experimento de MRM, selecionando mais de uma transição para o mesmo íon 

precursor, gerando um método confirmatório. O emprego desta técnica fornece 

informações referentes às transições monitoradas, à retenção da substância na 

coluna e ao sinal proporcional à concentração do analito, tornando possível atingir 

níveis de confiabilidade e sensibilidade, obtendo os menores limites de detecção 

(LOD) e quantificação (LOQ). Considerando que o detector de espectrometria de 

massas sequencial é um filtro de massas sequencial e que o sinal de uma 

determinada substância é monitorado pelo par de íons precursor/produto, pode-se 

em uma única corrida cromatográfica detectar várias substâncias (APPLIED 

BIOSYSTEMS, 2004; MARTINS et al., 2006). 

 
  Figura 3 - Sistema de espectrometria de massas sequencial do tipo triplo-quadrupolo. 

 
Fonte: MARTINS et al, 2006. 

 

O monitoramento de duas transições (par de íons precursor/produto) 

proporciona ao método analítico o número mínimo de pontos de identificação 

necessários para a confirmação de substâncias por espectrometria de massas 

sequencial de baixa resolução, conforme os critérios descritos na Decisão 

2002/657/EC (UNIÃO EUROPEIA, 2002). 

A matriz da amostra pode conter interferentes que afetam o desempenho da 

análise, competindo com os analitos alvos pelo processo de ionização; podendo 

gerar um ganho ou redução do sinal, esse processo é conhecido como efeito matriz 
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(IUPAC). A avaliação do efeito matriz é recomendada quando se utiliza a técnica de 

LC-MS/MS (IUPAC, 2012; INMETRO, 2016). 

 

1.2.3. Validação do método 
 

A identificação e a quantificação de resíduos de fármacos em ambientes 

aquáticos têm sido cada vez mais frequentes. Dados analíticos não confiáveis 

podem conduzir a interpretações errôneas e tomadas de decisão equivocadas. 

Portanto, a validação do método analítico é importante para se obter uma análise 

correta dos possíveis efeitos dessas substâncias na saúde humana, como também 

nos organismos não alvo. 

Segundo a ISO/IEC 17025 (ABNT, 2005), métodos desenvolvidos pelos 

laboratórios, ou seja, não normalizados, devem ser validados. Então, a validação do 

método desenvolvido é necessária a fim de assegurar a confiabilidade dos 

resultados (USEPA, 1999). 

Na área ambiental, os métodos padronizados para análise de contaminantes 

publicados pela Agência de Proteção Ambiental Americana (USEPA) contêm 

orientações a respeito da validação destes métodos. A USEPA possui um protocolo 

que dá orientações para aprovação de novos métodos de analitos inorgânicos e 

orgânicos em águas residuais e potável, além das instruções para validação de 

metodologias (USEPA, 1999). No Brasil, os parâmetros de desempenho 

recomendados para processos de validação intralaboratoriais de métodos são 

determinados no documento INMETRO DOQ-CGCRE-008 (INMETRO, 2016). O 

Quadro 7 apresenta os parâmetros recomendados da USEPA e Inmetro.  
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Quadro 7 – Comparação entre as recomendações da USEPA e INMETRO para a validação de 
metodologias analíticas.   

USEPA INMETRO 
------- Seletividade 

------- Faixa de trabalho e faixa linear de 
trabalho 

Linearidade Linearidade 
Limite de detecção do método (MDL) Limite de Detecção (LOD) 
Nível mínimo de quantificação (ML) Limite de Quantificação (LOQ) 

------- Sensibilidade (inclinação da curva) 
Precisão Inicial e Recuperação (IPR) Recuperação e tendência 
Precisão Inicial e Recuperação (IPR) Precisão 

------- Repetibilidade 
------- Precisão Intermediária 
------- Reprodutibilidade 

------- Robustez (opcional) 
------- Incerteza de medição 

 

 

O Inmetro apresenta um maior número de parâmetros de validação para 

serem avaliados conforme apresentado no Quadro 7, porém é importante ressaltar a 

importância do protocolo da USEPA por ser específico para águas. 

Alguns parâmetros, que no mínimo devem ser avaliados em uma validação, 

são definidos e descritos a seguir, como: limite de detecção do método (method 

detection limit - MDL), nível mínimo de quantificação (minimum level - ML), 

linearidade, precisão inicial e recuperação (perform initial precision and recovery – 

IPR, repetibilidade e precisão intermediária. 

O MDL é definido como a concentração mínima de uma substância que pode 

ser medida e indicada com 99% de confiança de que a concentração de analito é 

maior do que zero e é determinada a partir da análise de uma amostra de uma dada 

matriz contendo a substância a analisar (USEPA, 1999). 

O ML corresponde ao menor nível de concentração em que todo o sistema de 

análise gera dados confiáveis em um ponto de calibração aceitável (USEPA, 1999). 

A linearidade é utilizada para determinar que um sistema de medição 

responde com precisão e de forma proporcional ao longo da faixa de medição de 

interesse (USEPA, 1999). 
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A precisão é o grau de concordância entre indicações ou valores medidos, 

obtidos por medições repetidas, no mesmo objeto ou em objetos similares, sob 

condições especificadas (VIM, 2012). 

Notas: 

 “Indicação” é definida pelo INMETRO (2012) como “valor fornecido por 

um instrumento de medição ou por um sistema de medição”, enquanto 

“valor medido” como “valor de uma grandeza que representa um 

resultado de medição”. Assim, cada indicação fornece um valor medido 

correspondente e esses valores medidos podem ser entendidos como 

os resultados de ensaios independentes. Objeto pode ser entendido 

como o material de ensaio. 

 As “condições especificadas” podem ser, por exemplo, condições de 

repetibilidade, condições de precisão intermediária ou condições de 

reprodutibilidade. 

 A precisão de medição é expressa numericamente pelo desvio-padrão, 

variância ou o coeficiente de variação. 

 

A repetibilidade é a precisão de medição sob um conjunto de condições de 

repetibilidade (VIM, 2012). 

Condição de repetibilidade: Condição de medição em um conjunto de 

condições, as quais incluem o mesmo procedimento de medição, os mesmos 

operadores, o mesmo sistema de medição, as mesmas condições de operação e o 

mesmo local, assim como medições repetidas no mesmo objeto ou em objetos 

similares durante um curto período de tempo (VIM, 2012). 

Notas: 

 “Procedimento de medição”, “operadores”, “local” e “objeto” podem ser 

entendidos, respectivamente, como método de análise, analistas, 

laboratório e material de ensaio. 

 “Sistema de medição” é definido pelo VIM (2012) como “Conjunto de 

um ou mais instrumentos de medição e frequentemente outros 

dispositivos, compreendendo, se necessário, reagentes e insumos, 

montado e adaptado para fornecer informações destinadas à obtenção 
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dos valores medidos, dentro de intervalos especificados para 

grandezas de naturezas especificadas”. 

 Curto período de tempo significa em termos práticos o mínimo de 

tempo necessário, sejam horas ou dias. 

A precisão intermediária é a precisão de medição sob um conjunto de 

condições de precisão intermediária (VIM, 2012). 

Condição de precisão intermediária: Condição de medição em um conjunto de 

condições, as quais compreendem o mesmo procedimento de medição, o mesmo 

local e medições repetidas no mesmo objeto ou em objetos similares, ao longo de 

um período extenso de tempo, mas pode incluir outras condições submetidas a 

mudanças (VIM, 2012). 

 

1.3. RESISTÊNCIA ANTIMICROBIANA E IMPLICAÇÕES PARA A SAÚDE 

HUMANA 

 
A Resistência Antimicrobiana (RAM) é uma ameaça à saúde pública e é 

ocasionada tanto pelo uso de medicamentos na medicina humana quanto na 

veterinária. Muitos pacientes em todo o mundo sofrem as consequências da RAM, 

pois algumas infecções já não são suscetíveis aos medicamentos comuns utilizados 

no seu tratamento. Dados provenientes de todo o mundo confirmam que a RAM, 

incluindo a resistência a múltiplos agentes, tem aumentado para vários patógenos 

responsáveis por infecções em unidades de saúde e na comunidade. As 

consequências previsíveis da RAM são o aumento da morbidade, o prolongamento 

das doenças, o maior risco de complicações e o aumento da mortalidade (WHO, 

2012). 

O aumento da utilização de antimicrobianos durante as últimas décadas 

resultou em uma seleção genética de bactérias resistentes, com efeito em longo 

prazo e, possivelmente, irreversíveis (SANDERSON et al., 2004). Jørgensen e 

Halling-Sørensen (2000) relataram em seus estudos que o desenvolvimento de 

resistência é favorecido pela exposição a baixas concentrações de antibióticos no 

meio ambiente. De acordo com Halling-Sørensen e colaboradores (1998), de 30 a 

90% da dose da maioria dos antibióticos administrados aos seres humanos e 

animais, é excretada na urina como substância ativa. Na medicina veterinária os 

antibióticos, além do uso terapêutico, podem ser utilizados como promotores de 
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crescimento para a produção de gado, como coccidiostáticos na produção avícola e 

de bovinos ou como aditivos alimentares na criação de peixes (HALLING-

SØRENSEN et al., 1998).  

As bactérias gram negativas da família Enterobacteriaceae são 

multirresistentes aos antibióticos e são consideradas como um dos principais grupos 

de microrganismos que causam infecção hospitalar (PATERSON, 2006).  

Além do mais, alguns microrganismos que provocam infecções humanas 

podem persistir por longos períodos no meio ambiente e também podem sobreviver 

a baixas concentrações de antibióticos presentes na água (MEIRELLES-PEREIRA et 

al., 2002). 

Estudos de águas de rio provenientes de ecossistema afetado diretamente 

por descargas de poluentes provenientes de área de captação agrícola e saídas de 

fazendas de peixes na Polônia indicaram a resistência antimicrobiana à substância 

tetraciclina (HARNISZ et al., 2011).  

Koczura e colaboradores (2012) avaliaram a resistência antimicrobiana em 

efluentes hospitalares, águas de estação de tratamento e águas de rios na Polônia, 

e verificaram que a Escherichia coli foi resistente aos antimicrobianos cefalotina e 

fluoroquinolonas. Os estudos demostraram que o nível de resistência aos 

antimicrobianos depende da origem e habitat, e difere entre os isolados cultivados 

nas clínicas, esgotos e amostras de água do rio. Além disso, a descarga de águas 

residuais tratadas pode contribuir para a elevada frequência de isolados de E. coli no 

rio e pode aumentar a resistência. 

Na Grécia foram realizados estudos em águas de superfície de rios, onde 

analisou-se a resistência de Salmonella spp. a antimicrobianos como ampicilina, 

amoxicilina, ciprofloxacina e tetraciclina. A Salmonella spp. apresentou resistência a 

todos os antibióticos estudados (ECONOMOU et al., 2013). 

Na China estudos realizados por Li e colaboradores (2015) determinaram a 

resistência de isolados de Aeronomas em águas; 257 cepas foram suscetíveis a 14 

dos 24 antimicrobianos testados (ampicilina, amoxicilina, eritromicina, ácido 

nalidíxico, cefalotina, polimixina B, estreptomicina, ceftriaxona, sulfametoxazol, 

canamicina, cefixima, cefuroxima, gentamicina e doxiciclina), com frequência de 

RAM entre 50% a 99,2%. A porcentagem de cepas resistentes a ampicilina, 

amoxicilina, eritromicina, ácido nalidíxico e cefalotina foi superior a 50%.  
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No Brasil, estudos vêm sendo realizados para avaliação da RAM em 

ambientes aquáticos e hospitalares.  

Em um estudo realizado no Rio de Janeiro foram comparadas as 

concentrações de bactérias resistentes aos antibióticos em esgotos domésticos, 

hospitalar e lagoas. Somente no esgoto hospitalar foram encontradas cepas 

multirresistentes aos antibióticos (MEIRELLES-PEREIRA et al., 2002).  

Estudos realizados em Porto Alegre, RS, determinou a frequência das 

espécies de enterococos nas águas do arroio Dilúvio e avaliou o perfil de 

susceptibilidade frente a antimicrobianos de uso nas medicinas humana e 

veterinária. Enterococos foram isolados das amostras de água coletadas e os 

resultados dos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos pelo método de 

difusão em disco revelaram que a maioria das bactérias eram resistentes a 

eritromicina, nitrofurantoína, norfloxacino, ciprofloxacino, cloranfenicol, tetraciclina e 

vancomicina. Entretanto, todos os isolados foram sensíveis à ampicilina e à 

gentamicina. Os resultados demonstraram que as águas do arroio Dilúvio podem ser 

uma fonte de disseminação e persistência de enterococos resistentes e de seus 

genes de resistência aos antimicrobianos para os seres humanos e meio ambiente, 

representando riscos à população (NACHTIGALL et al., 2013). 

Canal (2010) analisou isolados de E. coli provenientes de amostras de águas 

da lagoa dos Patos, no Rio Grande do Sul, quanto ao perfil de susceptibilidade aos 

antimicrobianos. As maiores percentagens de isolados resistentes encontrados 

foram resistentes à tetraciclina. 

A E. coli tem sido a bactéria escolhida para o estudo da RAM, por ser 

considerada o mais específico indicador de contaminação fecal recente e de 

eventual presença de organismos patogênicos (BRASIL, 2015). As bactérias do 

grupo coliforme habitam normalmente o intestino de homens e de animais, servindo, 

portanto, como indicadoras da contaminação de uma amostra de água por fezes. 

Como a maior parte das doenças associadas com a água é transmitida por via fecal, 

isto é, os organismos patogênicos, ao serem eliminados pelas fezes, atingem o 

ambiente aquático, podendo vir a contaminar as pessoas que se abasteçam de 

forma inadequada dessa água, conclui-se que as bactérias coliformes podem ser 

usadas como indicadoras dessa contaminação. Quanto maior a população de 

coliformes em uma amostra de água, maior é a chance de que haja contaminação 

por organismos patogênicos (BRASIL, 2015). 
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1.4. EFEITOS ECOTOXICOLÓGICOS E IMPLICAÇÕES NO MEIO AMBIENTE 

 

A presença de fármacos no ambiente aquático tem chamado a atenção, pois, 

fármacos são substâncias bioativas e que, portanto, são capazes de causar efeitos 

potenciais em sistemas vivos (SANTOS, 2010). 

A ecotoxicologia é uma ferramenta importante na avaliação da toxicidade de 

diversas substâncias ao meio ambiente. Seus resultados demonstram o potencial 

tóxico das amostras estudadas, através da utilização de organismos bioindicadores, 

em que vários parâmetros são analisados durante os testes, como mortalidade, 

natalidade, crescimento, taxa de alimentação, etc. Devido ao aumento da população 

humana e habitação irregular em áreas de bacia de drenagem, à crescente poluição 

dos mananciais, e à necessidade contínua da utilização cada vez maior dos corpos 

hídricos para abastecimento, a ecotoxicologia se tornou uma tendência mundial nas 

últimas décadas, sendo abordada pela legislação ambiental de vários países, 

incluindo a brasileira (SILVA et al., 2015).  

Os testes de toxicidade são importantes para avaliar o potencial de risco 

ambiental dos antimicrobianos e as análises de toxicidade já vêm sendo exigidas na 

legislação ambiental do Brasil. No capítulo IV da Resolução Nº 357 do Conama é 

estabelecido nos parágrafos 1 e 2 do artigo 34 que o efluente não deverá causar ou 

possuir potencial para causar efeitos tóxicos aos organismos aquáticos no corpo 

receptor e que os critérios de toxicidade devem se basear em resultados de ensaios 

ecotoxicológicos padronizados utilizando organismos aquáticos (BRASIL, 2005). 

Ainda, há poucos dados disponíveis sobre o efeito ecotoxicológico de 

fármacos nos ambientes aquáticos (JONES et al., 2002; FENT et al., 2006; ISIDORI 

et al., 2008; TAMBOSI, 2008; CARLSSON et al., 2013; LIN et al., 2013; BAUMANN 

et al., 2015; VALITALO et al, 2017). Quando estas substâncias estão presentes no 

meio ambiente podem afetar os animais, atingindo os seus órgãos, tecidos, células 

ou biomoléculas com funções semelhantes às dos humanos.  

Estima-se que 79% dos produtos químicos comercializados não possuem 

informações disponíveis sobre seus efeitos ecotoxicológicos (ATSDR, 1989). Assim, 

fica claro que informações sobre a toxicidade dessas substâncias são extremamente 

valiosas, uma vez que a maioria dessas substâncias eventualmente atinge os corpos 

hídricos. 
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É de suma importância ressaltar que para muitos antibióticos, o efeito 

específico ou o modo de ação não são bem conhecidos e, muitas vezes, diferentes 

modos de ação podem ocorrer. Os testes toxicológicos somente avaliam o efeito 

agudo (exposição em curto prazo) desses compostos em organismos vivos de 

diferentes níveis tróficos e só raramente os testes são conduzidos a exposições 

crônicas (longo prazo) (FENT et al., 2006). 

Nesse contexto, além das determinações químicas e das análises de 

parâmetros físico-químicos, os testes de toxicidade que empregam organismos 

aquáticos são elaborados para fornecer dados qualitativos e quantitativos sobre os 

efeitos adversos de substâncias químicas sobre organismos aquáticos, e desta 

forma tornam-se muito úteis para orientar decisões de pesquisadores, em indústrias 

e em agências ambientais, principalmente voltadas para evitar ou minimizar os 

impactos nos ecossistemas (FENT et al., 2006). 

A forma abrangente para avaliar os efeitos de toxicidade sobre os organismos 

não alvo incluí o desenvolvimento de testes específicos, abraçando tanto efeitos 

agudos, onde as taxas de mortalidade são frequentemente registradas, quanto 

efeitos crônicos, por meio de exposição a diferentes concentrações de substância ao 

longo de um prolongado período de tempo. Neste último caso, os efeitos são 

medidos por meio de parâmetros específicos, tais como o índice de crescimento ou 

taxas de reprodução (SANTOS et al., 2010).  

Os estudos sobre os efeitos agudos em organismos pertencentes a diferentes 

níveis tróficos (ou seja, algas, e zooplâncton entre outros invertebrados e peixes) 

são em maior número do que os crônicos (SANTOS et al., 2010). No entanto, 

ensaios de toxicidade aguda são insuficientes ou inadequados para detectar danos 

mais sutis (KAVLOCK e ANKLEY, 1996) como, por exemplo, disfunções 

reprodutivas produzidas por exposições prolongadas a concentrações mais baixas 

de substâncias químicas presentes no ambiente, diminuição da taxa de crescimento, 

alterações comportamentais, fisiológica e bioquímicas, e outros desfechos 

dependendo dos diferentes níveis de organização biológica. 

As informações de toxicidade aguda são válidas para altos níveis de 

contaminação como ocorre em acidentes ambientais, como a descarga dos 

fármacos, uma vez que as concentrações ambientais geralmente relatadas para 

estas substâncias são muito baixas. Os testes de toxicidade crônica são escassos, 
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provavelmente devido ao trabalho experimental complexo envolvido (FENT et al., 

2006). 

Estudos mostram que um terço dos antibióticos são claramente tóxicos para 

os peixes, e mais de metade apresentam algum efeito tóxico. Espécies de peixes 

são, portanto, os animais alvo ideais para investigar a toxicidade ecológica de 

antibióticos (LIN et al., 2013). 

Os peixes são frequentemente escolhidos para determinação da CL50 em 

ensaios de toxicidade aguda (BERTOLETTI, 1992). Eles vêm sendo usados em 

testes de toxicidade há mais de 100 anos, devido a algumas características, como: 

representam os seres consumidores dentro de um nível trófico, possuem interesse 

econômico e são os organismos mais típicos de qualquer ambiente aquático (SILVA 

et al., 2015).  

O peixe Danio rerio, conhecido como paulistinha ou “zebrafish”, da ordem dos 

Cypriniformes e família Cyprinidae, é frequentemente utilizado nestes ensaios e é 

padronizado por agências regulatórias no Brasil e em diversos países (SILVA et al., 

2015).  

A espécie tem origem asiática, podendo ser encontrado no Pasquistão, Índia, 

Nepal e Blangadesh. É capaz de se adaptar facilmente às variadas condições 

ambientais naturais e artificiais, sendo um dos peixes mais estudados mundialmente. 

No Brasil é comercializado como peixe ornamental, não ocorrendo naturalmente nas 

bacias hidrográficas brasileiras. A escolha desse peixe para os estudos deve-se à 

grande disponibilidade comercial em muitos países, pelo fato de ser facilmente 

criado em laboratório, e por apresentar uma sensibilidade satisfatória para ampla 

gama de substâncias químicas, além de ser um dos organismos mais utilizados e 

estudados no mundo para investigação do desenvolvimento biológico 

(MAGALHAES, 2007). O peixe Danio rerio possui características importantes, que o 

tornam adequado para tais estudos, particularmente o seu período curto de 

crescimento e a quantidade global de informação genética que está disponível para 

esta espécie. A tolerância à toxicidade de embriões de peixe Danio rerio foi utilizada 

para desenvolver um modelo de riscos de toxicidade para humanos e para o 

ambiente (LIN et al., 2013). 

Estudos de exposição aguda à claritromicina e seus metabólitos foram 

realizados com os embriões dos peixes Danio rerio. Em testes de toxicidade com 

embriões de peixe realizados ao longo de 48 h nenhuma das substâncias 
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investigadas causaram efeitos letais usando concentrações até 2 mgL. Os peixes 

foram poucos afetados pelas substâncias investigadas (BAUMANN et al., 2015). 

Isidori e colaboradores (2005) testaram a exposição aguda à eritromicina, 

oxitetraciclina, sulfametoxazol, ofloxacino, lincomicina e claritromicina nos 

organismos aquáticos pertencentes a diferentes níveis tróficos (bactérias, algas, 

rotíferos, crustáceos e peixes). Os resultados mostraram que o nível de toxicidade 

aguda era da ordem de mgL enquanto que a toxicidade crônica apareceu em 

concentrações na ordem de µgL, principalmente para as algas. Os antibióticos 

testados mostraram-se menos ativos para rotíferos, crustáceos e peixes, onde 

nenhum efeito foi observado mesmo para concentrações de até 1000 mgL. Os 

estudos para os peixes Danio rerio mostraram que a ofloxacino em concentrações 

superiores a 1000 mgL provocou 33,5% de mortandade e também apresentou efeito 

mutagênico. 

Estudos de exposição aguda foram testados para quinze medicamentos de 

uso veterinário em embriões de peixe Danio rerio. Os antimicrobianos testados 

foram norfloxacina, enrofloxacina, tilosina, trimetoprim e oxitetraciclina e nenhum 

deles mostrou quaisquer efeitos nas concentrações testadas de 1 e 10 mgL 

(CARLSSON et al., 2013). 

As sulfonamidas sulfametoxazol, sulfadiazina e sulfadimidina foram testadas 

em embriões de peixe Danio rerio com concentrações de 0,001, 0,01 e 1 mgL. 

Somente na concentração de 1 mgL foram observados os efeitos tóxicos, como 

toxicidade sub-letal no zebrafish, o que resulta em hemorragia, coagulação do 

sangue, flexão da cauda e edema pericárdico (LIN et al., 2013). 

Oliveira e colaboradores (2013) avaliaram a exposição aguda de amoxicilina e 

oxitetraciclina em Danio rerio nas fases embrionárias e adultas. Os estudos 

apresentaram que esses antimicrobianos afetaram a atividade enzimática dos Danio 

rerio em ambas as fases avaliadas. 

Alguns autores relataram que dependendo da dose e do tempo de exposição 

é possível que alguns fármacos estejam relacionados com doenças como câncer de 

mama, testicular e de próstata, ovários policísticos e redução da fertilidade 

masculina (MILLS e CHICHESTER, 2005). 

Muitos estudos com várias espécies de peixes em contato direto com baixas 

concentrações de antimicrobianos aparentemente não apresentaram efeitos 
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significativos. Somente com peixes da espécie medaka japonesa foi observado 

efeito tóxico na presença de sulfonamidas acima de 100 mgL (SANTOS et al., 

2010). 

A maioria dos estudos ecotoxicológicos têm sido realizados em peixes, porém 

outras espécies aquáticas podem sofrer esses efeitos, como proteobactérias, 

cianobactérias, algas e bactérias (VALITALO et al, 2017).  

Procariontes são os organismos ambientais mais sensíveis aos antibióticos, 

porque os agentes antimicrobianos são inibidores do crescimento bacteriano, no 

entanto os efeitos ecotoxicológicos dos antibióticos em microrganismos aquáticos 

receberam menos atenção, apesar do seu papel significativo em diferentes 

ecossistemas. (VALITALO et al, 2017).  

Os microrganismos aquáticos mais utilizados nos testes de toxicidade 

ambiental de antibióticos são cianobactérias, bactéria Vibrio fischeri e diferentes 

espécies de microalgas e algas verdes. Nos estudos ecotoxicológicos dos 

antibióticos, a bactéria marinha bioluminescente Vibrio fischeri tem sido a principal 

espécie de teste (VALITALO et al, 2017). Os ensaios bacterianos baseados na 

inibição da bioluminescência são ferramentas amplamente aplicadas para avaliar o 

efeito de produtos químicos nas formas individuais, misturas e amostras ambientais. 

As vantagens desses ensaios estão relacionadas as facilidades de uso, 

sensibilidade e velocidade, com tempos de exposição da amostra normalmente entre 

15 e 30 min (NEALE et al, 2017). 

Estudos de revisão apresentados por Valitalo e colaboradores (2017), 

demostraram que a concentração efetiva média da substância em análise que causa 

o efeito agudo (CE50) sobre o Vibrio fischeri, para algumas fluoroquinolonas como 

enrofloxacino, ciprofloxacino, norfloxacino e ofloxacino variam de 13,59 ng/L a 5600 

mg/L. Já para a classe de sulfonamidas, as substâncias sulfadiazina, sulfapiridina, 

sulfametoxazol e sulfamerazina apresentaram uma CE50 de 2.7 a >100 mg/L. Os 

macrolídeos, claritromicina e eritromicina apresentaram CE50 >100 mg/L. As 

tetraciclinas, clortetraciclina, doxiciclina, oxitetraciclina e tetraciclina apresentaram 

CE50 que variaram entre 25 ng/L a 87 mg/L. 

Como o uso de antimicrobianos não está propenso a ser reduzido tanto na 

medicina humana quanto na veterinária, e a maioria dos antimicrobianos sofre 

metabolismo através da sua passagem no corpo humano, os efeitos 
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ecotoxicológicos não só da droga em si, mas também dos seus metabólitos ativos 

deve ser investigado (BAUMANN et al., 2015). 

  

1.5. BACIA HIDROGRÁFICA DO RIO GUANDU 

 
O rio Guandu é formado pelo rio Ribeirão das Lajes, pela vazão de até 20 

m3/s do rio Piraí e por 160 m3/s de água do rio Paraíba do Sul. Em Barra do Piraí, 

2/3 da vazão do rio Paraíba, cerca de 107 m3 de águas, são captados e bombeados 

na elevatória de Santa Cecília para as usinas do Sistema Light e são conduzidas ao 

reservatório de Santana, formando então o rio Guandu, onde se localizam a 

captação e a estação de tratamento de água da Cedae (Figura 4). Pode-se dizer que 

os rios Guandu e Paraíba do Sul são os mais importantes rios do Estado do Rio de 

Janeiro, já que são responsáveis pelo sistema de abastecimento de água para mais 

de 12 milhões de pessoas, incluindo os habitantes da Região Metropolitana (INEA, 

2015). 

O Rio Guandu localizado no estado do Rio de Janeiro (Figura 4) é um 

manancial superficial e o principal fornecedor de água para a estação de tratamento 

de água (ETA) do Guandu, e sua água, após tratamento convencional, é distribuída 

na Região Metropolitana do Estado do Rio de Janeiro (RMRJ). A bacia hidrográfica 

do Rio Guandu recebe maior contribuição das águas que são bombeadas do Rio 

Paraíba do Sul. As águas são utilizadas para múltiplos fins, entre os quais o principal 

é o abastecimento industrial, que retorna as águas usadas (residuárias) para os rios, 

quase sempre, com elevada carga poluidora. Na região próxima (Rio Queimados) à 

ETA do Guandu são observadas algumas situações que comprometem a qualidade 

das águas do rio, como: pontos de descarga de esgotos domésticos e lançamento 

de lixo urbano, ocupação desordenada nas áreas próximas a leitos de rios e de 

mananciais, desmatamento das encostas e retirada de areia (SILVA et al, 2001). 

A ocupação urbana da bacia do rio Guandu contribui significativamente para a 

poluição do rio e seus afluentes, traduzidos, principalmente, pelos altos teores de 

coliformes fecais encontrados. Grande parte dos municípios compreendidos na bacia 

do rio Guandu não conta com serviços de coleta de resíduos sólidos, observando-se, 

também, baixos índices de atendimento de coleta de lixo urbano. Mais precária 

ainda é a situação de disposição final desses resíduos, sendo comum o lançamento 

em lixões localizados, em grande parte, às margens dos rios da bacia e em 



48 
 
encostas, e próximos a aglomerações urbanas, resultando em uma grave 

degradação ambiental (INEA, 2015). 

A Estação de Tratamento de Água (ETA) do Guandu foi inaugurada em 1955 

e é a maior estação de tratamento de água do mundo, sendo responsável pelo 

abastecimento de 85 % do Município do Rio de Janeiro e cerca de 70 % dos 

municípios da Baixada Fluminense. A estação trata 43.000 m3/s de água, 

abastecendo 9 milhões de habitantes. Para tratar esta enorme quantidade de água 

são gastos, diariamente, uma média de 100 toneladas de sulfato de alumínio e 

cloreto férrico e 200 quilos de polieletrólito2 (utilizados na etapa de floculação), 20 

toneladas de cal virgem (para ajuste do pH da água) e 15 toneladas de cloro gasoso 

(responsável pela desinfecção da água). Como forma de auxiliar na prevenção da 

cárie dentária, realiza-se a fluoretação da água com cerca de 7 toneladas de ácido 

fluorsilícico (CEDAE, 2010). 

 
 

     Figura 4 - Formadores do Rio Guandu.  

 
  Fonte: COMITÊ GUANDU, 2017. 

 

                                                      
2 Polieletrólitos (PE) são polímeros com grupos ionizáveis ao longo da cadeia, classificados em 

aniônicos e catiônicos de acordo com seu grupo funcional. 
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2. OBJETIVOS  
 
2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Estudar a ocorrência de antimicrobianos em águas de superfície e potável do 

estado do Rio de Janeiro e avaliar os aspectos ecotoxicológicos. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Desenvolver e validar uma metodologia analítica para a determinação de 

resíduos de antimicrobianos das classes dos betalactâmicos, macrolídeos, 

fluoroquinolonas, sulfonamidas e tetraciclinas em águas de superfície e 

potável por LC-MS/MS;  

  Aplicar a metodologia para determinar a presença de resíduos desses 

antimicrobianos em amostras de águas de superfície e potável destinadas ao 

abastecimento para consumo humano no estado do Rio de Janeiro e discutir 

os impactos negativos causados ao meio ambiente e à saúde humana devido 

à presença desses resíduos; 

 Avaliar o perfil de resistência a antimicrobianos considerados criticamente 

importantes em medicina humana e veterinária, para cepas de Escherichia 

coli isoladas em águas potáveis através do método de difusão em ágar (Kirby-

Bauer); 

 Avaliar a ecotoxicidade de antimicrobianos em amostras de águas sintética. 
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3. METODOLOGIA 
 
3.1. ÁREA DE ESTUDO 

 

O presente trabalho possui dois eixos centrais de análise, sendo um dos 

focos para a área da saúde (água potável) e o outro para a área ambiental (água de 

superfície de rios). Para o foco tanto da saúde quanto para o meio ambiente será 

considerado o Sistema Guandu, e também outros sistemas que abastecem outras 

cidades do Rio de Janeiro, como Imunana-Laranjal e Paraíba do Sul serão 

considerados visando o foco para a área da saúde.   

Então visando o conhecimento da qualidade da água do Sistema Guandu, no 

presente estudo foi realizado um monitoramento em dezenove pontos distintos, onde 

estão localizados os principais Mananciais formadores do sistema Guandu, 

conforme mostrado na Figura 5. Visando o foco da área da saúde, as amostras de 

águas potáveis oriundas do Sistema Guandu e outros sistemas de abastecimento de 

água do Estado do Rio de Janeiro, abrangendo os municípios do Rio de Janeiro, 

Barra Mansa, Belford Roxo, Itaguaí, Niterói, São Gonçalo, Volta Redonda e 

Resende. 

 
Figura 5 - Mapa dos Mananciais formadores do Sistema Guandu. 

 
Fonte: INEA (2012). 
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3.2 . COLETA DAS AMOSTRAS 

 

Uma alíquota de 250 mL de cada amostra de água foi coletada em frascos de 

polipropileno com tampas, devidamente identificadas e transportadas sob 

refrigeração a cerca de 20ºC ao laboratório para análise, onde foram primeiramente 

filtradas utilizando filtros de papel de 8 μm de Whatman (Inglaterra), seguidos de 

filtração com membrana de PVDF de 0,22 μm (Millipore, Billerica, MA, EUA). A 

amostra filtrada foi armazenada em frascos de polipropileno com tampas à 

temperatura igual ou inferior a -20°C para reensaio caso necessário. 

 

3.2.1.  Águas de superfície 

 

Os locais de coleta (Tabela 1) foram os mesmos utilizados pelos profissionais 

do Laboratório de Controle de Qualidade da ETA Guandu.  A Figura 1 mostra a 

posição dos locais de coleta das amostras. Os códigos de amostra e as 

coordenadas GPS estão listados na Tabela 1 referente às amostras de águas de 

superfície. As amostras foram coletadas em Junho, Julho, Agosto, Setembro, 

Novembro e Dezembro de 2016. 

 
Tabela 1 - Pontos de coleta do monitoramento dos Mananciais formadores do Sistema Guandu. 
Código da 
amostra 

Município Corpo Hídrico Localização 
(LatitudeLongitude) 

RPS-01 Barra do Piraí Rio Paraíba do Sul 22º28’56.81S43º50’20.45O 
RPI-02 Piraí Rio Piraí 22º37’41.90S43º53’49.22O 
RLL-03 Piraí Adutora do Ribeirão das 

Lajes 
22º41’31.43S43º51’44.38O 

RPL-04 Paracambi Rio Ribeirão das Lajes 22º40’55.69S43º49’0.09O 
RMC-05 Paracambi Rio dos Macacos 22º38’5.99S43º42’17.79O 
RSA-06 Japeri Rio Santana 22º38’13.87S43º40’5.58O 
RSP-07 Japeri Rio São Pedro 22º38’33.20S43º37’22.78O 
RGN-08 Queimados Rio Guandu 22º43’40.35S43º38’26.18O 
RPÇ-09 Queimados Rio Poços 22º45’35.51S43º36’57.70O 
RQM-10 Queimados Rio Queimados (Montante) 22º44’45.90S43º36’42.37O 
RQM-11 Queimados Rio Queimados (Jusante) 22º45’35.33S43º36’56.53O 
RIG-12 Nova Iguaçu Rio Ipiranga 22º48’10.13S43º37’24.16O 
LGA-13 Nova Iguaçu Lagoa Guandu (Final) 22º47’8.43S43º37’48.04O 
LGA-14 Nova Iguaçu Lagoa Guandu (Meio) 22º47’39.24S43º37’46.67O 
LGA-15 Nova Iguaçu Lagoa Guandu (Foz) 22º48’21.37S43º37’38.48O 
RGN-16 Nova Iguaçu Rio Guandu (Barragem 

Auxiliar) 
22º48’16.19S43º37’50.47O 

RGN-17 Nova Iguaçu Rio Guandu (Barragem 
Principal) 

22º48’31.69S43º37’39.44O 

CRL-18 Piraí Lago de Lajes 22º42’3.24S43º52’57.15O 
PCH-19 Paracambi Ribeirão das Lajes 22º40’18.15S43º45’16.26O 
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3.2.2.  Águas potáveis 

 

As amostras de águas do sistema de abastecimento municipal foram 

coletadas diretamente das torneiras de residências no estado do Rio de Janeiro 

(Barra Mansa, Belford Roxo, Itaguaí, Niterói, Resende, Rio de Janeiro, São Gonçalo 

e Volta Redonda) em junho, agosto e novembro de 2016.  

Também foram adquiridas em setembro e dezembro de 2016 amostras de 

500 mL de água mineral natural comercializadas e embalagens plásticas com 

recursos próprios em supermercados localizados em três bairros diferentes da 

cidade do Rio de Janeiro. Dez marcas foram contempladas no total das 30 amostras 

coletadas. Foram coletadas amostras de águas potáveis para pesquisa de 

coliformes totais e Escherichia coli (seção 3.8) e avaliação da resistência 

antimicrobiana destes isolados. As amostras foram coletadas em frascos estéreis 

(125 mL) contendo tiossulfato de sódio para eliminar o cloro residual presente na 

água, e sob condições de extrema higienização em relação tanto a pessoa que 

coletou a amostra quanto ao local da saída de água (bica da torneira). Após a coleta, 

fechou-se o frasco com tampa e acondicionou-se o recipiente sob refrigeração a 

cerca de 20ºC e foi transportado para o laboratório e armazenado à temperatura 

igual ou inferior a -20°C para reensaio caso necessário.  

 

3.2.3. Amostras de água utilizadas para o desenvolvimento e validação 

 

As amostras de águas potáveis foram coletadas diretamente das torneiras do 

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saúde (INCQS)/Fundação Oswaldo 

Cruz, das residências da cidade de Barra Mansa e da cidade de São Gonçalo. As 

amostras de água de superfície foram coletadas de alguns rios que compõem o 

sistema Guandu (rios Guandu e Queimados) e do rio Parado, no distrito de Lídice de 

Rio Claro no Estado do Rio de Janeiro. Um total de seis amostras foram coletadas 

para validação conforme apresentado na Tabela 2.  
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     Tabela 2 - Amostras de água utilizadas para o desenvolvimento e validação. 

 Água de Superfície (AS) Água Potável (AP) 
Tipo  Corpo Hídrico Amostra Localização Amostra 

Tipo 1 Rio Guandu AS 1 INCQS AP 1 

Tipo 2 Rio 
Queimados AS 2 Barra Mansa AP 2 

Tipo 3 Rio Parado AS 3 São Gonçalo AP 3 
 

 

3.3. MATERIAIS 

 

3.3.1. Padrões 

 

As substâncias selecionadas pertencentes a classe de betalactâmicos foram: 

amoxicilina (AMOX), ampicilina (AMPI), benzilpenicilina (PENG), cefaclor (CFCL), 

cefadroxila (CFDX), cefalexina (CFLX), cefapirina (CFPN), cefazolina (CFZL), 

cefoperazona (CFPZ), cefquinoma (CFQN), ceftiofur (CFTF), cloxacilina (CLOX), 

desacetilcefapirina (DESAC), dicloxacilina (DCLOX), fenoximetilpenicilina (PENV), 

oxacilina (OXAC) e nafcilina (NAFC). As substâncias selecionadas pertencentes a 

classe de fluoroquinolonas foram: ciprofloxacino (CPF), moxifloxacino (MXF), 

norfloxacino (NOR) e ofloxacino (OFX). As substâncias selecionadas pertencentes a 

classe de macrolídeos foram: azitromicina (AZI), claritromicina (CLA), eritromicina 

(ERI), espiramicina (ESPI), oleandomicina (OLE), roxitromicina (ROX), tilmicosina 

(TILM), tilosina (TIL), e troleandomicina (TRO). As substâncias selecionadas 

pertencentes a classe de sulfonamidas foram: dapsona (DAP), sulfacetamida (SCT), 

sulfadimetoxina (SDM), sulfamerazina (SFM), sulfametazina (SMT), sulfametoxazol 

(SMZ), sulfaquinoxalina (SQN) e sulfatiazol (STZ). As substâncias selecionadas 

pertencentes a classe de tetraciclinas foram: clortetraciclina (CTC), doxiciclina (DC), 

metaciclina (MTC), oxitetraciclina (OTC), tetraciclina (TC), 4-epiclorotetraciclina 

(ECTC), 4-epioxitetraciclina (EOTC) e 4-epitetraciclina (ETC). A demeclociclina 

(DMC) e ampicilina-D5 (AMPID5) foram utilizadas como padrão interno e surrogate 

(controle de processo). As especificações dos padrões encontram-se abaixo: 

a) amoxicilina triidratada (Farmacopeia Brasileira, Brasil); 

b) ampicilina (Farmacopeia Brasileira, Brasil); 

c) benzilpenicilina sódica (US  Pharmacopeial Convention, EUA); 

d) cefaclor (Farmacopeia Brasileira, Brasil); 
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e) cefadroxila (Farmacopeia Brasileira, Brasil); 

f) cefalexina (Farmacopeia Brasileira, Brasil); 

g) cefapirina sódica (US  Pharmacopeial Convention, EUA); 

h) cefazolina (Farmacopeia Brasileira, Brasil); 

i) cefoperazona (US  Pharmacopeial Convention, EUA); 

j)  cefquinoma sódica (Dr. Ehrenstorfer, Alemanha); 

k)  ceftiofur (US  Pharmacopeial Convention, EUA); 

l)  cloxacilina sódica (WHO Collaborating Centre for Chemical Reference 

Substances, Suécia); 

m)  desacetilcefapirina (Bristol-Myers Squibb, EUA); 

n)  dicloxacilina sódica hidratada (WHO Collaborating Centre for Chemical 

Reference Substances, Suécia); 

o)  fenoximetilpenicilina potássica (WHO Collaborating Centre for Chemical 

Reference Substances, Suécia); 

p)  oxacilina sódica hidratada (US  Pharmacopeial Convention, EUA); 

q)  nafcilina sódica (WHO Collaborating Centre for Chemical Reference 

Substances, Suécia); 

r)  cloridrato de ciprofloxacino (Farmacopeia Brasileira, Brasil); 

s)  moxifloxacino (US  Pharmacopeial Convention, EUA); 

t)  norfloxacino (Farmacopeia Brasileira, Brasil); 

u)  ofloxacino (US  Pharmacopeial Convention, EUA); 

v)  azitromicina diidratada (Dr. Ehrenstorfer, Alemanha); 

w)  claritromicina (Farmacopeia Brasileira, Brasil); 

x)  eritromicina (US  Pharmacopeial Convention, EUA); 

y)  espiramicina (Dr. Ehrenstorfer, Alemanha); 

z)  oleandomicina (Dr. Ehrenstorfer, Alemanha); 

aa)  roxitromicina (Dr. Ehrenstorfer, Alemanha); 

bb)  tilmicosina (Dr. Ehrenstorfer, Alemanha); 

cc) tartarato de tilosina (US  Pharmacopeial Convention, EUA); 

dd)  troleandomicina (US  Pharmacopeial Convention, EUA); 

ee)  dapsona (US  Pharmacopeial Convention, EUA); 

ff)  sulfacetamida (US  Pharmacopeial Convention, EUA); 

gg)  sulfadimetoxina (US  Pharmacopeial Convention, EUA); 

hh)  sulfamerazina (US  Pharmacopeial Convention, EUA); 
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ii) sulfametazina (US  Pharmacopeial Convention, EUA); 

jj) sulfametoxazol (Farmacopeia Brasileira, Brasil); 

kk)  sulfaquinoxalina (US  Pharmacopeial Convention, EUA); 

ll)  sulfatiazol (US  Pharmacopeial Convention, EUA); 

mm) cloridrato de clortetraciclina (US Pharmacopeial Convention, EUA); 

nn)  hiclato de doxiciclina (US Pharmacopeial Convention, EUA); 

oo)  metaciclina (Acros, EUA); 

pp)  oxitetraciclina (US Pharmacopeial Convention, EUA); 

qq) tetraciclina (Farmacopeia Brasileira, Brasil); 

rr)  4-epiclortetraciclina (Acros, EUA); 

ss)  4-epioxitetraciclina (Acros, EUA); 

tt)  4-epitetraciclina (Acros, EUA); 

uu)  Demeclociclina (US Pharmacopeial Convention, EUA); 

vv)  Ampicilina-D5 (Purity Grade Standards, EUA). 

 

3.3.2 Reagentes e solventes 

 

a) acetonitrila (ACN) para cromatografia líquida LC/MS (Merck, Alemanha); 

b) acetona (ACE) (Merck, Alemanha); 

c) ácido ascórbico (ASC) (Merck, Alemanha); 

d) ácido clorídrico (HCl) (Merck, Alemanha); 

e) ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) (Calbiochem, EUA); 
f) ácido fórmico (FOA) (Merck, Alemanha); 

g) hidróxido de sódio (NaOH) (Merck, Alemanha); 

h)  metanol (MeOH) para cromatografia líquida ou para cromatografia UV/CLAE 

(J. T. Baker, EUA); 

i) água purificada tipo I (Milli-Q) adequada para uso no ensaio. 

j) Tiossulfato de sódio, (Merck, Alemanha). 

 

3.3.3 Equipamentos e Acessórios 

 

a) sistema LC-MS/MS composto de Cromatógrafo a Líquido de Alta Eficiência 

Shimadzu Prominence e espectrômetro de massas sequencial API5000 

Applied Biosystems/MDS Sciex, com interface TurboIonspray®. O software 
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Analyst® 1.4.2 foi empregado para controle do sistema, aquisição e análise 

dos dados. A configuração do cromatógrafo a líquido compreende uma 

bomba quaternária LC-20AD, um degaseificador de membrana DGU-20A5, 

um autoamostrador SIL-20AC, um forno de coluna CTO-20AC e uma 

controladora CBM-20A;  

b) sistema Microtox 500® (Azur Environment, EUA);  

c) coluna analítica Pursuit™ C18 RS, 2,0 x 100 mm, 3 µm de tamanho de 

partícula, (Agilent, EUA);  

d) coluna de guarda Metaguard C18 Pursuit, 2 mm, 3 µm de tamanho de 

partícula, (Agilent, EUA);  

e) balança semi-micro com resolução de 0,00001 g (Metler Toledo, Suíça);  

f) balança analítica LP 620P (Sartorius, Alemanha);  

g) conjunto de manifold de extração por fase sólida com torneiras, agulhas e 

bomba de vácuo (Alltech, EUA); 

h) módulo de aquecimento/agitação com unidade de evaporação com nitrogênio 

React-Therm III (Pierce, EUA);  

i) módulo de evaporação Reacti-Vap III (Pierce, EUA);  

j) termômetro de imersão parcial que compreenda a faixa de 40-55 ºC, com 

divisão máxima de escala de 1 ºC, para módulo de aquecimento (Pierce, 

EUA);  

k) agitador de tubos tipo vórtex (MARCONI, Brasil);  

l) freezer de temperatura ultra-baixa CL374-80V (ColdLab, Brasil);  

m) refrigerador – compartimento de refrigeração ou de congelamento;  

n) capela de exaustão;  

o) sistema de obtenção de água purificada tipo I, Milli-Q (Millipore, EUA). 

 

3.4 PROCEDIMENTOS 

 

3.4.1 Condições cromatográficas e espectrométricas: 

 

a) temperatura do forno: método TC e SF (25 ºC) e método para BL, MC e FQ 

(35 ºC); 

b) volume de injeção: 25 µL; 

c) programação do autoamostrador:  
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• volume de rinsagem:1000 µL;  

• profundidade da agulha: 52 mm;  

• velocidade de rinsagem: 35 µL/s;  

• velocidade de amostragem: 5,0 µL/s;  

• tempo de purga: 25,0 min;  

• tempo de imersão na rinsagem: 10 s;  

• modo de rinsagem: antes e após aspiração;  

• habilitação do sistema de resfriamento: sim;  

• temperatura do sistema de resfriamento: 4°C;  

• controle de profundidade da agulha no vial: 52 mm;  

• método de bombeamento: rinsar bomba e pórtico entre análises (“Rinse 

Pump And Port Between Analysis”);  

•  tempo de rinsagem: 4s;  

d) interface: eletrospray;  

e) modo: MRM positivo;  

f) gás de cortina (Curtain gas): N2 valor 10;  

g) gás de nebulização (GS1): N2 valor 40;  

h) gás de secagem (GS2): N2 valor 40;  

i) voltagem do ionspray (IS): 5000V;  

j) voltagem do potencial de entrada (EP): 10V;  

k) voltagem do detector (CEM): 2600V;  

l) voltagem do defletor (DF): -250V;  

m) temperatura da fonte TurboIonSpray: método TC e SF (500 ºC) e método para 

BL, MC e FQ (550 ºC). 

 

3.4.2 Preparo de soluções estoques 

 

Os padrões de betalactâmicos, fluoroquinolonas, macrolídeos, sulfonamidas e 

tetraciclinas foram preparados a fim de obter uma concentração de 

aproximadamente 1000 µg⁄mL. As soluções estoques de BL foram preparadas em 

água, as de FQ em solução de 0,03 mol⁄L de NaOH e de MC, SF e TC em MeOH. 

As soluções estoques de DMC (1000 µg⁄mL) e AMPID5 (1000 µg⁄mL) foram 

preparadas usando MeOH e água, respectivamente. A massa teórica pesada para 

cada padrão foi calculada considerando correções de pureza, teor de água e ácido 



58 
 
livre. As soluções foram transferidas para microtubos e estocadas em freezer a 

temperaturas igual ou inferior a -70°C.  

 

3.4.3 Preparo de soluções intermediárias e soluções de trabalho 

 

As soluções intermediárias são descritas abaixo: 

a) Solução de DMC e AMPID5 a 50 ng⁄mL em água – PI; 

b) Solução dos analitos alvos a 20 ng⁄mL em água 

c) Solução dos analitos alvos a 25 ng⁄mL em água – P1; 

d) Solução dos analitos alvos a 50 ng⁄mL em água – P2; 

e) Solução dos analitos alvos a 100 ng⁄L em água – P3; 

f) Solução dos analitos alvos a 250 ng⁄mL em água – P4; 

g) Solução dos analitos alvos a 500 ng⁄mL em água – P5; 

h) Solução dos analitos alvos a 1000 ng⁄mL em água – P6; 

i) Solução 1250 ng/L dos analitos alvos com solvente de reconstituição (80:20 

(v/v) de 0,1 % v/v de ácido fórmico em água e metanol)  

j) Solução 1250 ng/L dos analitos alvo do solvente de reconstituição (65 % de 

metanol em água). 

 

As soluções de trabalho são descritas abaixo: 

a) Solução de 0,1% de FOA em H2O, para o posterior preparo da solução de 

trabalho de 80 % FOA 0,1 % em H2O: 20 % MeOH; 

b) Solução de MeOH: 1% FOA (50:50, v/v); 

c) Solução de 65 % MeOH em H2O. 

 

 

 

3.5 ESTUDOS DE DESENVOLVIMENTO DE UM MÉTODO CROMATOGRÁFICO 

E ESPECTROMÉTRICO PARA DETERMINAÇÃO DOS ANTIMICROBIANOS 

 

Descrições resumidas desses estudos foram apresentadas nos artigos 

científicos constantes nos Apêndices I e II. 
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3.5.1 Otimização das Condições Cromatográficas e Espectrométricas 

 

A otimização das condições ideais de ionização de betalactâmicos (BL) e 

fluoroquinolonas (FQ) no modo eletrospray positivo (ESI+) no espectrômetro de 

massas triplo quadrupolo (LC-MS/MS) foi realizada através da infusão contínua de 

soluções dos analitos nas concentrações entre 50 e 100 ng/mL em MeOH: 1% FOA 

(50:50, v/v), com auxílio de uma bomba de seringa (Havard Apparatus, Canadá). 

Para as sulfonamidas (SF) foi realizada na concentração de 100 ng/mL em MeOH 

(MONTEIRO et al, 2016). Estudos de fragmentação para a classe de tetraciclinas 

(TC) foram descritos por Spisso e colaboradores (2009) e para macrolídeos (MC) 

foram descritos por Costa e colaboradores (2015). 

Os testes cromatográficos realizados basearam-se em um método descrito 

por Spisso e colaboradores (2009) para a determinação de antimicrobianos da 

classe das TC em leite devido às semelhanças físico-químicas das TC com as SF. 

Para os antimicrobianos das classes de BL, MC e FQ, os testes cromatográficos 

foram baseados em um método de determinação de antimicrobianos da classe de 

betalactâmicos em leite (INCQS, 2016). 

 

3.5.2 Procedimento de extração/purificação testados  

 

Diversos testes foram realizados a fim de obter-se o método com melhores 

recuperações e maior praticidade. Testou-se o volume de amostra aplicada aos 

cartuchos para pré-concentração dos analitos com volumes de 25 mL e 50 mL. 

Realizou-se testes utilizando cartuchos de extração por fase sólida Oasis HLB® e 

Strata®. 

Os procedimentos de extração e purificação testados basearam-se 

inicialmente no método oficial 1694 da agência de proteção ambiental dos Estados 

Unidos (USEPA), esse método consiste na determinação de compostos químicos 

em amostras ambientais por LC-MS/MS (USEPA, 2007).  

Alíquotas de 25 e 50 mL de amostras brancas foram transferidas para frascos 

de polipropileno de 100 mL, em seguida foram fortificadas com os analitos alvo nas 

concentrações de 100 ng/L para os fármacos pertencentes as classes de BL, FQ, 

MC, SF e TC. AMPID5 e DMC (PI) foram empregadas como padrão interno a 100 

ng/L. Agitou-se em vórtex por 10 segundos e após repouso por 10 minutos e em 
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seguida, as amostras foram acidificadas a pH 2,5 com HCl, e adicionou-se 2 mL de 

solução de 25 mg/L de EDTA. Para as amostras de água potável também foi 

adicionado 2 mL de 625 mg/L de ASC, com o intuito de eliminar o cloro livre 

presente na amostra. Em seguida, aplicou-se as amostras no cartucho Oasis HLB 60 

mg/3 mL e Strata® 60 mg/3 mL previamente condicionado com 3 mL de MeOH, 3 

mL de H2O, 3mL de água acidificada a pH 2,5 com HCl. A amostra foi percolada à 

vácuo com um fluxo de 3 mL/min. Os cartuchos foram lavados com duas porções de 

2 mL de água ultrapura e depois seco sob vácuo (-35 kPa) durante 2 min. Os 

analitos foram eluídos com três porções de 2 mL de MeOH e em seguida com uma 

porção de 2 mL de ACE. Os tubos de centrífuga contendo os eluatos foram agitados 

em vórtex por 30 segundos. Em seguida, o eluato foi separado em dois tubos de 

centrífuga, um para análise cromatográfica das tetraciclinas e sulfonamidas e o outro 

para análise cromatográfica dos betalactâmicos, macrolídeos e fluoroquinolonas. Os 

eluatos foram evaporados à secura com N2 à temperatura de no máximo 47 ºC. O 

extrato seco contido no tubo de centrífuga referente às tetraciclinas e sulfonamidas 

foi reconstituído com 1 mL do solvente de reconstituição (80:20 (v/v) de 0,1 % v/v de 

ácido fórmico em água e metanol) e o outro tubo de centrífuga referente a 

betalactâmicos, macrolídeos e fluoroquinolonas foi reconstituído com 1 mL do 

solvente de reconstituição (65 % de metanol em água), em seguida agitado em 

vórtex, filtrado em filtros de polivinilideno fluoreto (PVDF) de 0,22 μm e transferido 

para vial, para injeção no LC-MS/MS. 

Para calcular a recuperação do analito, também foram preparadas amostras 

fortificadas após o processo de extração.  Alíquotas de 25 e 50 mL de água ultrapura 

foram transferidas para tubos de polipropileno de 100 mL. A amostra passou por 

todo o processo de extração, conforme descrito anteriormente e após a evaporação 

o extrato seco contido no tubo de centrífuga referente às TC e SF foi reconstituído 

com 1 mL de solução 1250 ng/L dos analitos alvos com solvente de reconstituição 

(80:20 (v/v) de 0,1 % v/v de ácido fórmico em água e metanol) e o outro tubo de 

centrífuga referente a BL, MC e FQ foi reconstituído com 1 mL de solução 1250 ng/L 

dos analitos alvo do solvente de reconstituição (65 % de metanol em água). 
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3.6 VALIDAÇÃO DO MÉTODO DESENVOLVIDO 

 

Após o desenvolvimento do método para determinação de antimicrobianos 

em águas um planejamento da validação do método foi realizado. Os parâmetros de 

desempenho recomendados para processos de validação de métodos de acordo 

com a USEPA foram os seguintes: limite de detecção do método (MDL), nível 

mínimo de quantificação (ML), linearidade, precisão inicial e recuperação (IPR) e 

também foram avaliados os parâmetros de limite de detecção (LOD), limite de 

quantificação (LOQ), repetibilidade, precisão intermediária e efeito matriz, 

recomendados pelo Inmetro. 

 

3.6.1. Determinação do MDL (Limite de Detecção do Método) 

 

Fortificou-se dois pools de amostras de água, sendo um de amostra de água 

de superfície e outro de água potável, na concentração 20 ng/L em sete replicatas. 

Os pools foram preparados com as amostras apresentadas nas Tabela 2. 

Os MDLs serão calculados multiplicando o desvio padrão das sete replicatas 

pelo valor do teste de Student (t) para seis graus de liberdade no nível de confiança 

de 99% (3.143) (USEPA, 1999). 

O MDL está relacionado ao limite de detecção (LOD), definido como a menor 

concentração ou massa de um analito que pode ser detectada com uma segurança 

aceitável, apesar de não quantificada com precisão aceitável (FDA, 2012a). Os 

LODs também serão calculados afim de garantir que os MDLs calculados são 

capazes de identificar as substâncias nas concentrações calculadas. O cálculo do 

LOD será determinado através da relação sinal/ruído ≥3 para a transição de 

confirmação. Utilizou-se a técnica de estimação do sinal/ruído pelo software 

Analyst® por pico a pico (S-to-N using Peak to-Peak). 

O cálculo do MDL foi verificado através de fortificação das águas de superfície 

(rio Gaundu) e potável (INCQS/Fiocruz) em um nível de concentração de 20 ng/L em 

sete replicatas de cada amostra. 

Os LODs foram calculados experimentalmente a partir dos valores estimados 

do MDL através de fortificação da AS e AP.  
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3.6.2. Determinação do ML (Nível Mínimo de Quantificação) 

 

Os MLs foram calculados multiplicando 3,18 vezes os MDLs (USEPA, 1999). 

O ML está relacionado ao limite de quantificação (LOQ), definido como a menor 

concentração ou massa de um analito que pode ser quantificada com exatidão e 

precisão aceitáveis (FDA, 2012a).  Os LOQs também foram calculados afim de 

garantir que os MLs calculados são capazes de quantificar as substâncias nas 

concentrações calculadas. O cálculo do LOQ foi determinado através da relação 

sinal/ruído ≥10 para a transição de confirmação. Utilizou-se a técnica de estimação 

do sinal/ruído pelo software Analyst® por pico a pico (S-to-N using Peak to-Peak). 

 

3.6.3. Determinação do IPR (precisão inicial e recuperação), repetibilidade e 

precisão intermediária 

 

A precisão inicial e recuperação (IPR) para cada composto foi determinada, 

fortificando 50 mL de três amostras de água de tipos diferentes (Tabela 2) a 100 

ng/L, com quatro replicatas de cada origem (água de superfície e água potável). Um 

total de doze amostras de cada tipo (AS e AP) foram analisadas. As amostras 

fortificadas foram analisadas conforme o procedimento de extração da seção 3.5.2. 

Para calcular a recuperação do analito, também foram preparadas amostras 

fortificadas após o processo de extração.  Alíquotas de 50 mL de amostras brancas 

foram transferidas para tubos de polipropileno de 100 mL. A amostra passou por 

todo do processo de extração, conforme descrito na seção 3.5.2 e após a 

evaporação o extrato seco contido no tubo de centrífuga referente às TC e SF foi 

reconstituído com 1 mL de solução 1250 ng/L dos analitos alvos com solvente de 

reconstituição (80:20 (v/v) de 0,1 % v/v de ácido fórmico em água e metanol) e o 

outro tubo de centrífuga referente a BL, MC e FQ foi reconstituído com 1 mL de 

solução 1250 ng/L dos analitos alvo do solvente de reconstituição (65 % de metanol 

em água). As injeções foram efetuadas em duplicata 

Para a avaliação da repetibilidade foram consideradas as análises realizadas 

na determinação da IPR. 

Para avaliação da precisão intermediária utilizaram-se as mesmas três 

amostras de diferentes tipos de águas comprovadamente brancas que foram 

utilizadas no estudo de IPR e repetibilidade. As amostras foram fortificadas no início 
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do procedimento com os analitos nos níveis de concentração de 100 ng/L e o 

procedimento foi efetuado segundo a seção 3.5.2 e após a evaporação o extrato 

seco contido no tubo de centrífuga referente às TC e SF foi reconstituído com 1 mL 

de solução 1250 ng/L dos analitos alvos com solvente de reconstituição (80:20 (v/v) 

de 0,1 % v/v de ácido fórmico em água e metanol) e o outro tubo de centrífuga 

referente a BL, MC e FQ foi reconstituído com 1 mL de solução 1250 ng/L dos 

analitos alvo do solvente de reconstituição (65 % de metanol em água). As injeções 

foram efetuadas aleatoriamente em duplicata 

O procedimento foi repetido em três dias diferentes com três operadores 

diferentes.  

 

3.6.4. Efeito Matriz 

 

O efeito matriz do método em relação aos fenômenos de supressão ou 

aumento de sinal na ionização considerando a técnica analítica empregada 

(LCMS/MS) foi estudado comparando-se as áreas obtidas de cada analito em 

solução padrão (no diluente) com aquelas obtidas com a matriz, com a adição do 

analito após as etapas de extração, ou seja, com as amostras de águas fortificadas 

no final do procedimento (fortificação no final). As amostras com fortificação no final 

do procedimento foram preparadas conforme descrito na seção 3.5.2. Todas as 

injeções foram efetuadas em duplicata de forma aleatória. O efeito matriz foi 

calculado conforme a equação 1. 

 

Efeito matriz (%) = (Área do analito na matriz fortificada no final x 100%) - 100 

                                                   Área do analito no diluente 

3.6.5. Linearidade 

 

Para a avaliação da linearidade foram utilizados pools de amostras contidas 

na Tabela 2.  

A avaliação da linearidade e sensibilidade do método foi efetuada pela análise 

estatística das curvas de calibração de cada analito obtidas com a fortificação na 

matriz no início do procedimento (curva de água fortificada no início).  
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3.7 APLICAÇÃO DO MÉTODO VALIDADO PARA ANÁLISE EM AMOSTRAS DE 

ÁGUAS 

 

3.7.1. Preparo das amostras para ensaio 

 

Antes da abertura das embalagens, as amostras foram homogeneizadas 

manualmente. Uma alíquota de 100 mL de cada amostra foi armazenada em frascos 

de polipropileno de 125 mL à temperatura igual ou inferior a -20°C para reensaio 

caso necessário. Para cada lote de análise foram processadas 20 amostras. 

Alíquotas de 50 mL da amostra de água foram transferidas para um frasco de 

polipropileno de 100 mL e adicionados 100 µL da solução de DMC e AMPID5 a 100 

ng/mL, agitando-se em vórtex por 10 segundos. Após repouso por 10 minutos foi 

dado prosseguimento conforme descrito na seção 3.5.2.  

 

3.7.1.1. Amostra branca de reagentes 

 

Amostra branca de reagentes utiliza água como substituto da amostra branca, 

sem os analitos alvo e sem padrão interno.  Foram pipetados 50 mL de água 

purificada em um frasco de polipropileno de 100 mL e em seguida foi dado 

prosseguimento conforme descrito na seção 3.5.2.  

 

3.7.1.2. Amostras brancas de água de superfície e água potável  

 

Foram pipetados 50 mL de água de superfície e 50 mL de água potável, 

amostras comprovadamente brancas, em um frasco de polipropileno de 100 mL e 

em seguida foi dado prosseguimento conforme descrito na seção 3.5.2.  

 

3.7.1.3. Amostras de águas fortificadas no início do procedimento nos níveis de 25 a 

1000 ng/L – Curva de calibração 

 

Amostras de água fortificadas no início do procedimento, ou seja, antes da 

etapa de extração. Amostras brancas foram fortificadas com os analitos alvo nas 

concentrações de 25 a 1000 ng/L para os analitos pertencentes as classes de BL, 

FQ, MC, SF e TC. AMPID5 e DMC foram empregadas como padrão interno (PI) a 
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100 ng/L. Para as fortificações foram pipetados 50 mL de uma amostra de água 

comprovadamente branca em um frasco de polipropileno de 100 mL, adicionados 

100 µL da solução de PI a 100 ng/mL e 100 µL da solução padrão dos analitos alvos 

para cada nível de concentração preparados conforme seção 3.4.3 alíneas c) a h) 

(P1 – P6). Agitou-se em vórtex por 10 segundos e após repouso por 10 minutos foi 

dado prosseguimento conforme descrito na seção 3.5.2.  

 

3.7.1.4. Amostra Fortificada no Início do Procedimento  

 

Amostras de água fortificadas no início do procedimento, ou seja, antes da 

etapa de extração. Amostras brancas foram fortificadas com os analitos alvo nas 

concentrações de 100 ng/L para os analitos pertencentes as classes de BL, FQ, MC, 

SF e TC. AMPID5 e DMC (PI) foram empregadas como padrão interno a 100 ng/L. 

Para as fortificações foram pipetados 50 mL de uma amostra de água 

comprovadamente branca em um frasco de polipropileno de 100 mL, adicionados 

100 µL da solução de PI a 50 ng/mL e 100 µL da solução padrão dos analitos alvos 

no nível de concentração do P3. Agitou-se em vórtex por 10 segundos e após 

repouso por 10 minutos foi dado prosseguimento conforme descrito na seção 3.5.2.  

 

3.7.1.5. Amostra Fortificada no Final do Procedimento  

 

Amostras brancas de águas com fortificação no final do procedimento (após a 

etapa de evaporação), com os analitos alvo na concentração equivalente a 100 ng/L 

e adição dos padrões internos DMC e AMPID5 nas concentrações equivalente a 100 

ng/L foram analisadas conforme descrito na seção 3.5.2, com o objetivo de 

possibilitar o cálculo da recuperação em cada lote de amostras, bem como cálculos 

de tempo de retenção relativo e razão de íons (ver seção 3.7.2)   

Para cada rodada de análise foram injetados:   

 diluente, em duplicata;  

 amostra branca de reagentes;  

 amostra branca de água;  

 curva de calibração na matriz com fortificação no início do 

procedimento com concentrações 25 a 1000 ng⁄L, injetadas em 

duplicata aleatoriamente;  
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 amostras fortificadas no início do procedimento com concentração 

equivalente a 100 ng/L injetadas em duplicata;  

 amostra fortificada no final do procedimento com concentração 

equivalente a 100 ng/L injetadas em duplicata;  

 amostras para ensaio (aproximadamente 20 amostras), injeções em 

duplicata.  

 

3.7.2. Identificação e quantificação dos analitos  

  

O monitoramento de pelo menos duas transições (par de íons 

precursor/produto) para cada substância confere ao método analítico o número 

mínimo de pontos de identificação (Identifications Points, IPs) necessários para a 

confirmação de substâncias por espectrometria de massas sequencial de baixa 

resolução, conforme os critérios descritos na Decisão 2002/657/EC (UNIÃO 

EUROPEIA, 2002). Embora duas transições fossem suficientes, três transições para 

cada analito foram selecionadas. A transição de MRM mais intensa foi escolhida 

para a quantificação e a segunda foi monitorada para confirmação e, caso haja 

necessidade, a terceira transição será utilizada para auxiliar na confirmação. A 

identificação e confirmação dos analitos das classes de BL, FQ, MC, SF e TC nas 

amostras foi efetuada de acordo com a Decisão 657/2002 (UNIÃO EUROPEIA, 

2002) pelos seguintes critérios:  

 a) tempo de retenção relativo (tRrel): a razão entre o tR do analito e o do 

padrão interno (DMC e AMPID5) na amostra, isto é, o tRrel do analito na matriz 

deverá ser o mesmo daquele obtido na amostra com fortificação no final do 

procedimento, com os analitos alvo na concentração equivalente a 100 ng/L, com o 

padrão interno (DMC e AMPID5), com uma margem de erro de ± 2,5 %;  

b) razão sinal/ruído (S/R): pela detecção de pelo menos duas transições 

específicas (transição de quantificação e de confirmação) com razão sinal/ruído 

superior ou igual a 3,0 nas duas transições, no tempo de retenção característico. 

Utilizou-se a técnica de estimação do sinal/ruído pelo software Analyst® por pico a 

pico (S-to-N using Peak-to-Peak);  

c) razão de íons: a razão da intensidade de sinal (área) entre os picos 

correspondentes às duas transições detectadas na amostra não deverá exceder os 

valores apresentados no Quadro 8 em relação à mesma razão na amostra com 
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fortificação no final do procedimento, com os analitos alvo na concentração 

equivalente a 100 ng/L, com o padrão interno (DMC e AMPID5). Cálculo da razão de 

íons:  

  
 

Quadro 8 - Variação aceitável para intensidade relativa das transições de quantificação e confirmação 
dos analitos na amostra com fortificação no final do procedimento. 

Intensidade relativa Variação 
aceitável 

>50% 20% 
>20 a 50% 25% 
>10 a 20% 30% 

10% 50% 
Fonte: (UNIÃO EUROPEIA, 2002). 

  

A quantificação dos analitos nas amostras foi efetuada diretamente por 

interpolação na curva de calibração obtida para cada analito pelo método dos 

mínimos quadrados ponderados (MMQP), com pesos equivalentes a 1/y (BL, FQ e 

MC) e 1/x² (SF e TC), empregando o software Analyst®. Amostras foram 

consideradas detectadas, com resíduos de BL, FQ, MC, SF e TC, quando os 

critérios de identificação/confirmação foram atendidos e quando a concentração 

encontrada para um determinado analito apresentou concentração superior ao limite 

de detecção estabelecido na validação. 

 

3.8. PESQUISA DE COLIFORMES TOTAIS E ESCHERICHIA COLI 

 

A pesquisa de coliformes totais e E. coli foi realizada pela técnica que utiliza o 

substrato cromogênico segundo o Standard Methods for Examination of Water and 

Wasterwater (RICE et al., 2012). Uma alíquota de 100 mL de cada amostra foi 

adicionada em um frasco estéril de capacidade de 250 mL e adicionou-se um pacote 

do substrato cromogênico (Colilert, Idexx Laboratories, EUA) seguido de 

homogeneização. A amostra foi então incubada a 35 ± 0,5 °C/24 h. Os frascos que 
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apresentarem viragem do meio para amarelo foram consideradas positivas para 

coliformes totais. As amostras que apresentarem viragem do meio para amarelo e 

apresentaram fluorescência após exposição a luz ultravioleta a 365 nm em aparelho 

gerador (Spectroline, EUA) foram consideradas positivas para E. coli. 

Para o isolamento das cepas de E. coli, uma alçada do crescimento foi 

semeada, pela técnica de esgotamento, em ágar eosina azul de metileno segundo 

Levine (L-EMB) (Merck, Alemanha) incubado a 35 ± 2,0 °C/24 h. De cada placa 

semeada foram selecionadas colônias com centro escuro, com ou sem brilho 

metálico que se apresentem na coloração de Gram como bastonetes Gram-

negativos, não formadores de esporos. As colônias selecionadas foram submetidas 

às seguintes provas bioquímicas para confirmação: indol, vermelho de metila, 

Voges-Proskauer e Citrato (IMViC). Foram considerados como E. coli os isolados 

que apresentaram o seguinte resultado na sequência de provas bioquímicas do 

IMViC: E. coli (biotipo 1) + + - -  e E. coli (biotipo 2) - + - - (Feng et al., 2002). 

As seguintes cepas de referência foram utilizadas como controles dos meios 

de cultura nas diferentes etapas das análises: E. coli INCQS 0033 (ATCC 25922); 

Staphylococcus aureus INCQS 0015 (ATCC 25923) e Pseudomonas aeruginosa 

INCQS 0099 (ATCC 27853). As cepas foram obtidas na Coleção de Microrganismos 

de Referência em Vigilância Sanitária (CMRVS) do INCQS/Fiocruz. 

 

3.9. AVALIAÇÃO DO EFEITO ECOTOXICOLÓGICO 

 

Os testes foram realizados no Laboratório de Engenharia Sanitária (LES) da 

Faculdade de Engenharia da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (Uerj).  

O sistema analisador de toxicidade Microtox® (Figura 6) é um luminômetro 

equipado com controlador de temperatura (15ºC ± 1ºC) comercializado pela Azur 

Environment. Os dados de cada ensaio são analisados pelo software Microtox 

Omni®. Trata-se de um método de avaliação da toxicidade que utiliza a bactéria 

marinha bioluminescente Allivibrio fischeri (anteriormente chamada de 

Photobacterium phosphoreum ou Vibrio fischeri). O efeito é observado quando 

ocorre diminuição da luminescência naturalmente emitida por esta bactéria quando 

ela é colocada em contato com um agente tóxico, o qual inibe a atividade da enzima 

luciferase e a bioluminescência decresce. Além de exigir um volume relativamente 

pequeno de amostra (≤10 mL), vários estudos mostram que o sistema é sensível, 
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fácil de executar e com resultados eficientes em curto período de tempo (ISIDORI et 

al, 2005; NEALE et al, 2017; VALITALO et al, 2017). 

 
     Figura 6 - Fotografia do sistema analisador Microtox 500® utilizado nos experimentos. 

 
 

O teste é iniciado a partir de uma cultura liofilizada de bactérias, na qual 

ocorre a sua ressuspensão para dá início a realização de um teste. Desta forma, as 

suspensões bacterianas são adicionadas à solução diluente e, posteriormente à 

leitura da luz inicial. Logo após são adicionadas as respectivas frações da amostra 

correspondente a uma série de diluições da amostra a ser avaliada (CETESB, 1987). 

A principal vantagem do teste é não precisar cultivar o organismo-teste, já que as 

bactérias são adquiridas em forma liofilizada, requerendo apenas incubação durante 

15 minutos após sua suspensão, eliminando fontes de erro que podem estar 

associados à realização dos testes, garantindo a padronização (CETESB, 1987). 

Apesar da utilização de uma bactéria marinha, o método apresenta como 

vantagem sua simplicidade e a alta reprodutibilidade dos resultados que permite a 

comparação entre diferentes laboratórios. Gomes (2007) ressalta que dentre as 

desvantagens citadas na literatura pode-se citar a necessidade de salinizar algumas 

amostras para um nível compatível com as exigências utilizada pela bactéria. 

As análises foram realizadas de acordo com a NBR 15411:3 (ABNT, 2012) 

que utiliza como organismo teste a bactéria liofilizada bioluminescente Allivibrio 
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fischeri cepa NRRL B-11177, adquiridas da empresa Ambriex Lote 15K4119A, 

mantidas em freezer -18 ºC. 

 O princípio do método baseia-se na exposição da bactéria a uma amostra e 

uma série de diluições da mesma (Figura 7), para se verificar a inibição da emissão 

de sua luminescência. O critério de avaliação do ensaio é o decréscimo da 

luminescência medida após períodos de exposição de 30 min. O teste foi realizado 

em duplicata. 

 
Figura 7 - Esquema ilustrativo com a sequência de eventos para desenvolvimento do teste de 
toxicidade aguda com a bactéria luminescente Allivibrio fischeri conforme o equipamento Microtox® 
500.  

 
Fonte: (Adaptado de BASTOS, 2012). 

 

As substâncias que mais foram detectadas nas amostras de águas de 

superfície e potável foram selecionadas para a avaliação do efeito ecotoxicológico. 

Foram preparadas amostras com concentração de 1 mg/L dos antimicrobianos 

amoxicilina, azitromicina, cefalexina, eritromicina e sulfametoxazol. As soluções de 

amoxicilina, cefalexina e azitromicina foram diluídas em dimetilsulfóxido (DMSO) 1% 

e a eritromicina e sulfametoxazol diluídas em metanol 1%. A toxicidade dos 

solventes foi avaliada na concentração máxima utilizada de 1% de DMSO e metanol. 

Como foi necessária realizar uma diluição da concentração da amostra com o 

diluente (contendo as bactérias em suspensão), a maior concentração avaliada no 

Microtox® foi de 900 mg/L, exceto para a cefalexina que foi possível fazer uma 

amostra duas vezes mais concentrada (1800 mg/L). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
4.1. DESENVOLVIMENTO DA METODOLOGIA  

 

Descrições resumidas desses estudos foram apresentadas nos artigos 

científicos constantes nos Apêndices I e II. 

 

4.1.1. Otimização das Condições Cromatográficas e Espectrométricas 

 

A otimização das condições do espectrômetro de massas consiste no ajuste 

dos parâmetros relativos à fonte de íons e relativos aos analitos para maximizar a 

resposta do espectrômetro de massas para cada substância analisada. Os valores 

de DP (Declustering Potential), CE (Collision Energy) e CXP (Collision Exit Potential) 

para as transições íon precursor/íons produto dos analitos obtidos no modo MRM 

(multiple reaction monitoring) encontram-se na Tabela 3. 

 
Tabela 3 - Condições analíticas do sistema LC-MS/MS para a determinação de BL, FQ, MC, SF e TC   

Analito Íon Precursor (m/z) Ion Produto (m/z) DP (volts) CE (volts) CXP (volts) 

CTC 479.23 444.00 
462.01 121 29 

23 
16 
16 

DMC 465.21 448.10 
430.10 106 25 

33 
16 
16 

DC 445.31 428.10 
321.20 96 27 

43 
16 
12 

MTC 443.26 426.10 
201.10 126 25 

49 
16 
16 

OTC 461.20 426.20 
443.40 52 29 

19 
34 
32 

TC 445.27 410.10 
427.10 126 27 

19 
16 
14 

ECTC 479.22 462.00 
444.10 91 25 

31 
16 
14 

EOTC 461.19 426.20 
444.00 77 29 

23 
16 
16 

ETC 445.27 410.10 
427.10 96 29 

19 
14 
16 

DAP 249.30 156.00 
108.10 156 21 

31 
20 
12 

SCT 215.14 156.10 
108.00 71 15 

29 
16 
14 

SDM 311.16 156.30 
108.10 141 29 

41 
10 
14 

SFM 265.25 108.20 
156.20 96 37 

25 
10 
10 

SMT 279.21 124.10 
204.10 111 37 

25 
16 
16 

SMZ 254.18 156.10 
108.20 116 23 

33 
16 
14 

SQN 301.34 156.10 
108.10 141 25 

39 
22 
12 
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Continuação da Tabela 3 - Condições analíticas do sistema LC-MS/MS para a determinação de 
BL, FQ, MC, SF e TC. 

Analito Íon Precursor (m/z) Ion Produto (m/z) DP (volts) CE (volts) CXP (volts) 

STZ 256.30 156.10 
108.10 91 21 

33 
16 
16 

CFQN 529.09 134.10 
125.00 101 21 

77 
14 
16 

CFZL 455.09 323.10 
155.90 71 15 

23 
24 
20 

CFCL 368.06 106.10 
174.00 86 33 

19 
14 
24 

PENV 351.09 159.90 
113.90 56 15 

45 
20 
20 

AMPID5 355.11 111.00 
197.20 111 27 

23 
18 
28 

CFPN 424.06 152.00 
124.00 106 33 

59 
24 
18 

NAFC 415.16 199.10 
171.00 96 21 

47 
16 
18 

PENG 335.17 160.10 
176.00 81 25 

29 
8 

22 

CLOX 436.02 277.20 
160.20 86 19 

21 
20 
10 

CFLX 348.19 158.00 
106.20 71 13 

41 
16 
14 

OXAC 402.09 159.90 
243.00 101 19 

17 
16 
16 

CFTF 524.00 241.00 
124.90 121 23 

77 
16 
18 

CFDX 364.09 114.10 
208.00 71 27 

13 
14 
12 

DCLOX 470.03 160.10 
311.10 101 19 

21 
16 
22 

AMPI 350.16 106.10 
114.00 81 29 

41 
14 
16 

CFPZ 646.09 143.00 
530.00 111 45 

17 
20 
18 

DESAC 382.096 111.10 
112.10 106 63 

35 
14 
14 

AMOX 366.10 114.00 
208.10 91 31 

17 
14 
16 

TIL 916.62 174.10 
772.40 226 49 

39 
18 
24 

ESPI 422.37 174.00 
144.90 126 29 

19 
30 
22 

TROL 772.48 158.10 
586.20 146 37 

25 
16 
20 

OLE 688.39 158.20 
544.40 136 35 

21 
20 
18 

ROX 837.46 158.20 
679.50 171 47 

29 
16 
22 

TILM 435.34 174.00 
695.60 106 33 

19 
22 
22 

CLA 748.52 158.20 
590.20 146 35 

25 
16 
20 

ERI-H2O 716.41 558.30 
158.10 146 23 

41 
18 
14 

AZI 749.56 158.10 
591.40 80 35 

35 
12 
12 

NOR 320.21 302.20 
231.10 111 31 

53 
22 
14 

CPF 332.21 231.10 
314.10 106 49 

31 
18 
24 

OFX 362.24 318.20 
261.20 136 27 

39 
24 
20 

MXF 402.21 384.10 
364.20 126 31 

39 
28 
28 
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Quando se realizou a otimização foram selecionados quatro íons produtos, já 

que o recomendado é que se faça o monitoramento de pelo menos duas transições 

(par de íons precursor/produto) para cada substância, sendo uma para identificação 

e a outra para quantificação, conforme os critérios descritos na Decisão 

2002/657/EC (UNIÃO EUROPEIA, 2002).  

Na otimização das SF, somente as moléculas protonadas [M + H]+ foram 

observadas e selecionadas como íons precursores e nenhum aduto foi observado. 

As sulfonamidas apresentaram um espectro de massa padrão, devido à presença, 

na sua estrutura, de um heterocíclico ligado ao grupo sulfonamida. O esquema de 

fragmentação de sulfonamidas protonadas em eletrospray de íons positivos já foi 

descrito na literatura e foi caracterizado por apresentar os seguintes fragmentos:  

m/z 92 [H2NFenil]+, m/z 108 [H2NFenilO]+, m/z 156 [H2NFenilSO2]+, além de [M + H-

93]+ e [M + H-66]+ (VERZEGNASSI et al., 2002). Todas as sulfonamidas estudadas 

apresentaram fragmentos m/z 156, exceto a sulfametazina. O fragmento m/z 92, 

embora descrito na literatura, não foi identificado no presente estudo (MONTEIRO et 

al., 2016).  

Na otimização das BL e FQ, somente as moléculas protonadas [M + H]+ foram 

observadas e selecionadas como íons precursores e nenhum aduto foi observado. 

A transição correspondente à perda de uma molécula neutra (ERI-H2O) pode 

ser monitorada, pois em pH abaixo de 7, a ERI é imediatamente convertida em seu 

principal produto de degradação ERI-H2O (DINH et al., 2011). 

Os dois métodos cromatográficos testados para as classes de TC e SF e BL, 

MC e FQ são apresentados na Tabela 4. As fases móveis A, B e C foram 

preparadas utilizando H2O, acetonitrila (ACN) e metanol (MeOH), respectivamente, 

todas com 0,1% de ácido fórmico (FOA).  
 

Tabela 4 - Programa de eluição dos gradientes. 
Método TC e SF  Método para BL, MC e FQ  

Tempo 
 (min) 

% A % B % C fluxo  
(mL/min) 

Tempo 
 (min) 

% A % B % C fluxo 
(mL/min) 

1 80 5 15 0.15 4.00 41 0 59 0.25 
15 60 25 15 0.15 4.10 0 50 50 0.30 
16 5 5 90 0.15 10.00 0 50 50 0.30 
26 5 5 90 0.15 10.10 41 0 59 0.30 
27 80 5 15 0.15 14.00 41 0 59 0.30 
35 80 5 15 0.15 14.10 41 0 59 0.25 
- - - - - 16.00 41 0 59 0.25 

ase móvel: A: 0,1% v/v de FOA em H2O; B: 0,1% v/v de FOA em ACN; C: 0,1% v/v de FOA em 
MeOH. 
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Os métodos apresentaram a sensibilidade necessária para determinar os 

baixos níveis de antimicrobianos presentes em matrizes ambientais. A LC-MS/MS 

fornece sensibilidade e seletividade necessária para esse tipo de análise. Dois 

métodos cromatográficos foram utilizados para ter um maior ganho de sensibilidade 

e seletividade, devido a suas características físico-químicas, visto que os 

antimicrobianos não possuem um limite mínimo de resíduos. Os métodos 

multiclasses fornecem mais informações sobre a ocorrência de fármacos do que a 

análise de classes individuais, gerando uma redução no tempo e no custo da 

análise.  

 

4.1.2. Procedimento de extração/purificação testados 
 

Como os procedimentos de extração e purificação testados basearam-se 

inicialmente no método oficial 1694 USEPA (USEPA, 2007) e muitos artigos 

publicados (GROS et al., 2006; KASPRZYK-HORDEN et al. 2007; LOCATELLI et al, 

2011; SOUSA et al, 2011; GROS et al, 2012; JONGH et al, 2012; GROS et al, 2013; 

TLILI et al, 2016) sobre a determinação de antimicrobianos em águas utilizam um 

ajuste de pH na amostra de 2,5, resolveu-se não avaliar os efeitos de diferentes pH 

na extração. O pH da amostra ajustado a 2,5 tem apresentado boas recuperações 

dos antimicrobianos, pois sempre é recomendado a acidificação de, pelo menos, 

duas unidades acima do valor de pKa dos analitos para obter-se suas formas ácida 

ou neutra (KASPRZYK-HORDEN et al. 2007; LOCATELLI et al, 2011; GROS et al, 

2013; TLILI et al, 2016). O pH 2.5 permitiu uma melhor eficiência de detecção e uma 

maior repetibilidade da análise para a maioria dos compostos analisados, conforme 

alguns métodos relatados na literatura (KASPRZYK-HORDEN et al. 2007; 

LOCATELLI et al, 2011; GROS et al, 2013; TLILI et al, 2016). 

O Na2EDTA foi adicionado em todos os protocolos, uma vez que a adição de 

um agente quelante, como EDTA, ácido oxálico ou cítrico, é recomendada na análise 

de resíduos de antibióticos em amostras ambientais. A adição de um agente 

quelante forte, como o EDTA em amostras de água antes da extração, tem a 

finalidade de complexar metais ou cátions multivalentes (íons metálicos residuais) 

que são solúveis em água. Os antibióticos dos grupos de tetraciclinas, 

fluoroquinolonas e macrolídeos têm uma alta tendência a se complexar com esses 

íons, resultando em baixas recuperações na etapa de extração. A adição do agente 
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quelante é, portanto, necessária para obter boas eficiências de extração (GROS et 

al, 2013). 

A adição de ácido ascórbico nas águas tratadas com cloro é de suma 

importância, pois alguns antimicrobianos, como sulfametoxazol, ciprofloxacino e 

eritromicina, podem reagir com cloro livre em várias concentrações. Esses 

antimicrobianos na presença de cloro apresentam meia-vida variando de segundos a 

horas em pH neutro, e podem sofrer uma transformação significativa após a 

exposição prolongada a esses desinfetantes em água potável. A fim de determinar 

com precisão as concentrações de antibióticos em águas coletadas, o cloro residual 

deve ser eliminado para preservar os analitos durante o armazenamento da amostra.  

O ácido ascórbico por meio dos resultados obtidos se mostrou um agente de 

eliminação apropriado para preservar os antimicrobianos em água potável clorada, 

igualmente obtido por Ye e Weinberg (2007). 

Os cartuchos de extração em fase sólida mais empregados para extrair e 

concentrar os antimicrobianos são o Oasis® e Strata®.  A escolha do sorvente para 

ser utilizado no procedimento de extração vai depender das propriedades físico-

químicas do analito, da composição do material do cartucho e da matriz da amostra. 

Os sorventes utilizados nos cartuchos Oasis® e Strata® são compostos por um 

copolímero com capacidade de adsorção de compostos lipofílicos e hidrofílicos 

simultaneamente, que permite a extração dos analitos em uma ampla faixa de pH, 

de 0 a 14, podendo extrair compostos ácidos, neutros e básicos (GROS et al, 2006; 

KASPRZYK-HORDEN et al. 2007; LOCATELLI et al, 2011; SOUSA et al, 2011; 

GROS et al, 2012; JONGH et al, 2012; GROS et al, 2013; TLILI et al, 2016).  A 

extração por fase sólida foi realizada conforme demonstrado na Figura 8. 
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Figura 8 - Extração por Fase Sólida. 

 
 

 

As Figuras 9 a 13 mostram as recuperações dos analitos obtidas nos 

cartuchos Oasis® HLB e Strata® constituídos de sorventes poliméricos.  Os 

resultados demonstraram que o procedimento de extração/purificação com o 

cartucho Oasis® HLB forneceu as maiores recuperações para os antimicrobianos 

das cinco classes estudadas, embora o cartucho Strata® apresentasse 

recuperações similares ao Oasis® para as classes Tetraciclinas, Sulfonamidas, 

Betalactâmicos e Macrolídeos. No entanto para a classe de Fluoroquinolonas, o 

cartucho Oasis® obteve recuperações superiores as obtidas pelo cartucho Strata®.  
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Figura 9 - Recuperações (%) de Tetraciclinas. 

 
 
 
 
    Figura 10 - Recuperações (%) de Sulfonamidas. 
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    Figura 11 - Recuperações (%) de Betalactâmicos. 

 
 
 
 
    Figura 12 - Recuperações (%) de Fluoroquinolonas. 
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 Figura 13 - Recuperações (%) de Macrolídeos. 

 
 

O cartucho Oasis® HLB foi escolhido para ser utilizado para análise de 

antimicrobianos em águas por apresentar as melhores recuperações e por ser 

bastante utilizado em métodos para análise ambiental, e também por ter sido o mais 

eficiente para a maioria das substâncias. 

 

4.1.3. Precisão Inicial e recuperação (IPR) 

 

A precisão inicial e recuperação (IPR) para cada composto foi determinada, 

em quatro replicatas fortificadas a 100 ng/L em três amostras de água de origens 

diferentes (AS1, AS2, AS3, AP1, AP2 e AP3). Um total de doze amostras de cada 

tipo de água (AS e AP) foram analisadas. As amostras fortificadas foram 

concentradas e extraídas por SPE e depois analisadas por LC-MS/MS. A 

recuperação foi calculada a partir da fortificação dos analitos na matriz água (AS e 

AP), utilizando as amostras fortificadas no início e no final. 

Foram avaliados os valores de recuperação média e desvio padrão relativos 

(RSDr) obtidos para as amostras de AS, como pode ser observado nas Tabelas 5 a 

9.  
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Tabela 5 - IPR e repetibilidade para determinação de Tetraciclinas (TC) em águas de superfície 

  AS 1 
 (n =2) 

AS 2  
(n=2) 

AS 3 
  (n =2) 

Global   
(n =6) 

TC R (%) 86,5 86,4 78,1 83,7 
RSDr 3,8 6,1 20,31 10,5 

CTC R (%) 78,5 82,7 80,0 80,4 
RSDr 0,6 4,3 3,5 3,5 

OTC R (%) 97,7 91,5 81,4 90,2 
RSDr 2,7 0,4 21,5 12,0 

ETC R (%) 85,3 92,5 84,5 87,4 
RSDr 7,3 4,3 15,6 8,9 

ECTC R (%) 86,6 86,3 83,9 85,6 
RSDr 9,2 2,7 27,7 13,0 

EOTC R (%) 80,5 84,6 74,7 79,9 
RSDr 3,4 4,5 15,9 9,0 

DC R (%) 76,5 87,0 83,8 82,4 
RSDr 1,1 5,3 13,3 8,8 

MTC R (%) 91,5 79,1 83,7 84,8 
RSDr 8,5 2,5 7,5 8,5 

DMC R (%) 88,6 74,2 84,6 82,5 
RSDr 4,9 11,9 8,4 10,4 

R = Recuperação 
RSDr = desvio padrão relativo 
 
 
Tabela 6 - IPR e repetibilidade para determinação de Sulfonamidas (SF) em águas de superfície 

  AS 1 
 (n =2) 

AS 2  
(n=2) 

AS 3 
  (n =2) 

Global   
(n =6) 

SMT R (%) 61,9 58,6 63,1 61,2 
RSDr 3,8 8,5 13,5 8,1 

SMZ R (%) 53,1 68,9 63,7 61,9 
RSDr 10,7 1,8 4,6 12,5 

SQN R (%) 47,4 60,5 63,4 57,1 
RSDr 11,0 5,0 8,8 14,8 

STZ R (%) 54,9 45,4 55,8 52,0 
RSDr 3,8 2,2 17,4 13,1 

DAP R (%) 30,4 38,3 50,9 39,9 
RSDr 30,5 0,9 0,5 25,4 

SDM R (%) 49,5 53,4 63,5 55,4 
RSDr 12,4 0,2 7,9 13,3 

SFM R (%) 55,8 56,4 61,6 57,9 
RSDr 3,1 8,1 19,2 11,1 

SCT R (%) 56,3 42,7 56,9 52,0 
RSDr 1,3 10,8 12,7 15,7 

R = Recuperação 
RSDr = desvio padrão relativo 
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Tabela 7 - IPR e repetibilidade para determinação de Betalactâmicos (BL) em águas de superfície 

  AS 1 
(n =2) 

AS 2 
(n=2) 

AS 3 
(n =2) 

Global 
(n =6) 

CFQN R (%) 96,4 90,1 139,6 108,7 
RSDr 6,0 1,1 6,4 22,6 

CFZL R (%) 95,9 110,9 106,1 104,3 
RSDr 2,5 0,0 7,1 7,4 

CFCL R (%) 62,3 115,1 93,6 90,3 
RSDr 4,1 0,0 4,9 26,4 

PENV R (%) 89,8 99,6 93,5 94,3 
RSDr 2,7 22,0 15,7 13,4 

CFPN R (%) 95,1 109,8 117,2 107,4 
RSDr 5,7 5,7 2,4 10,0 

NAFC R (%) 41,5 48,1 52,6 47,4 
RSDr 16,1 13,9 11,9 15,0 

PENG R (%) 21,23 21,11 25,4 22,6 
RSDr 42,4 7,6 6,4 20,8 

CLOX R (%) 83,7 82,9 95,6 87,4 
RSDr 9,5 7,9 6,9 9,6 

CFLX R (%) 74,6 96,5 99,5 90,2 
RSDr 0,1 9,0 4,7 14,3 

OXAC R (%) 75,1 80,4 89,4 81,6 
RSDr 10,4 4,2 1,0 9,2 

CFTF R (%) 100,8 106,5 104,4 103,9 
RSDr 0,2 6,2 2,7 4,0 

CFDX R (%) 93,8 101,5 139,9 111,7 
RSDr 7,7 0,0 4,6 20,1 

DCLOX R (%) 86,9 92,0 85,1 88,0 
RSDr 2,9 11,3 3,7 6,7 

AMPI R (%) 85,5 138,1 100,0 107,9 
RSDr 14,2 1,6 1,8 23,1 

CFPZ R (%) 101,5 107,5 120,3 109,8 
RSDr 4,0 16,0 6,6 11,1 

AMOX R (%) 84,3 99,1 141,2 108,2 
RSDr 1,2 0,1 11,2 25,2 

DESAC R (%) 71,8 89,9 101,6 87,7 
RSDr 2,4 2,7 4,2 15,5 

AMPID5 R (%) 87,0 94,6 104,0 95,2 
RSDr 6,0 0,5 2,0 8,4 

R = Recuperação 
RSDr = desvio padrão relativo 
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Tabela 8 - IPR e repetibilidade para determinação de Macrolídeos (MC) em águas de superfície 

  AS 1 
(n =2) 

AS 2 
(n=2) 

AS 3 
(n =2) 

Global 
(n =6) 

TIL R (%) 75,3 84,7 81,3 80,5 
RSDr 14,8 1,3 12,6 10,0 

ESP R (%) 69,2 75,8 109,0 84,7 
RSDr 2,3 11,3 1,2 23,0 

TROL R (%) 68,0 74,4 81,2 74,5 
RSDr 2,9 0,7 7,7 8,8 

OLE R (%) 98,0 93,7 97,9 96,5 
RSDr 3,7 0,0 6,0 3,9 

ROX R (%) 108,6 98,7 86,2 97,8 
RSDr 18,6 5,7 15,9 15,4 

ERI-H2O R (%) 83,6 95,6 88,2 89,1 
RSDr 7,2 0,6 9,2 7,9 

TILM R (%) 94,1 96,7 100,5 97,1 
RSDr 4,8 9,9 16,7 9,6 

CLA R (%) 109,0 110,5 94,8 104,8 
RSDr 8,1 4,5 10,1 9,4 

AZI R (%) 88,3 93,1 105,8 95,7 
RSDr 4,3 4,5 22,4 14,2 

R = Recuperação 
RSDR = desvio padrão relativo 
 
 
Tabela 9 - IPR e repetibilidade para determinação de Fluoroquinolonas (FQ) em águas de superfície 

  AS 1 
 (n =2) 

AS 2  
(n=2) 

AS 3  
 (n =2) 

Global   
(n =6) 

NOR R (%) 129,3 125,3 117,8 124,1 
RSDr 0,7 1,8 3,6 4,6 

CPF R (%) 144,5 140,8 145,1 143,5 
RSDr 1,1 3,1 4,5 2,9 

OFX R (%) 111,2 123,7 123,8 119,6 
RSDr 4,1 1,3 2,8 5,8 

MXF R (%) 106,2 102,5 100,2 103,0 
RSDr 2,6 6,5 3,7 4,4 

R = Recuperação 
RSDr = desvio padrão relativo 
 

 

 

Considerando-se que as análises foram efetuadas em condições de 

repetibilidade, os RSDr globais não devem exceder os valores listados no Quadro 9. 
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Quadro 9 - Exemplos de desvio padrão relativo em condições de repetibilidade (RSDr) para métodos 
quantitativos referentes a um intervalo de concentrações da substância a analisar. 

Concentração RSDr 
<1µg/kg 36% 

≥1µg/kg < 10µg/kg 32% 
≥10µg/kg < 100µg/kg 22% 

≥100µg/kg < 1000µg/kg 18% 
≥1000µg/kg 14% 

                                         Fonte: (CAC, 2009, 2011) 
 

 

Para as concentrações inferiores a 1 µg/kg os valores de RSDr devem ser os 

mais baixos possíveis, segundo as orientações europeias (UNIÃO EUROPEIA, 

2002). A CFCL apresentou o maior valor de RSDr global (26,4%) para o nível de 100 

ng/L. Para todos os analitos, os RSDr globais foram inferiores aos desvios padrão 

relativos de repetibilidade (RSDr) preconizados para os níveis estudados, pela 

comissão do Codex Alimentarius (CAC, 2009, 2011). A veracidade mínima (expressa 

como “tendência ou recuperação” deve atender às especificações dos Quadros 10 e 

11. 

 
Quadro 10 - Veracidade mínima (expressa como tendência ou recuperação) dos métodos 
quantitativos. 

Concentração Intervalo 
<1µg/kg -50% a + 20% 

≥1µg/kg < 10µg/kg -30% a + 10% 
>10µg/kg -20% a + 10% 

                                         Fonte: (UNIÃO EUROPEIA, 2002). 
 
 
Quadro 11 - Veracidade mínima (expressa como tendência ou recuperação) dos métodos 
quantitativos. 

Concentração Intervalo 
<1µg/kg -50% a + 20% 

≥1µg/kg < 10µg/kg -40% a + 20% 
≥10µg/kg < 100µg/kg -30% a + 20% 

≥100µg/kg < 1000µg/kg -30% a + 10% 
≥1000µg/kg -30% a + 10% 

                                         Fonte: (CAC, 2009, 2011) 
 

 

Para a maioria dos analitos, as recuperações foram aceitáveis considerando-

se às especificações apresentadas nos Quadros 10 e 11. As recuperações para 

todos os analitos estudados apresentaram resultados acima de 50%, com exceção 



84 
 
das substâncias PENG, DAP e NAFC. Analitos como NOR e CPF apresentaram 

recuperações globais acima de 120%. 

O Método USEPA 1694 (2008) obteve resultados de recuperação e de RSDr 

para aproximadamente 60% dos analitos estudados, como pode ser observado na 

Tabela 10. No método estudado obteve-se um intervalo de recuperações menores 

do que o método USEPA 1694, tendo menores variações, e o método USEPA 1694 

apresentou muitos valores de recuperações acima de 100%, possuindo uma menor 

exatidão em relação ao apresentado no presente trabalho. 
 

 Tabela 10 – Comparação dos IPR e RSDr obtidos em condições de repetibilidade em AS com os do 
método USEPA. 

Analito Método Estudado Método USEPA 1694 
 R (%) RSDR  R (%) RSDR 

AMPI 85,5 – 138,1 23,1 6 - 180 70 
AZI 88,3 – 105,8 14,2 36 - 108 30 
CTC 78,5 – 82,7 3,5 49 - 155  31 
CPF 140,8 – 145,1 2,9 55 - 108 30 
CLA 94,8 – 110,5 9,4 8 - 139 30 

CLOX 82,9 – 95,6 9,6 6 - 180 30 
DMC 74,2 – 88,6 10,4 6 - 180 30 
DC 76,5 – 87,0 8,8 24 - 149 30 

ECTC 83,9 – 86,6 13,0 55 - 135 30 
EOTC 74,7 – 84,6 9,0 55 - 127 30 
ETC 84,5 – 92,5 8,9 55 - 156 30 

ERI-H2O 83,6 – 95,6 7,9 55 - 142 30 
NOR 117,8 – 129,3 4,6 55 - 121 30 
OFX 111,2 – 123,8 5,8 55 - 180 30 

OXAC 75,1 – 89,4 9,2 6 - 180 30 
OTC 81,4 – 97,7 12,0 55 - 165 30 

PENV 89,8 – 99,6 13,4 6 - 180 30 
PENG 21,11 – 25,4 20,8 6 - 180 30 
ROX 86,2 – 108,6 15,4 42 - 108 30 
SDM 49,5 – 63,5 13,3 55 - 108 30 
SFM 55,8 – 61,6 11,1 55 - 133 30 
SMT 58,6 – 63,1 8,1 55 - 128 30 
SMZ 53,1 – 68,9 12,5 55 - 108 30 
STZ 45,4 – 55,8 13,1 45 - 108 30 
TC 78,1 – 86,5 10,5 55 - 139 30 
TIL 75,3 – 84,7 10,0 17 - 134 30 

 
 

Gros e colaboradores (2013) desenvolveram e validaram um método de 

determinação de resíduos de 53 antimicrobianos em águas de rios utilizando uma 

extração por fase sólida on-line e LC-MS/MS. A Tabela 11 apresenta os valores de 
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IPR e RSDr obtidos em condições de repetibilidade em AS por Gros e colaboradores 

(2013). Muitas recuperações obtidas no método estudado foram similares e até 

superiores em relação as obtidas por Gros e colaboradores (2013), com exceção 

CTC, CFZL, PENG, SFM, SMZ, STZ, TC e TILM. Os valores de RSDr obtidos no 

método de Gros e colaboradores (2013) foram menores do que os do método 

estudado, pois realizaram a repetibilidade injetando cinco vezes consecutiva uma 

solução padrão de 10 ng/L dos analitos, enquanto que no estudo realizado foi 

avaliada a repetibilidade com três tipos de matrizes diferentes, em um total de seis 

amostras, sendo assim esperado uma maior variação. 

Mokh e colaboradores (2017) desenvolveram e validaram um método de 

determinação de resíduos de 63 fármacos em águas de rios utilizando uma extração 

por fase sólida e LC-MS/MS. A Tabela 11 apresenta os valores de IPR e RSDr 

obtidos em condições de repetibilidade em um nível de fortificação de 30 ng em AS 

por Mokh e colaboradores (2017). A maioria das recuperações obtidas no método 

estudado foram inferiores as obtidas por Mokh e colaboradores (2017), com exceção 

CPF, NOR, OFX e TILM. Os valores de RSDr obtidos no método de Mokh e 

colaboradores (2017) foram menores do que os do método estudado. 

 
Tabela 11 - Comparação dos IPR e RSDr obtidos em condições de repetibilidade em AS com 
métodos da literatura. 

Analito Método Estudado Método Gros et 
al. (2013) 

Método Mokh et al. (2017) 

 R (%) RSDr  R (%) RSDr R (%) RSDr 
AMOX 108,2 25,2 20 1 - - 
AMPI 107,9 23,1 108 3 - - 
AZI 95,7 14,2 60 3 - - 
CTC 80,4 3,5 108 2 126,2 5,5 
CPF 143,5 2,9 55 4 103,9 6,9 
CLA 104,8 9,4 66 2 - - 

CFLX 90,2 14,3 69 3 - - 
CFZL 104,3 7,4 131 7 - - 
CFPN 107,4 10,0 70 1 - - 
CFTF 103,9 4,0 77 1 - - 
DAP 39,9 25,4 - - 98,5 2,8 
DC 82,4 8,8 76 12 103,2 5,2 

ERI-H2O 89,1 7,9 - - 111,3 8,6 
ESPI 84,7 23,0 84 5 - - 
EOTC 79,9 9,0 - - 121,8 2,5 
ETC 87,4 8,9 - - 92,7 0,1 
NOR 124,1 4,6 121 3 105,6 3,4 
OFX 119,6 5,8 55 4 97,4 1 
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Continuação da Tabela 11 - Comparação dos IPR e RSDr obtidos em condições de repetibilidade em 
AS com métodos da literatura. 

 Analito Método Estudado Método Gros et 
al. (2013) 

Método Mokh et al. (2017) 

OTC 90,2 12,0 88 7 98,4 2,6 
PENV 94,3 13,4 97 3 - - 
PENG 22,6 20,8 50 4 - - 
ROX 97,8 15,4 95 1 - - 
SCT 52,0 15,7 - - 92,2 89,9 
SDM 55,4 13,3 50 1 122,4 2 
SFM 57,9 11,1 72 2 105,1 1,2 
SMZ 61,9 12,5 89 3 94,6 3 
SQN 57,1 14,8 - - 107,4 2,5 
STZ 52,0 13,1 70 3 96,7 1,3 
TC 83,7 10,5 108 8 105,8 1,4 
TIL 80,5 10,0 70 3 133,9 9,2 

TILM 97,1 9,6 160 3 93,8 8,6 
 

 
Quesada-Molina e colaboradores (2013) desenvolveram e validaram um 

método de determinação de resíduos de 8 cefalosporinas em águas de rios 

utilizando uma extração por pareamento iônico e cromatografia líquida de alta 

eficiência acoplada a detector de ultravioleta com arranjo de diodos. A repetibilidade 

foi avaliada em um nível de concentração de 25 µg/L para os analitos CFQN, CFPZ, 

CFLX, CFPN, CFZL e CFDX e os valores de RSDr obtidos foram no máximo de 

5,4%. E as recuperações obtidas no nível de 25 µg/L para esses analitos foram entre 

79,7% a 88,2% (QUESADA-MOLINA et al., 2013).  

Bailón-Pérez e colaboradores (2009) desenvolveram e validaram um método 

de determinação de resíduos de 10 betalactâmicos em águas de rios utilizando uma 

extração por fase sólida e cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a 

detector de ultravioleta com arranjo de diodos. A repetibilidade foi avaliada em um 

nível de concentração de 200 ng/L para os analitos AMOX, AMPI, PENG, PENV, 

NAFC, OXAC, CLOX E DCLOX e os valores de RSDr obtidos foram no máximo de 

7,0%. E as recuperações obtidas no nível de 200 ng/L para esses analitos foram 

entre 91,3% a 95,3% (BAILÓN-PÉREZ et al., 2009).  

Herrera-Herrera e colaboradores (2013) desenvolveram e validaram um 

método de determinação de resíduos de 25 antimicrobianos em águas de rios 

utilizando uma microextração líquida-liquida e cromatografia líquida de alta eficiência 

acoplada a detector de ultravioleta com arranjo de diodos.  A repetibilidade foi 

avaliada em um nível de concentração de 0,4 mg/L para os analitos CPF, MXF, 
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NOR, SCT, SDM, SMZ, STZ e os valores de RSDr obtidos foram no máximo de 

1,2% injetando cinco vezes consecutiva a solução padrão. E as recuperações 

obtidas no nível de 0,4 mg/L para esses analitos foram entre 93% a 115% 

(HERRERA-HERRERA et al., 2013). 

Locatelli e colaboradores (2011) desenvolveram e validaram um método de 

determinação de resíduos de 8 antimicrobianos em águas de rios utilizando uma 

extração por fase sólida e LC-MS/MS. A repetibilidade foi avaliada em um nível de 

concentração de 50,0 ng/L para os analitos AMOX, AMPI, CFLX, CPF, NOR, SMZ e 

TC e os valores de RSDr obtidos foram no máximo de 6,6% para uma triplicata de 

amostra. E as recuperações obtidas no nível de 50,0 ng/L para esses analitos foram 

entre 16,8% a 105,0% (LOCATELLI et al., 2011). 

Jank e colaboradores (2014) desenvolveram e validaram um método de 

determinação de resíduos de 8 antimicrobianos em águas de rios utilizando uma 

extração por fase sólida e LC-MS/MS. A repetibilidade foi avaliada em um nível de 

concentração de 100,0 ng/L para os analitos AZI, ERI, CFLX, CFTF, CPF, NOR e 

SMZ e os valores de RSDr obtidos foram no máximo de 4,0%. E as recuperações 

obtidas no nível de 0,4 mg/L para esses analitos foram entre 66% a 149% (JANK et 

al., 2014). 

Foram avaliados os valores de recuperação média e desvio padrão relativos 

obtidos para as amostras de AP, como pode ser observado nas Tabelas 12 a 16. 

Considerando-se que as análises foram efetuadas em condições de repetibilidade, 

os RSDr globais não devem exceder os listados no Quadro 9. 

 
Tabela 12 - IPR e repetibilidade para determinação de TC em águas potáveis. 

  AP 1 
 (n =2) 

AP 2  
(n=2) 

AP 3  
 (n =2) 

Global   
(n =6) 

TC R (%) 75,3 89,8 85,9 83,6 
RSDr 0,2 13,0 3,9 10,3 

CTC R (%) 59,8 91,5 92,7 81,3 
RSDr 11,5 7,2 9,7 21,8 

OTC R (%) 73,5 87,8 90,1 83,8 
RSDr 1,4 3,9 7,0 10,4 

ETC R (%) 75,3 89,8 85,9 83,6 
RSDr 0,2 13,0 3,9 10,3 

ECTC R (%) 84,9 81,5 87,4 84,6 
RSDr 10,7 0,4 5,9 6,4 

EOTC R (%) 79,1 82,1 74,7 78,6 
RSDr 6,8 1,1 15,9 8,5 
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Continuação da Tabela 12 - IPR e repetibilidade para determinação de TC em águas potáveis. 

  AP 1 
 (n =2) 

AP 2  
(n=2) 

AP 3  
 (n =2) 

Global   
(n =6) 

DC R (%) 53,8 77,2 87,2 71,2 
RSDr 12,1 8,1 9,0 25,9 

MTC R (%) 71,8 73,6 81,9 75,7 
RSDr 18,5 2,0 7,9 10,8 

DMC R (%) 66,9 75,2 101,0 81,1 
RSDr 11,9 19,9 0,7 21,8 

R = Recuperação 
RSDr = desvio padrão relativo 
 
Tabela 13 - IPR e repetibilidade para determinação de SF em águas potáveis. 

  AP 1 
 (n =2) 

AP 2  
(n=2) 

AP 3  
 (n =2) 

Global   
(n =6) 

SMT R (%) 57,3 68,7 62,4 62,8 
RSDr 5,3 10,0 7,1 10,2 

SMZ R (%) 71,9 73,5 56,2 67,2 
RSDr 2,3 3,2 1,8 12,9 

SQN R (%) 56,9 56,8 37,8 50,5 
RSDr 7,6 3,5 17,8 20,9 

STZ R (%) 65,7 74,7 61,2 67,2 
RSDr 15,6 9,8 1,8 12,4 

DAP R (%) 45,3 60,0 27,1 44,1 
RSDr 4,6 13,4 0,3 34,4 

SDM R (%) 51,8 63,7 48,6 54,7 
RSDr 15,8 1,4 9,1 15,1 

SFM R (%) 61,6 80,1 60,7 67,5 
RSDr 5,2 8,0 3,7 15,3 

SCT R (%) 59,8 68,9 52,4 60,4 
RSDr 1,1 3,3 1,5 12,4 

R = Recuperação 
RSDr = desvio padrão relativo 
 
 
Tabela 14 - IPR e repetibilidade para determinação de BL em águas potáveis. 

  AP 1 
 (n =2) 

AP 2  
(n=2) 

AP 3   
(n =2) 

Global   
(n =6) 

CFQN R (%) 57,7 69,0 59,7 62,1 
RSDr 10,7 0,6 2,7 9,8 

CFZL R (%) 97,0 92,1 99,3 96,2 
RSDr 14,9 2,6 3,6 7,8 

CFCL R (%) 89,9 82,2 91,2 87,3 
RSDr 1,5 1,5 3,0 5,7 

PENV R (%) 104,9 107,3 97,3 103,2 
RSDr 5,4 0,3 6,3 5,8 

CFPN R (%) 83,5 94,5 89,1 89,0 
RSDr 9,7 2,2 6,7 7,6 

NAFC R (%) 52,6 63,3 64,9 60,3 
RSDr 15,0 14,9 1,8 13,5 
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Continuação da Tabela 14 - IPR e repetibilidade para determinação de BL em águas potáveis. 

  AP 1 
 (n =2) 

AP 2  
(n=2) 

AP 3   
(n =2) 

Global   
(n =6) 

PENG R (%) 22,9 42,4 37,3 34,2 
RSDr 21,9 3,1 8,5 27,6 

CLOX R (%) 116,1 105,8 93,3 105,1 
RSDr 10,1 3,4 1,6 11,0 

CFLX R (%) 54,1 71,5 61,8 62,5 
RSDr 8,2 8,4 1,8 13,4 

OXAC R (%) 91,9 101,4 90,4 94,6 
RSDr 8,2 4,2 6,2 7,4 

CFTF R (%) 75,3 87,8 85,1 82,7 
RSDr 5,9 7,0 0,4 8,2 

CFDX R (%) 50,6 55,6 64,6 56,9 
RSDr 13,4 18,3 4,2 14,9 

DCLOX R (%) 94,4 121,8 91,7 102,6 
RSDr 1,1 5,6 5,8 15,0 

AMPI R (%) 74,6 93,0 67,5 78,3 
RSDr 2,7 3,1 5,1 15,3 

CFPZ R (%) 99,5 106,9 96,6 101,0 
RSDr 4,2 2,4 2,7 5,3 

AMOX R (%) 56,1 60,1 64,5 60,2 
RSDr 11,9 11,2 6,3 9,9 

DESAC R (%) 88,4 96,0 93,9 92,8 
RSDr 7,8 1,1 3,0 5,2 

AMPID5 R (%) 85,3 90,3 87,6 87,7 
RSDr 4,5 5,4 1,6 4,1 

R = Recuperação 
RSDr = desvio padrão relativo 
 

Tabela 15 - IPR e repetibilidade para determinação de MC em águas potáveis. 
  AP 1 

 (n =2) 
AP 2  
(n=2) 

AP 3  
 (n =2) 

Global   
(n =6) 

TIL R (%) 74,2 84,5 86,3 82,3 
RSDr 9,8 2,5 4,5 7,5 

ESP R (%) 40,2 52,9 61,0 51,3 
RSDr 16,4 19,0 10,0 21,7 

TROL R (%) 74,3 79,4 75,1 76,2 
RSDr 10,0 2,2 7,7 6,5 

OLE R (%) 115,1 106,1 108,9 110,1 
RSDr 4,9 0,6 1,8 4,5 

ROX R (%) 75,3 77,0 81,1 77,8 
RSDr 8,4 5,8 3,8 5,9 

ERI-H2O R (%) 64,1 68,1 74,4 68,8 
RSDr 13,9 0,9 7,7 9,7 

TILM R (%) 51,4 59,2 101,0 70,5 
RSDr 34,4 30,3 2,4 37,4 

CLA R (%) 90,7 95,7 90,1 92,1 
RSDr 5,9 6,4 0,89 4,9 
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Continuação da Tabela 15 - IPR e repetibilidade para determinação de MC em águas potáveis. 

  AP 1 
 (n =2) 

AP 2  
(n=2) 

AP 3  
 (n =2) 

Global   
(n =6) 

AZI R (%) 92,9 105,8 84,6 94,4 
RSDr 7,2 2,3 2,7 10,8 

R = Recuperação 
RSDr = desvio padrão relativo 
 
Tabela 16 - IPR e repetibilidade para determinação de FQ em águas potáveis. 

  AP 1 
 (n =2) 

AP 2  
(n=2) 

AP 3   
(n =2) 

Global   
(n =6) 

NOR R (%) 105,4 105,4 104,2 105,0 
RSDr 10,4 9,2 6,7 6,9 

CPF R (%) 127,5 116,4 110,1 118,0 
RSDr 23,9 22,6 1,7 16,7 

OFX R (%) 95,6 104,7 99,5 99,9 
RSDr 10,7 15,4 3,6 9,6 

MXF R (%) 104,9 108,0 97,2 103,4 
RSDr 7,5 1,8 3,4 6,1 

R = Recuperação 
RSDr = desvio padrão relativo 

 

Para as concentrações inferiores a 1 µg/kg os valores de RSDr devem ser os 

mais baixos possíveis, segundo as orientações europeias (UNIÃO EUROPEIA, 

2002). A TILM apresentou o maior valor de RSDr global (37,4%) para o nível de 100 

ng/L. Para todos os analitos, os RSDr globais foram inferiores aos desvios padrão 

relativos de repetibilidade (RSDr) preconizados para os níveis estudados, pela 

comissão do Codex Alimentarius (CAC, 2009, 2011). A veracidade mínima (expressa 

como “tendência ou recuperação” deve atender às especificações dos Quadros 10 e 

11. 

Para todos os analitos, as recuperações foram aceitáveis considerando-se às 

especificações apresentadas nos Quadros 10 e 11. As recuperações para todos os 

analitos estudados apresentaram resultados acima de 50%, com exceção das 

substâncias PENG, DAP e ESPI.  

O Método USEPA 1694 (2008) obteve resultados de recuperação e de RSDR 

para aproximadamente 60% dos analitos estudados, como pode ser observado na 

Tabela 17. No método estudado obteve-se recuperações menores do que o método 

USEPA 1694 e com maiores variações. O método USEPA 1694 apresentou valores 

de RSDr menores para a maioria dos analitos do que o método estudo, pois foi 

utilizado amostras de águas ultrapura para avaliar a repetibilidade. 
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            Tabela 17 - IPR e RSDr obtidos em condições de repetibilidade em AP. 

Analito Método Estudado Método USEPA 1694 
 R (%) RSDR  R (%) RSDR 

AZI 94,4 10,8 60,95 6,8 
CTC 81,3 21,8 95,24 22,32 
CPF 118,0 16,7 99,66 2,20 
CLA 92,1 4,9 106,9 2,64 

CLOX 105,1 11,1 60,77 3,9 
DMC 81,1 21,8 136,58 3,18 
DC 71,2 21,9 119,65 1,01 

ECTC 84,6 6,4 96,83 15,65 
EOTC 78,6 8,5 122,38 6,25 
ETC 83,6 10,3 102,11 4,02 

ERI-H2O 68,8 9,7 113,95 3,09 
NOR 105,0 6,9 114,79 5,07 
OFX 99,9 9,6 127,81 12,16 

OXAC 94,6 7,4 60,02 6,22 
OTC 83,8 10,4 148,84 5,76 

PENV 103,2 5,8 61,8 7,81 
PENG 34,2 27,6 58,83 6,77 
ROX 77,8 5,9 85,57 2,23 
SDM 54,7 15,1 87,00 2,95 
SFM 67,5 15,3 90,48 1,01 
SMT 62,8 10,2 100,67 6,19 
SMZ 67,2 12,9 88,17 3,63 
STZ 67,2 12,4 76,73 3,22 
TC 83,6 10,3 124,79 4,69 
TIL 82,3 7,5 103,48 9,59 

 

 

Ye e Weinberg (2007) desenvolveram e validaram um método de 

determinação de resíduos de 24 antimicrobianos em água potável utilizando uma 

extração por fase sólida e LC-MS/MS. A Tabela 18 apresenta os valores de IPR e 

RSDr obtidos em condições de repetibilidade em AP por Ye e Weinberg (2007). 

Muitas recuperações obtidas no método estudado foram inferiores as obtidas por Ye 

e Weinberg (2007), com exceção CPF e NOR. Os valores de RSDr obtidos no 

método de Ye e Weinberg (2007) foram menores do que os do método estudo, com 

exceção da NOR, ROX e TIL, pois realizaram a repetibilidade em três replicatas de 

uma mesma amostra, enquanto que no estudo realizado foi avaliada a repetibilidade 

com três tipos de matrizes diferentes, em um total de seis amostras, sendo assim 

esperado uma maior variação. 
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Tabela 18 – Comparação dos IPR e RSDr obtidos em condições de repetibilidade em AP com o 
método de Ye e Weinberg (2007). 

Analito Método Estudado Método Ye e Weinberg 
(2007) 

 R (%) RSDR  R (%) RSDR 
CTC 81,3 21,8 107 7,4 
CPF 118,0 16,7 93 4,6 
DMC 81,1 21,8 103 4,8 
DC 71,2 21,9 101 4,4 

ERI-H2O 68,8 9,7 125 9,0 
NOR 105,0 6,9 99 7,9 
OTC 83,8 10,4 105 1,8 
ROX 77,8 5,9 161 24 
SDM 54,7 15,1 105 3,6 
SFM 67,5 15,3 103 4,8 
SMT 62,8 10,2 101 5,4 
SMZ 67,2 12,9 96 4,7 
STZ 67,2 12,4 99 6,5 
TC 83,6 10,3 106 7,4 
TIL 82,3 7,5 119 13 

 
 

Deng e colaboradores (2017) desenvolveram e validaram um método de 

determinação de resíduos de 6 antimicrobianos em água potável utilizando uma 

microextração por fase sólida e LC-MS/MS. A repetibilidade foi avaliada em um nível 

de concentração de 500 ng/L para os analitos CPF, OFX, CLA e ROX e os valores 

de RSDr obtidos foram no máximo 7,4% em seis tipos de amostras de água potável. 

E as recuperações obtidas no nível de 50 ng/L para esses analitos foram entre 

96,4% a 108,6% (DENG et al., 2017). 

 

4.1.4. Precisão intermediária  

 

As Tabelas 19 a 23 apresentam para cada classe de antimicrobianos a 

recuperação e o desvio padrão relativo (RSDR) de cada analito em águas de 

superfície, afim de estimar o erro sistemático do procedimento (método analítico) 

para cada experimento de precisão intermediária, bem como os valores globais. A 

análise estatística dos dados foi efetuada de acordo com o Procedimento 

Operacional Padronizado “Métodos de Análise para Resíduos de Medicamentos 

Veterinários em Alimentos: Protocolo de Validação” (INCQS, 2017) iniciando-se pela 

avaliação da presença de valores aberrantes, em cada conjunto de repetições em 

cada dia de análise, empregando-se o teste de Grubbs a α=0,01, e foram 
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identificados valores aberrantes para SMZ, STZ, PENG, CFTF, NOR, CPF e OFX e 

que foram excluídos dos conjuntos de dados. 

 
Tabela 19 - Precisão Intermediária para determinação de TC em águas de superfície. 

  Dia 1 
 (n =6) 

Dia 2  
(n=6) 

Dia 3 
  (n =6) 

Global   
(n =18) 

TC R (%) 83,7 94,3 89,2 89,1 
RSDR 10,5 6,1 33,5 19,9 

CTC R (%) 80,4 81,3 87,2 83,0 
RSDR 3,5 3,5 23,1 16,1 

OTC R (%) 90,2 82,8 86,9 86,6 
RSDR 12,0 11,0 25,0 16,6 

ETC R (%) 87,4 82,3 81,8 83,8 
RSDR 8,9 13,9 25,4 16,5 

ECTC R (%) 85,6 74,6 90,0 83,4 
RSDR 13,0 11,9 18,6 16,4 

EOTC R (%) 79,9 82,9 74,0 79,0 
RSDR 9,0 7,1 30,2 17,3 

DC R (%) 82,4 73,7 83,3 79,8 
RSDR 8,8 26,8 24,8 20,8 

MTC R (%) 84,8 67,1 90,3 80,7 
RSDR 8,5 19,9 25,9 22,6 

DMC R (%) 82,5 73,9 83,7 80,0 
RSDR 10,4 12,7 30,9 20,3 

R = Recuperação 
RSDR = desvio padrão relativo 
 
Tabela 20 - Precisão Intermediária para determinação de SF em águas de superfície. 

  Dia 1 
 (n =6) 

Dia 2  
(n=6) 

Dia 3 
  (n =6) 

Global   
(n =18) 

SMT R (%) 61,2 65,6 71,9 66,2 
RSDR 8,1 13,7 14,2 13,7 

SMZ R (%) 61,9 64,7 69,6 65,4 
RSDR 12,5 4,2 13,9 11,9 

SQN R (%) 57,1 53,9 67,0 59,3 
RSDR 14,8 13,4 15,3 16,9 

STZ R (%) 52,0 57,5 93,5 59,6 
RSDR 13,1 11,3 18,4 20,5 

DAP R (%) 39,9 41,2 60,0 47,0 
RSDR 25,4 19,6 21,0 29,0 

SDM R (%) 55,4 63,0 59,6 59,4 
RSDR 13,3 12,2 12,4 13,0 

SFM R (%) 57,9 64,2 103,0 75,0 
RSDR 11,1 13,5 11,4 29,7 

SCT R (%) 52,0 65,2 126,2 81,1 
RSDR 15,7 12,3 17,8 44,3 

R = Recuperação 
RSDR = desvio padrão relativo 
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Tabela 21 - Precisão Intermediária para determinação de BL em águas de superfície. 

  Dia 1 
 (n =6) 

Dia 2  
(n=6) 

Dia 3 
  (n =6) 

Global   
(n =18) 

CFQN R (%) 108,7 73,2 98,5 93,5 
RSDR 22,6 29,2 9,6 25,6 

CFZL R (%) 104,3 107,4 104,5 105,4 
RSDR 7,4 16,3 4,9 10,3 

CFCL R (%) 90,3 93,0 98,1 93,8 
RSDR 26,4 18,1 8,9 18,0 

PENV R (%) 94,3 101,7 104,0 100,0 
RSDR 13,4 13,2 11,2 12,6 

CFPN R (%) 107,4 121,4 107,4 112,1 
RSDR 10,0 22,5 5,4 15,7 

NAFC R (%) 47,4 65,2 76,0 62,9 
RSDR 15,0 27,1 11,7 26,5 

PENG R (%) 22,6 27,3 44,3 31,6 
RSDR 20,8 19,4 10,8 34,4 

CLOX R (%) 87,4 83,8 92,1 87,8 
RSDR 9,6 24,8 10,8 15,7 

CFLX R (%) 90,2 97,5 81,1 89,6 
RSDR 14,3 29,9 3,0 20,9 

OXAC R (%) 81,6 99,5 99,0 93,4 
RSDR 9,2 22,0 10,9 17,5 

CFTF R (%) 103,9 89,3 92,5 94,7 
RSDR 4,0 13,8 6,0 10,7 

CFDX R (%) 111,7 97,1 54,6 87,8 
RSDR 20,1 44,5 34,9 43,0 

DCLOX R (%) 88,0 104,1 87,5 93,2 
RSDR 6,7 18,0 15,5 16,3 

AMPI R (%) 107,9 81,3 92,5 93,9 
RSDR 23,1 19,6 6,1 21,1 

CFPZ R (%) 109,8 137,2 103,9 117,0 
RSDR 11,1 25,7 9,8 22,0 

AMOX R (%) 108,2 95,2 46,4 83,24 
RSDR 25,2 47,2 30,8 48,4 

DESAC R (%) 87,7 107,5 87,0 94,1 
RSDR 15,5 19,1 8,6 18,1 

AMPID5 R (%) 95,2 85,0 98,6 92,9 
RSDR 8,4 18,6 7,1 12,8 

R = Recuperação 
RSDR = desvio padrão relativo 
 
Tabela 22 - Precisão Intermediária para determinação de MC em águas de superfície. 

  Dia 1 
 (n =6) 

Dia 2  
(n=6) 

Dia 3 
  (n =6) 

Global   
(n =18) 

TIL R (%) 80,5 64,8 64,5 69,9 
RSDR 10,0 36,2 16,0 23,5 

ESP R (%) 84,7 58,4 50,4 64,5 
RSDR 23,0 38,2 26,6 36,0 



95 
 
Continuação da Tabela 22 - Precisão Intermediária para determinação de MC em águas de 
superfície. 

  Dia 1 
 (n =6) 

Dia 2  
(n=6) 

Dia 3 
  (n =6) 

Global   
(n =18) 

TROL R (%) 74,5 91,4 93,5 86,5 
RSDR 8,8 34,6 13,7 24,0 

OLE R (%) 96,5 107,3 97,6 100,5 
RSDR 3,9 17,0 4,4 11,4 

ROX R (%) 97,8 88,9 74,7 87,1 
RSDR 15,4 20,9 37,2 25,4 

ERI-H2O R (%) 89,1 83,2 75,5 82,6 
RSDR 7,9 20,7 10,4 15,0 

TILM R (%) 97,1 50,3 45,7 64,4 
RSDR 9,6 77,5 34,8 52,0 

CLA R (%) 104,8 80,1 92,0 92,3 
RSDR 9,4 17,9 20,6 18,8 

AZI R (%) 95,7 90,3 87,5 91,2 
RSDR 14,2 15,5 6,8 12,7 

R = Recuperação 
RSDR = desvio padrão relativo 
 
Tabela 23 - Precisão Intermediária para determinação de FQ em águas de superfície. 

  Dia 1 
 (n =6) 

Dia 2  
(n=6) 

Dia 3 
  (n =6) 

Global   
(n =18) 

NOR R (%) 124,1 102,3 121,2 110,4 
RSDR 4,6 14,6 42,2 18,9 

CPF R (%) 143,5 97,1 173,2 121,4 
RSDR 2,9 17,8 82,1 39,2 

OFX R (%) 119,6 81,6 125,3 99,0 
RSDR 5,8 14,4 68,0 30,7 

MXF R (%) 103,0 102,4 106,6 104,0 
RSDR 4,4 12,7 17,4 12,2 

R = Recuperação 
RSDR = desvio padrão relativo 

 

Considerando-se que as análises foram efetuadas em condições de precisão 

intermediária, os RSDR globais não devem exceder o desvio padrão relativo de 

reprodutibilidade (RSDR) segundo o Quadro 12. 

 
Quadro 12 - Exemplos de desvio padrão relativo em condições de reprodutibilidade (RSDR) para 
métodos quantitativos referentes a um intervalo de concentrações da substância a analisar. 

Concentração RSDR 
<1µg/kg 54% 

≥1µg/kg < 10µg/kg 46% 
≥10µg/kg < 100µg/kg 34% 

≥100µg/kg < 1000µg/kg 25% 
≥1000µg/kg 19% 

                                         Fonte: (CAC, 2009, 2011) 
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Para as concentrações inferiores a 1 µg/kg os valores de RSDR devem ser os 

mais baixos possíveis, segundo as orientações europeias (UNIÃO EUROPEIA, 

2002). 

Os analitos TILM, AMOX, CFDX e SCT apresentaram os maiores valores de 

RSDR global (52,0%, 48, 4%, 43,0% e 44,3%, respectivamente) para a concentração 

de 100 ng/L. Para todos os analitos, os RSDR globais foram inferiores aos desvios 

padrão relativos de reprodutibilidade (RSDR) preconizados para o nível estudado, 

pela Comissão do Codex Alimentarius (CAC, 2009, 2011). 

Para a maioria dos analitos, na concentração estudada, as recuperações 

foram aceitáveis considerando-se às especificações da Comissão das Comunidades 

Europeias (UNIÃO EUROPEIA, 2002) e pela comissão do Codex Alimentarius (CAC, 

2009, 2011) (Quadros 10 e 11). As recuperações para todos os analitos estudados 

apresentaram resultados acima de 50%, com exceção das substâncias PENG e 

DAP. O analito CPF apresentou recuperação global um pouco acima de 120%. 

 Os valores de RSDR e recuperação nos experimentos de precisão 

intermediária para a maioria dos analitos foram bem semelhantes aos valores de 

RSDR e recuperação obtidos nos experimentos de repetibilidade. 

O método USEPA 1694 (2008) não apresentou informações sobre a precisão 

intermediária. 

A Tabela 24 apresenta valores de recuperações e de desvios padrão relativos 

em condições de precisão intermediária (RSDR) dos métodos que foram 

identificados na literatura para determinação de resíduos de antimicrobianos em 

águas. Gros e colaboradores (2013) não apresentaram as recuperações obtidas na 

precisão intermediária. Aproximadamente 60% dos valores de RSDR obtidos no 

método de Gros e colaboradores (2013) foram menores do que os do método 

estudado, pois realizaram a precisão intermediária em três dias consecutivos 

injetando cinco vezes seguida uma solução padrão de 10 ng/L dos analitos, 

enquanto que no estudo realizado foi avaliada a precisão intermediária com três 

tipos de matrizes diferentes em triplicata e em três dias de análise, em um total de 

dezoito amostras, sendo assim esperado uma maior variação. Mokh e colaboradores 

(2017) apresentaram uma faixa de recuperação dos analitos na precisão 

intermediária de 87,7 a 127,2%. Os valores de RSDR obtidos no método de Mokh e 

colaboradores (2017) foram menores do que os do método estudado. 
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   Tabela 24 - RSDR obtidos da avaliação em condições de precisão intermediária 

Analito Método 
Estudado 

Método Gros et al. 
(2013) 

Método Mokh et al. (2017) 

 RSDR RSDR RSDR 
AMOX 48,4 17 - 
AMPI 21,1 25 - 
AZI 12,7 19 - 
CTC 16,1 23 1 
CPF 39,2 28 6 
CLA 18,8 26 - 

CFLX 20,9 15 - 
CFZL 10,3 4 - 
CFPN 15,7 18 - 
CFTF 10,7 11 - 
DAP 29,0 - 3,4 
DC 20,8 11 10,1 

ERI-H2O 15,0 - 7,5 
ESPI 36,0 17 - 
EOTC 17,3 - 11,9 
ETC 16,5 - 5,7 
NOR 18,9 30 4,9 
OFX 30,7 7 4,0 
OTC 16,6 7 11,7 

PENV 12,6 16 - 
PENG 34,4 21 - 
ROX 25,4 15 - 
SCT 44,3 - 2,1 
SDM 13,0 21 11,2 
SFM 29,7 30 5,6 
SMZ 11,9 23 4,6 
SQN 16,9 - 6,3 
STZ 20,5 31 3,9 
TC 19,9 15 8,9 
TIL 23,5 29 9,3 

TILM 52,0 13 4,0 
 

Quesada-Molina e colaboradores (2013) obtiveram valores de RSDR em um 

nível de concentração de 25 µg/L para os analitos CFQN, CFPZ, CFLX, CFPN, 

CFZL e CFDX, e os RSDR obtidos foram no máximo de 9,9%.  

Bailón-Pérez e colaboradores (2009) avaliaram a precisão intermediária em 

um nível de concentração de 200 ng/L para os analitos AMOX, AMPI, PENG, PENV, 

NAFC, OXAC, CLOX E DCLOX e os valores de RSDR obtidos foram no máximo de 

7,0%.  
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Jank e colaboradores (2014) avaliaram a precisão intermediária em um nível 

de concentração de 100 ng/L para os analitos AZI, ERI, CFLX, CFTF, CPF, NOR e 

SMZ e os valores de RSDR obtidos foram no máximo de 15,0% 

Herrera-Herrera e colaboradores (2013) a obtiveram valores de RSDR em um 

nível de concentração de 0,4 mg/L para os analitos CPF, MXF, NOR, SCT, SDM, 

SMZ, STZ e os valores de RSDr obtidos foram no máximo de 8,5%. 

As Tabelas 25 a 29 apresentam para cada classe de antimicrobianos a 

recuperação e o desvio padrão relativo (RSDR) de cada analito em águas potáveis, 

afim de estimar o erro sistemático do procedimento (método analítico) para cada 

experimento de precisão intermediária, bem como os valores globais. A análise 

estatística dos dados foi efetuada de acordo com o Procedimento Operacional 

Padronizado “Métodos de Análise para Resíduos de Medicamentos Veterinários em 

Alimentos: Protocolo de Validação” (INCQS, 2017) iniciando-se pela avaliação da 

presença de valores aberrantes, em cada conjunto de repetições em cada dia de 

análise, empregando-se o teste de Grubbs a α=0,01, e foram identificados valores 

aberrantes para CFZL, CFCL, CFDX, NOR e MXF e que foram excluídos dos 

conjuntos de dados. 
 

Tabela 25 - Precisão intermediária para determinação de TC em águas potáveis. 
  Dia 1 

 (n =6) 
Dia 2  
(n=6) 

Dia 3 
  (n =6) 

Global   
(n =18) 

TC R (%) 83,6 76,7 96,7 86,2 
RSDR 10,3 7,1 18,6 16,6 

CTC R (%) 81,3 90,3 87,7 86,2 
RSDR 21,8 13,5 24,5 19,9 

OTC R (%) 83,8 86,9 96,3 89,1 
RSDR 10,4 11,9 18,3 15,0 

ETC R (%) 83,6 85,4 91,9 87,1 
RSDR 10,3 16,7 11,1 12,6 

ECTC R (%) 84,6 81,0 92,0 86,2 
RSDR 6,4 8,5 24,8 16,6 

EOTC R (%) 78,6 86,1 81,5 81,8 
RSDR 8,5 15,6 18,5 14,5 

DC R (%) 71,2 76,4 87,4 78,5 
RSDR 25,9 16,0 39,1 30,2 

MTC R (%) 75,7 77,8 95,2 83,2 
RSDR 10,8 11,6 26,6 21,7 

DMC R (%) 81,1 86,6 80,2 82,4 
RSDR 21,8 19,9 16,5 18,6 

R = Recuperação 
RSDR = desvio padrão relativo 
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Tabela 26 - Precisão intermediária para determinação de SF em águas potáveis. 

  Dia 1 
 (n =6) 

Dia 2  
(n=6) 

Dia 3 
  (n =6) 

Global   
(n =18) 

SMT R (%) 62,8 56,5 70,1 63,5 
RSDR 10,2 27,2 13,2 18,0 

SMZ R (%) 67,2 54,1 65,8 63,8 
RSDR 12,9 19,6 11,7 15,4 

SQN R (%) 50,5 56,5 59,1 55,3 
RSDR 20,9 28,1 18,0 22,0 

STZ R (%) 67,2 53,4 95,3 69,7 
RSDR 12,4 30,2 23,2 32,9 

DAP R (%) 44,1 35,8 55,5 45,7 
RSDR 34,4 35,1 24,8 33,8 

SDM R (%) 54,7 53,3 66,6 58,5 
RSDR 15,1 19,9 15,9 19,0 

SFM R (%) 67,5 56,1 91,8 72,7 
RSDR 15,3 27,7 12,2 26,3 

SCT R (%) 60,4 62,4 119,9 82,0 
RSDR 12,4 26,2 14,4 38,8 

R = Recuperação 
RSDR = desvio padrão relativo 
 
Tabela 27 - Precisão intermediária para determinação de BL em águas potáveis. 

  Dia 1 
 (n =6) 

Dia 2  
(n=6) 

Dia 3 
  (n =6) 

Global   
(n =18) 

CFQN R (%) 62,1 56,3 88,0 68,8 
RSDR 9,8 20,6 26,5 29,5 

CFZL R (%) 96,2 81,5 107,2 96,7 
RSDR 7,8 3,6 7,0 12,7 

CFCL R (%) 87,3 74,6 92,9 84,8 
RSDR 5,7 29,7 19,8 21,5 

PENV R (%) 103,2 91,6 106,6 100,4 
RSDR 5,8 15,6 2,8 10,7 

CFPN R (%) 89,0 98,3 109,7 99,0 
RSDR 7,6 15,0 10,6 14,0 

NAFC R (%) 60,3 47,7 71,6 59,9 
RSDR 13,5 18,5 18,4 23,3 

PENG R (%) 34,2 30,8 39,5 34,8 
RSDR 27,6 27,7 19,0 25,3 

CLOX R (%) 105,1 90,6 106,4 100,7 
RSDR 11,0 15,6 9,7 13,5 

CFLX R (%) 62,5 77,2 90,2 76,6 
RSDR 13,4 13,2 6,2 18,3 

OXAC R (%) 94,6 85,8 99,3 93,2 
RSDR 7,4 10,2 8,1 10,1 

CFTF R (%) 82,7 82,6 105,4 90,3 
RSDR 8,2 20,8 9,4 17,5 

CFDX R (%) 56,9 86,2 74,0 71,5 
RSDR 14,9 3,3 31,0 25,6 
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Continuação da Tabela 27 - Precisão intermediária para determinação de BL em águas potáveis. 

   Dia 1 
 (n =6) 

Dia 2  
(n=6) 

Dia 3 
  (n =6) 

Global   
(n =18) 

DCLOX R (%) 102,6 88,5 106,0 99,1 
RSDR 15,0 22,9 10,1 17,1 

AMPI R (%) 78,3 85,4 87,0 83,6 
RSDR 15,3 34,0 12,0 22,0 

CFPZ R (%) 101,0 104,9 103,8 103,2 
RSDR 5,3 9,5 12,4 9,1 

AMOX R (%) 60,2 79,6 68,6 69,5 
RSDR 9,9 26,0 27,0 25,1 

DESAC R (%) 92,8 86,3 99,8 93,0 
RSDR 5,2 9,5 16,1 12,5 

AMPID5 R (%) 87,7 87,7 102,9 92,7 
RSDR 4,1 15,9 8,0 12,5 

R = Recuperação 
RSDR = desvio padrão relativo 
 
 
Tabela 28 - Precisão intermediária para determinação de MC em águas potáveis. 

  Dia 1 
 (n =6) 

Dia 2  
(n=6) 

Dia 3 
  (n =6) 

Global   
(n =18) 

TIL R (%) 82,3 67,9 91,2 80,5 
RSDR 7,5 26,5 9,2 18,6 

ESP R (%) 51,3 79,0 75,9 68,7 
RSDR 21,7 29,2 21,6 30,3 

TROL R (%) 76,2 86,0 118,2 93,5 
RSDR 6,5 19,7 9,5 23,2 

OLE R (%) 110,1 95,7 110,9 105,5 
RSDR 4,5 13,9 3,2 10,1 

ROX R (%) 77,8 77,2 104,4 86,5 
RSDR 5,9 17,5 15,8 20,3 

ERI R (%) 68,8 101,1 100,8 90,2 
RSDR 9,7 12,1 4,3 19,4 

TILM R (%) 70,5 85,2 96,1 83,9 
RSDR 37,4 42,6 20,7 34,2 

CLA R (%) 92,1 79,5 110,6 94,1 
RSDR 4,9 3,5 4,2 14,6 

AZI R (%) 94,4 91,4 114,2 100,0 
RSDR 10,8 15,2 8,6 14,9 

R = Recuperação 
RSDR = desvio padrão relativo 
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Tabela 29. Precisão intermediária para determinação de FQ em águas potáveis. 

  Dia 1 
 (n =6) 

Dia 2  
(n=6) 

Dia 3 
  (n =6) 

Global   
(n =18) 

NOR R (%) 105,0 93,6 111,0 106,4 
RSDR 6,9 10,1 29,4 14,7 

CPF R (%) 118,0 94,4 153,2 120,0 
RSDR 16,7 12,6 16,3 25,2 

OFX R (%) 99,9 87,4 118,1 100,8 
RSDR 9,6 11,6 10,9 16,1 

MXF R (%) 103,4 95,1 107,1 101,5 
RSDR 6,1 9,5 2,2 8,0 

R = Recuperação 
RSDR = desvio padrão relativo 

 
Considerando-se que as análises foram efetuadas em condições de precisão 

intermediária, os RSDR globais não devem exceder o desvio padrão relativo de 

reprodutibilidade (RSDR) segundo o Quadro 12. 

Para as concentrações inferiores a 1 µg/kg os valores de RSDR devem ser os 

mais baixos possíveis, segundo as orientações europeias (UNIÃO EUROPEIA, 

2002). 

Os analitos SCT, TILM, DAP, STZ, ESP e DC apresentaram os maiores 

valores de RSDR global (38,8%, 34,2%, 33,8%, 32,9%, 30,3% e 30,2%, 

respectivamente) para a concentração de 100 ng/L. Para todos os analitos, os RSDR 

globais foram inferiores aos desvios padrão relativos de reprodutibilidade (RSDR) 

preconizados para o nível estudado, pela Comissão do Codex Alimentarius (CAC, 

2009, 2011). 

Para a maioria dos analitos, na concentração estudada, as recuperações 

foram aceitáveis considerando-se às especificações da Comissão das Comunidades 

Europeias (UNIÃO EUROPEIA, 2002) e pela comissão do Codex Alimentarius (CAC, 

2009, 2011) (Quadros 10 e 11). As recuperações para todos os analitos estudados 

apresentaram resultados acima de 50%, com exceção das substâncias PENG e 

DAP. Os valores de RSDR e recuperação nos experimentos de precisão 

intermediária para a maioria dos analitos foram bem semelhantes aos valores de 

RSDR e recuperação obtidos nos experimentos de repetibilidade. 

O método USEPA 1694 (2008) não apresentou informações sobre a precisão 

intermediária. Estudos realizados por Ye e Weinberg (2007) e Deng e colaboradores 

(2017) não apresentaram resultados de precisão intermediária.  
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4.1.5. Eficiência do processo de extração  

 

As Tabelas 19 a 23 e 25 a 29 apresentam os valores de recuperação em 

condições de precisão intermediária para os analitos nas matrizes AS e AP. 

Observando as Tabelas, os analitos da classe de tetraciclinas apresentaram valores 

de recuperação entre 78,5% a 89,1%. As Tetraciclinas quando são extraídas em pH 

abaixo do seu pKa (3.3-9), ocorre um aumento na retenção nos cartuchos de SPE e 

consequentemente aumenta as taxas de recuperações (GROS et al, 2013). 

Em relação às sulfonamidas, elas apresentaram valores de recuperação entre 

45,7 a 82,0%.  Valores abaixo de recuperação pode ser explicado por apresentarem 

em sua estrutura um grupo amino básico (NH2) e um grupo ácido sulfonamida 

(SO2NH). Sendo considerados anfólitos por apresentarem características de ácidos 

fracos e bases fracas, possuindo dois valores de pKa, pKa1 (2-2,5) e pKa2 (5-8) 

respectivamente. Assim, as sulfonamidas são carregadas positivamente a pH 2 e 5 e 

carregadas negativamente em condições alcalinas acima de pH 5, explicando a sua 

boa retenção somente para as substâncias que apresentam pka1, pois a amostra é 

acidificada a pH 2,5 (GROS et al, 2013). 

Os analitos da classe de Macrolídeos apresentaram valores de recuperação 

entre 78,5% a 89,1%.  Pode ser explicado por apresentar em sua estrutura um grupo 

básico de dimetilamina [-(N(CH3)2], sendo compostos básicos com valores de pKa 

em torno de 8, e esperando melhores recuperações em pH acima de 2.5 (GROS et 

al, 2013). 

As Fluoroquinolonas apresentaram valores altos de recuperação, pois 

possuem um grupo amino no anel heterocíclico e possuem duas constantes de 

dissociação. Os valores de pKa1 e pKa2 estão no intervalo 5.5-6.3 e 7.6-8.5, 

respectivamente e, portanto, a sua forma intermediária é um zwitterion. Em 

condições ácidas, eles estão em forma catiônica e observa que espécies catiônicas, 

zwitteriônicas e neutras desses antibióticos são bem retidas no cartucho Oasis® 

HLB (GROS et al, 2013). 

Os Betalactâmicos apresentaram valores de recuperação entre 31,6 a 117% e 

essas diferenças podem ser justificadas devido a sua instabilidade em água e a 

possível ocorrência de hidrólise em condições ácidas (GROS et al, 2013; MOKH et 

al, 2017). 



103 
 

Locatelli e colaboradores (2011) desenvolveram e validaram um método de 

determinação de resíduos de 8 antimicrobianos na bacia hidrográfica Atibaia (São 

Paulo) utilizando uma extração por fase sólida e LC-MS/MS. As recuperações 

obtidas por Locatelli e colaboradores (2011) foram similares ao método validado 

neste estudo, devido ao fato desses mananciais serem influenciados por ambientes 

naturais e urbanizados. Jank e colaboradores (2014) desenvolveram e validaram um 

método de determinação de resíduos de 8 antimicrobianos em Arroio Dilúvio (Porto 

Alegre) utilizando uma extração por fase sólida e LC-MS/MS. As recuperações 

obtidas por Jank e colaboradores (2014) foram similares ao método validado neste 

estudo, devido ao fato desses mananciais serem influenciados por ambientes 

naturais e urbanizados. 

 

4.1.6. Efeito Matriz 

 

A Tabela 30 apresenta o efeito matriz (EF) dos analitos em AS e AP que 

foram calculados conforme a equação 1.  

 
Tabela 30 - Efeito matriz (EF) em matrizes AS e AP. 

 EF (%) AS EF (%)  AP 
TC -21,8 17,0 

CTC -71,4  -64,4 
OTC -83,7 -13,7 
ETC -29,8 -23,5 

ECTC 6,7 19,7 
EOTC -24,1 -16,7 

DC -11,6 -25,7 
MTC -7,2 -33,1 
DMC -36,8 1,5 
SMT -2,8 -6,8 
SMZ -6,2 -17,6 
SQN -1,7 -55,2 
STZ -14,9 -18,4 
DAP -76,8 -34,4 
SDM -85,7 -45,1 
SFM -84,3 -7,1 
SCT -0,6 -2,9 

CFQN 219,3 160,2 
CFZL -36,7 66,8 
CFCL 42,4 -46,3 
PENV -26,6 -38,1 
CFPN -37,5 4,0 
NAFC -11,2 -10,8 
PENG 2,4 -6,5 
CLOX 6,6 -2,3 
CFLX -62,3 -41,9 
OXAC -1,5 -10,7 
CFTF 1,8 -4,1 
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Continuação da tabela 30 – Efeito matriz (EF) 
em matrizes AS e AP. 

 EF (%) AS EF (%)  AP 
CFDX -67,7 -45,1 

DCLOX -2,0 0,5 
AMPI -51,8 -50,3 
CFPZ -15,4 28,4 
AMOX -69,0 -41,5 
DESAC -27,2 27,5 
AMPID5 -55,0 -17,0 

TIL -29,0 -49,8 
ESP 139,0 55,5 

TROL 0,8 -2,1 
OLE 2,7 17,8 
ROX 22,0 33,8 

ERI-H2O 40,0 -31,6 
TILM 21,3 -5,8 
CLA -12,2 -31,8 
AZI -12,4 -85,9 

NOR 942,0 1374,5 
CPF 749,8 352,8 
OFX 86,4 234,4 
MXF 143,8 527,2 

 
 

4.1.7. Determinação do MDL (Limite de Detecção do Método) e ML (Limite de 

Quantificação do Método) 

 

O efeito matriz do método em relação aos fenômenos de supressão ou 

aumento de sinal na ionização considerando a técnica analítica empregada (LC-

MS/MS) foi estudado comparando-se a amostra fortificada após o processo de 

extração e os analitos nos diluentes. É possível observar que para as matrizes AS e 

AP a maioria dos analitos obteve uma supressão de sinal. Os analitos CFQN, ESP, 

NOR, CPF, OFX e MXF apresentaram ganho de sinal acima de 100%, esse efeito 

pode ser explicado pois na região de eluição desses analitos há presença de 

interferentes aumentando suas respectivas áreas, conforme demonstrado para a 

NOR na Figura 14. A presença desses interferentes não prejudicam a quantificação 

dos analitos, pois os mesmos não interferem a razão de íons dos analitos 

comparado com as amostras fortificadas no final. 
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Figura 14 - Cromatograma da amostra branca e amostra fortificada no início da NOR. 

 
 

A técnica LC-MS / MS pode ser suscetível ao efeito da matriz relacionada à 

presença de outras substâncias que podem afetar a eficiência da ionização. O 

mecanismo da ocorrência do efeito matriz não é muito explicado, mas 

provavelmente se origina na competição entre analitos e substâncias de 

interferência. Embora a presença de matéria orgânica seja frequentemente 

associada a uma supressão dos analitos alvos, podendo gerar a diminuição do 

rendimento de extração e/ou a eficiência de ionização, o efeito contrário também 

pode ocorrer, apesar de não estar bem relatado (CIMETIERE et al., 2013; JANK et 

al., 2014).  

Com a acidificação da amostra é possível que ocorra a retenção de matéria 

orgânica nos cartuchos de extração por fase sólida podendo gerar interferências nas 

análises, e com isso a supressão de sinal pode aumentar devido a coeluição da 

matéria orgânica junto com os analitos. A presença de substâncias que coeluam 

com os analitos pode interferir no processo de ionização, diminuindo a sensibilidade 

do método, podendo provocar a supressão de íons (COMERTON et al, 2009).   

Para minimizar o efeito matriz com supressão e/ou ganho de sinal, as curvas 

de calibração foram construídas na matriz. 

Os MDLs foram calculados multiplicando o desvio padrão das sete replicatas 

pelo valor do teste de Student (t) para seis graus de liberdade no nível de confiança 

de 99% (3,143), os resultados são apresentados na Tabela 31. 

Para todos os analitos os picos apresentaram razão sinal/ruído ≥ 3 nas 

transições de confirmação (2ª transição) e de quantificação (1ªtransição), atendendo 

aos critérios de identificação/confirmação preconizados (UNIÃO EUROPEIA, 2002). 

As colunas correspondentes aos LOD na Tabela 31 apresenta os valores dos 

limites de detecção calculados considerando a relação sinal/ruído ≥ 3 dos sinais 

instrumentais nas transições de confirmação, obtidos na matriz AS e AP com 



106 
 
fortificações em 1 ng/L, 5 ng/L e 10 ng/L. Considerando a grande variabilidade no 

cálculo da média dos valores de MDL obtidos, os LODs verificados 

experimentalmente são os que apresentam o valor real do limite de detecção do 

método e que deverão ser adotados no método validado. 

A Tabela 31 apresenta os valores dos limites de quantificação calculados, e o 

os MLs foram calculados multiplicando 3,18 vezes os MDLs. A verificação 

experimental dos valores dos LOQs obtidos por extrapolação foi efetuada 

empregando as matrizes AS e AP e considerando a relação sinal/ruído ≥10. 

Resolveu-se adotar como LOQs dos analitos no método validado aqueles obtidos 

experimentalmente, devido aos altos valores de MLs. 

Os LOD e LOQ foram considerados baixos comparados com outros trabalhos 

da literatura que usam a mesma técnica analítica. O método USEPA 1694 (2008) 

obteve LOD e LOQ menores do que os apresentados na Tabela 31, porém o método 

USEPA 1694 trabalha com um volume de amostra de 1 L enquanto que no método 

estudado o volume é de 50 mL. Gros e colaboradores (2013) obtiveram LOD e LOQ 

aproximados aos obtidos no método validado, porém o volume de amostra de AS 

utilizado por Gros e colaboradores (2013) foi de 100 mL. 

 
Tabela 31 - Determinação do MDL (LOD) e ML (LOQ). 

 AS (ng/L)   AP (ng/L) 
 MDL LOD ML LOQ MDL LOD ML LOQ 

TC 40,0 5,0 127,2 20,0 5,5 5,0 17,5 20,0 
CTC 9,0 10,0 28,6 25,0 10,8 10,0 34,3 25,0 
OTC 4,9 10,0 15,5 25,0 6,2 15,0 19,6 25,0 
ETC 3,6 10,0 11,5 25,0 5,9 10,0 18,9 25,0 

ECTC 2,0 10,0 6,3 25,0 7,8 10,0 24,8 25,0 
EOTC 8,5 10,0 26,9 25,0 6,3 10,0 19,9 25,0 

DC 1,7 10,0 5,5 25,0 14,4 15,0 45,9 25,0 
MTC 6,1 10,0 19,4 25,0 12,3 15,0 39,1 25,0 
DMC 7,2 10,0 22,9 25,0 5,3 10,0 16,9 25,0 
SMT 8,3 1,0 26,5 4,0 8,0 1,0 25,5 4,0 
SMZ 8,6 1,0 27,3 4,0 10,8 1,0 34,2 4,0 
SQN 6,3 1,0 20,1 4,0 10,8 1,0 34,2 4,0 
STZ 4,4 1,0 14,1 4,0 7,1 1,0 22,6 4,0 
DAP 2,9 1,0 9,1 4,0 16,3 1,0 51,7 4,0 
SDM 7,0 1,0 22,3 4,0 9,0 1,0 28,5 4,0 
SFM 5,1 1,0 16,2 4,0 8,7 1,0 27,6 4,0 
SCT 2,7 1,0 8,7 4,0 8,5 1,0 27,2 4,0 

CFQN 2,5 1,0 8,0 4,0 9,2 1,0 29,3 4,0 
CFZL 3,9 1,0 12,5 4,0 4,0 1,0 12,9 4,0 
CFCL 0,9 1,0 2,9 4,0 20,0 1,0 63,6 4,0 
PENV 1,8 5,0 5,8 20,0 7,5 10,0 23,8 25,0 
CFPN 3,4 1,0 10,9 4,0 3,4 1,0 10,9 4,0 
NAFC 6,3 5,0 20,1 20,0 7,3 5,0 23,2 20,0 
PENG 7,6 1,0 24,0 4,0 4,7 5,0 14,8 20,0 
CLOX 10,3 1,0 32,6 4,0 8,2 1,0 26,1 4,0 
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Continuação da Tabela 31 – Determinação do MDL (LOD) e ML (LOQ). 

 AS (ng/L)   AP (ng/L) 
 MDL LOD ML LOQ MDL LOD ML LOQ 

CFLX 4,0 1,0 12,7 4,0 3,8 1,0 12,1 4,0 
OXAC 3,2 1,0 10,1 4,0 6,8 1,0 21,6 4,0 
CFTF 5,9 1,0 18,8 4,0 9,0 1,0 28,7 4,0 
CFDX 2,9 1,0 9,2 4,0 3,5 1,0 11,2 4,0 

DCLOX 10,0 1,0 33,0 4,0 5,9 1,0 18,9 4,0 
AMPI 10,0 1,0 33,0 4,0 14,0 1,0 44,4 4,0 
CFPZ 2,3 1,0 7,4 4,0 6,3 1,0 20,2 4,0 
AMOX 6,2 1,0 19,7 4,0 5,0 1,0 16,0 4,0 
DESAC 2,8 1,0 8,9 4,0 3,0 1,0 9,4 4,0 
AMPID5 2,3 1,0 7,4 4,0 4,4 1,0 14,1 4,0 

TIL 8,4 1,0 25,0 4,0 3,0 1,0 9,6 4,0 
ESP 11,0 5,0 34,9 20,0 3,9 5,0 12,3 20,0 

TROL 4,2 5,0 13,5 20,0 3,8 5,0 12,1 20,0 
OLE 10,7 5,0 34,1 20,0 5,3 5,0 16,9 20,0 
ROX 4,9 1,0 15,4 4,0 3,2 1,0 10,2 4,0 

ERI-H2O 4,7 1,0 14,9 4,0 0,1 1,0 0,5 4,0 
TILM 4,5 5,0 14,2 20,0 4,0 5,0 12,7 20,0 
CLA 5,8 1,0 18,4 4,0 3,5 1,0 11,0 4,0 
AZI 3,4 1,0 10,9 4,0 8,6 1,0 27,4 4,0 

NOR 7,1 1,0 22,6 4,0 3,3 1,0 10,5 4,0 
CPF 12,0 1,0 38,1 4,0 11,9 1,0 37,8 4,0 
OFX 5,6 1,0 17,7 4,0 4,9 1,0 15,7 4,0 
MXF 1,4 1,0 4,6 4,0 2,1 1,0 6,5 4,0 

 

 

4.1.8. Curva de calibração 

 

A Tabela 32 apresenta os coeficientes de correlação (R²) das curvas de 

calibração de cada analitos nas matrizes AS e AP, em uma faixa linear de 25 a 1000 

ng/L. A avaliação da linearidade do método foi efetuada pela análise estatística das 

curvas de calibração de cada analito obtidas com a fortificação na matriz no início do 

procedimento (curva água fortificada no início).  

As curvas de calibração apresentaram coeficiente de determinação (R²) acima 

de 0,95 para as matrizes AS e AP.  

Nos artigos identificados para a determinação de resíduos de antibióticos em 

água por LC-MS/MS, alguns autores (LOCATELLI et al., 2011; GROS et al., 2012; 

GROS et al., 2013; JANK et al., 2014) utilizaram os coeficientes de determinação R2 

das curvas de calibração como medidas para avaliação da linearidade do método.  
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Tabela 32 - Curva de Calibração. 

 R² AS R² AP 
TC 0,99 0,99 

CTC 0,98 0,97 

OTC 0,99 0,99 

ETC 1,00 1,00 

ECTC 0,99 0,99 

EOTC 0,98 0,99 

DC 0,99 0,97 

MTC 0,99 0,99 

SMT 0,99 0,99 

SMZ 0,95 0,99 

SQN 0,98 0,99 

STZ 0,99 0,99 

DAP 0,98 0,99 

SDM 0,99 0,97 

SFM 0,98 0,99 

SCT 0,98 0,99 

CFQN 1,00 0,99 

CFZL 0,99 0,99 

CFCL 1,00 1,00 

PENV 1,00 0,99 

CFPN 1,00 1,00 

NAFC 1,00 0,99 

PENG 1,00 0,99 

CLOX 1,00 1,00 

CFLX 0,99 1,00 

OXAC 1,00 0,99 

CFTF 1,00 1,00 

CFDX 0,99 1,00 

DCLOX 1,00 0,99 

AMPI 1,00 1,00 

CFPZ 1,00 0,99 

AMOX 1,00 0,99 

DESAC 1,00 0,99 

TIL 1,00 1,00 

ESP 0,99 0,96 

TROL 1,00 1,00 

OLE 1,00 1,00 
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Continuação da Tabela 32 - Curva de Calibração. 

 R² AS R² AP 
ROX 1,00 1,00 

ERI – H2O 1,00 1,00 

TILM 1,00 0,98 

CLA 1,00 1,00 

AZI 1,00 1,00 

NOR 1,00 0,95 

CPF 1,00 0,96 

OFX 1,00 0,99 

MXF 1,00 0,96 

 

 

4.2. Aplicação do Método Validado para Análise em Amostras de Águas 

 

Para garantir a qualidade das análises, em cada lote de ensaio de amostras 

foi analisada uma amostra branca de reagentes, uma amostra branca de água, duas 

amostras fortificadas no início do procedimento e uma amostra fortificada no final do 

procedimento, conforme descrito na seção 3.7.1. As análises serão consideradas 

válidas se: 

 a amostra branca de reagentes e amostra branca de água fornecerem 

cromatogramas sem picos nas transições e respectivas regiões de eluição 

dos analitos alvo, sendo assim consideradas em conformidade na análise. 

Observando as Figuras 15 (amostra branca de reagentes) e 16 (Figura 16a 

amostra branca de água de superfície nos métodos de BL, FQ e MC e de SF 

e TC e Figura 16b amostra branca de água potável nos métodos de BL, FQ e 

MC e de SF e TC) é possível verificar que não há picos nas transições e 

respectivas regiões de eluição dos analitos alvo, sendo assim consideradas 

em conformidade na análise; 

 a média das recuperações dos analitos e dos padrões internos/surrogate 

DMC e AMPID5 nas amostras fortificadas no início do procedimento 

estiverem de acordo com os limites estabelecidos durante a validação do 

método: Recuperação Global (%) ± 3x desvio padrão. As amostras fortificadas 

no início do procedimento e fortificadas no final do procedimento foram 

utilizadas para calcular a recuperação dos analitos nas matrizes AS e AP. As 
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amostras fortificadas no início e no final do procedimento são analisadas no 

mesmo ensaio das amostras de AS e AP com a finalidade de determinar o 

percentual de extração do analito na matriz. Todos os analitos foram 

recuperados durante o processo analítico e as suas recuperações estiveram 

de acordo com os limites estabelecidos; 

 A recuperação dos analitos DMC e AMPID5 (surrogate) na amostra analisada 

atender às especificações dos limites de Recuperação Global (%) ± 3x desvio 

padrão. As recuperações de DMC e AMPID5 estavam de acordo com os 

limites estabelecidos;  

 Os analitos DMC e AMPID5 (surrogate) for identificado em pelo menos uma 

das injeções da amostra para análise segundo os critérios descritos na seção 

3.7.2. 
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Figura 15 - Cromatograma da amostra branca de reagentes nos métodos de BL, FQ e MC e de SF e 
TC  
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Figura 16a - Cromatograma das amostras brancas de água de superfície nos métodos de BL, FQ e 
MC e de SF e TC.  
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Figura 16b - Cromatograma das amostras brancas de água potável nos métodos de BL, FQ e MC e 
de SF e TC.  
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4.2.1. Água de Superfície 

 

Um total de 104 amostras de águas de superfícies coletadas em dezenove 

pontos dos principais mananciais formadores do sistema Guandu (Tabela 7) foram 

analisadas. As amostras foram coletadas em Junho (Ju), Julho (Jl), Agosto (Ag), 

Setembro (Se), Novembro (No) e Dezembro (De) de 2016. 

A Tabela 33 apresenta os resultados obtidos das análises das amostras de 

águas de superfície.   
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Tabela 33 - Resultados das análises dos antimicrobianos nas amostras de águas de superfície em (ng/L) nos meses junho/julho/agosto/setembro/novembro 
e dezembro 2016. 

 AMOX AZI CLA ERI-H2O SMZ 

Amostra Ju Jl Se No Ju Jl Ag Set No Ju Jl Ag Se No De Ju Jl Ag No Ju Jl Ag Se No De 

RPS-01 38,0 ND ND ND ND ND ND ND ND D ND ND ND D ND ND D ND ND D D D D D ND 
RPI-02 ND 163,0 ND 1300,0 ND ND ND ND ND ND D ND ND D ND D D ND ND D D ND ND D ND 
RLL-03 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND D D ND ND ND ND ND ND ND ND D ND ND 
RPL-04 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND D ND ND ND ND ND ND D ND ND ND ND 

RMC-05 287,5 ND 209,0 ND ND 26,0 ND D D D 30,1 ND ND D ND D D ND D 60,3 27,8 ND 25,1 D ND 
RSA-06 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND D D ND ND ND ND ND D D ND ND ND ND 
RSP-07 ND ND ND ND ND ND ND D ND ND ND ND D ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 
RGN-08 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND D D ND D ND ND D D ND D ND D 
RPÇ-09 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND D ND ND D ND ND ND ND ND ND 51,7 D ND ND ND 
RQM-10 ND ND ND ND ND D 48,8 D ND ND D 63,3 D D D ND D D ND ND 31,7 443,5 40,0 D D 
RQM-11 ND ND ND ND 35,9 51,7 36,7 D ND 39,1 63,1 48,4 D ND ND ND D D ND 105,0 93,1 272,5 ND D ND 
RIG-12 ND ND ND ND ND 48,7 ND ND ND ND 57,4 D ND D ND ND D ND ND ND D D ND D ND 
LGA-13 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND D ND ND D D ND D D ND ND 38,6 D D ND D 
LGA-14 ND ND ND ND ND ND ND D ND ND ND D D ND ND ND D D ND ND D 68,7 ND ND D 
LGA-15 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND D D ND ND D D D ND ND D D D D ND D 
RGN-16 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND D ND ND D D ND D D ND ND D D D D D 
RGN-17 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND D ND D D D ND ND ND ND ND ND D D D D 
CRL-18 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND D D ND ND ND ND ND ND ND ND D ND 

PCH-19 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND D D ND ND ND ND ND ND D D D D ND 
D = > LOD 
ND =< LOD 
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Continuação Tabela 33 - Resultados das análises dos antimicrobianos nas amostras de águas de superfície em (ng/L) nos meses 
junho/julho/agosto/setembro/novembro e dezembro 2016. 

 SCT CFTF TRO CFLX AMPI ROX CFCL 
Amostra Jl Ag Ag No De Ju Jl Se De Ju 
RPS-01 ND ND ND ND 229,5 ND ND ND ND ND 
RPI-02 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 
RLL-03 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 
RPL-04 ND ND ND ND ND ND ND ND ND D 
RMC-05 ND D ND ND ND 575,5 172,5 ND ND ND 
RSA-06 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 
RSP-07 ND ND ND ND ND ND ND ND ND D 
RGN-08 ND ND ND D D ND ND ND D ND 
RPÇ-09 D ND ND ND ND ND ND ND ND ND 
RQM-10 ND ND ND ND ND ND ND ND D ND 
RQM-11 ND ND ND ND ND ND ND ND D 31,3 
RIG-12 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 
LGA-13 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 
LGA-14 ND ND ND ND ND ND ND ND D ND 
LGA-15 ND ND ND ND D ND ND D D ND 
RGN-16 ND ND D ND D ND ND ND D ND 
RGN-17 ND ND ND ND D ND ND ND D ND 
CRL-18 ND ND ND ND D ND ND ND ND ND 
PCH-19 ND ND ND ND ND ND ND ND D ND 

D = > LOD 
ND =< LOD
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Do total de 104 amostras analisadas todos os pontos de coleta apresentaram 

presença de pelo menos algum antimicrobiano. 

Em relação as 104 amostras analisadas, 80 amostras foram consideradas 

contaminadas por algum tipo de antimicrobiano, pois atenderam aos critérios de 

identificação/confirmação de acordo com a Decisão 657/2002 (UNIÃO EUROPEIA, 

2002) descritas na seção 3.7.2 (razão de íons de duas transições com S/N≥3 de 

acordo com as tolerâncias aceitáveis e tempos de retenção relativos dentro da janela 

de ± 2,5 %) e apresentaram concentrações superiores ao limite de detecção (LOD) 

do método estabelecido na validação. 

Dos 19 pontos de coleta analisados apresentaram presença: 

 19 pontos apresentaram presença de CLA. A Figura 17 apresenta os 

cromatogramas da transição de quantificação e de confirmação do 

analito claritromicina em uma amostra contaminada. Os pontos de 

coleta RMC-05, RQM-10, RQM-11, RIG-12 apresentaram 

concentrações superiores a 30,1 ng/L. 

 18 pontos apresentaram presença de SMZ. A Figura 18 apresenta os 

cromatogramas da transição de quantificação e de confirmação do 

analito sulfametoxazol em uma amostra contaminada. Os pontos de 

coleta RMC-05, RPÇ-09, RQM-10, RQM-11, LGA-13, LGA-14 

apresentaram concentrações superiores a 25,1 ng/L. 

 11 pontos apresentaram presença de ERI-H2O. A Figura 19 apresenta 

os cromatogramas da transição de quantificação e de confirmação do 

analito eritromicina em uma amostra contaminada. Os pontos de coleta 

RMC-05, RQM-10, RQM-11, RIG-12 apresentaram concentrações 

superiores ao LOD. 

 6 pontos apresentaram presença de AZI. A Figura 20 apresenta os 

cromatogramas da transição de quantificação e de confirmação do 

analito azitromicina em uma amostra contaminada. Os pontos de coleta 

RMC-05, RQM-10, RQM-11, RIG-12 apresentaram concentrações 

superiores a 26,0 ng/L. 

 3 pontos apresentaram presença de AMOX. A Figura 21 apresenta os 

cromatogramas da transição de quantificação e de confirmação do 

analito amoxicilina em uma amostra contaminada. Os pontos de coleta 
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RPS-01, RPI-02, RMC-05 apresentaram concentrações superiores a 

38,0 ng/L. 

 

Outras substâncias também foram identificadas e/ou quantificadas nas 

amostras analisadas, como CFLX (172,5 e 575,5 ng/L) no ponto RMC-05, CFCL 

(>LOD) nos pontos RPL-04 e RSP-07 e na concentração de 31,3 ng/L no ponto 

RQM-11, SCT (> LOD) no ponto RPÇ-09 (>LOD), CFTF (>LOD) no ponto RMC-05, 

SMT (>LOD) no ponto RQM-10, TC (>LOD) no ponto RQM-11, TRO (229,5 ng/L) no 

ponto RPS-01 e AMPI (>LOD) no ponto LGA-15. As Figuras 22 e 23 apresentam os 

cromatogramas da transição de quantificação e de confirmação dos analitos 

cefalexina e troleandomicina, respectivamente, em uma amostra contaminada. 

 
Figura 17 - Cromatogramas de MRM das amostras de água de superfície contaminada com uma 
concentração máxima (63,0 ng/L) de claritromicina.  
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Figura 18 - Cromatogramas de MRM das amostras de água de superfície contaminada com uma 
concentração máxima (443,5 ng/L) de sulfametoxazol. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



120 
 
Figura 19 - Cromatogramas de MRM das amostras de água de superfície contaminada com uma 
concentração máxima (> LOD) de eritromicina. 
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Figura 20 - Cromatogramas de MRM das amostras de água de superfície contaminada com uma 
concentração máxima (51,7 ng/L) de azitromicina. 
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Figura 21 - Cromatogramas de MRM das amostras de água de superfície contaminada com uma 
concentração máxima (1300,0 ng/L) de amoxicilina. 
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Figura 22 - Cromatogramas de MRM das amostras de água de superfície contaminada com uma 
concentração máxima (575,5 ng/L) de cefalexina. 
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Figura 23 - Cromatogramas de MRM das amostras de água de superfície contaminada com uma 
concentração máxima (229,5 ng/L) de troleandomicina 

 

 
 
 
Avaliando a Tabela 33, é possível observar que as concentrações obtidas nas 

análises das amostras são diferentes para cada substância e bem provável estão 

relacionadas a utilização na medicina humana e veterinária e também devido às 

suas diferentes propriedades físico-químicas, como acidez, polaridade e solubilidade 

em água, combinada com a natureza e a complexidade das matrizes ambientais, 

bem como a vários processos que atuam sobre os compostos, tais como 

degradação e sorção (RODRÍGUEZ-NAVAS et al., 2013).  

Muitos fármacos estão sendo detectados em diferentes tipos de água em todo 

o mundo. Uma recente revisão bibliográfica descreveu que, dentre os 22 produtos 

farmacêuticos detectados em águas de superfície em todo o mundo, cerca de 13 são 
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comuns no Brasil e em outros países, sendo os antimicrobianos os mais 

frequentemente detectados (QUADRA et al., 2017). 

O sulfametoxazol (SMZ) foi a substância mais identificada e/ou quantificada 

nas amostras, fazendo parte da classe de sulfonamidas e é amplamente utilizada 

nas medicinas humana e veterinária (MONTEIRO et al., 2016). Tem sido a 

substância mais encontrada em todo o mundo em diferentes tipos de água, por 

apresentar uma relativa polaridade e persistência (KNAPPE, 2008). As sulfonamidas 

são parcialmente metabolizadas e parcialmente excretadas como substâncias 

inalteradas, o que pode explicar a presença da mesma em ambientes aquáticos 

(JANK et al., 2014). Estudos preliminares do desenvolvimento dessa tese realizou 

análises de amostras coletadas no rio das Pedras no distrito de Lídice no município 

de Rio Claro no estado do Rio de Janeiro e a maior concentração determinada de 

SMZ foi de 467,0 ng/L (MONTEIRO et al., 2016). No Brasil, um estudo foi realizado 

em cinco pontos localizados ao longo da bacia do rio Atibaia, no estado de São 

Paulo e a maior concentração determinada de SMZ foi de 109 ng/L (LOCATELLI et 

al., 2011). Jank e colaboradores (2014) realizaram um estudo onde avaliaram quatro 

pontos de amostragem localizados no Arroio Diluvio em Porto Alegre, no estado do 

Rio Grande do Sul e a concentração máxima determinada foi de 572,0 ng/L. 

Na Espanha, o SMZ foi detectado na concentração máxima de 119 ng/L, no 

rio Llobregat, nos rios na área de Girona e nos rios Mino e Galicia’s (LÓPEZ-

ROLDÁN et al, 2010; GROS et al., 2012; GROS et al., 2013; IGLESIAS et al.; 2014). 

Na Alemanha, o sulfametoxazol foi determinado com uma concentração de 480 ng/L, 

no rio Lutter, em Bielefeld (HIRSCH et al., 1998).  O SMZ também tem sido 

frequentemente detectado em águas de superfícies de rios nos EUA em 

concentrações de até 150 ng/L (KOLPIN et al., 2002; KOLPIN et al., 2004; 

VANDERFORD et al., 2003; CONLEY et al., 2008; WANG et al., 2011). Estudos 

realizados por Kasprzyk-Hordern e colaboradores (2004) no rio Taff, no Reino Unido, 

e no rio Warta, na Polônia, mostraram que o sulfametoxazol foi determinado em uma 

concentração entre 26 e 60 ng/L. A concentração máxima em águas superficiais 

para sulfametoxazol em Portugal foi de 8,0 ng/L nos rios Tejo e Zêzere (GAFFNEY 

et al., 2014). Altas concentrações de sulfametoxazol foram detectadas no rio Nairobi, 

na Nigéria, e foram relacionadas com o grande consumo desse antimicrobiano no 

país. A concentração máxima encontrada neste rio foi de 20 μg/L (JIA et al., 2009). 
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A claritromicina (CLA) foi a segunda substância mais identificada e/ou 

quantificada nas amostras, fazendo parte da classe de macrolídeos que são uma 

das classes de antimicrobianos mais utilizadas na medicina humana e veterinária. 

Esses fármacos são considerados contaminantes emergentes por apresentarem 

potenciais riscos ecológicos e para a saúde humana. Os macrolídeos possuem baixa 

solubilidade em água devido as suas propriedades físico-químicas, sendo assim 

apresentam baixas concentrações em ambientes aquáticos (PÉREZ et al., 2017).  

Na Espanha, a claritromicina foi detectada na concentração máxima de 241 

ng/L, nos rios Mediterrâneo e Ter (GRACIA-LOR et al, 2011; GROS et al., 2013). 

A azitromicina (AZI) foi a terceira substância mais identificada e/ou 

quantificada nas amostras, fazendo parte da classe de macrolídeos e é facilmente 

utilizada na medicina humana e veterinária. No Brasil, um estudo foi realizado em 

quatro pontos de amostragem localizados no Arroio Diluvio em Porto Alegre, no 

estado do Rio Grande do Sul e a concentração máxima determinada de AZI foi de 

39,7 ng/L. Na Espanha, a azitromicina foi determinada na concentração máxima de 

592 ng/L, no rio Ter (GROS et al., 2013).  

A eritromicina (ERI-H2O) também foi bastante identificada e/ou quantificada 

nas amostras, fazendo parte da classe de macrolídeos e é facilmente utilizada nas 

medicinas humana e veterinária. Dinh e colaboradores (2011) realizaram análises no 

rio Seine na França e a concentração máxima determinada de ERI-H2O foi de 131 

ng/L. A ERI-H2O também foi detectado em águas de superfícies de rios na China em 

concentrações de até 47,0 ng/L (HU et al., 2014) Em Portugal, estudos foram 

realizados nos Rio Tejo e Rio Zêzere e apresentaram concentração máxima de ERI-

H2O de 7,1 ng/L (GAFFNEY et al, 2014). Na Coreia do Sul, a ERI-H2O foi 

determinada na concentração máxima de 3,4 ng/L (KIM et al., 2007). A ERI-H2O 

também foi determinada nos rios dos EUA com uma concentração máxima de 199,0 

ng/L (PANDITI et al., 2013). 

A Amoxicilina (AMOX) que pertence a classe dos betalactâmicos foi 

determinada nos rios dos EUA com uma concentração máxima de 31,9 ng/L 

(PANDITI et al., 2013). Estudos realizados por Dinh e colaboradores (2011) em rios 

da França determinaram-na em uma concentração máxima de 68 ng/L.  
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A cefalexina (CFLX) que pertence à classe dos betalactâmicos foi 

determinada nos rios ao longo da bacia do rio Atibaia, no estado de São Paulo e a 

maior concentração determinada foi de 2420 ng/L (LOCATELLI et al., 2011). 

Estudos realizados por Locatelli, e colaboradores (2011) nos rios localizados 

em São Paulo mostraram que norfloxacino (NOR), AMOX, CFLX, ciprofloxacino 

(CPF), SMZ, tetraciclina (TC), trimetoprim, oxitetraciclina (OTC) e florfenicol foram 

determinados com uma concentração entre 2,2 e 2420 ng/L. Monteiro e 

colaboradores (2016) realizaram estudos em rios localizados no Rio de Janeiro e 

foram determinados OTC e SMZ em concentração entre 44,1 e 467 ng/L, 

respectivamente. Estudos realizados por Jank, e colaboradores (2014) nos rios 

localizados no Rio Grande do Sul mostraram que CPF, NOR, SMZ, trimetoprim e AZI 

foram determinados com uma concentração entre 23,7 e 572 ng/L. 

A detecção de TC em somente uma amostra de água pode ser devido à sua 

forte adsorção na matéria orgânica e, embora as TC sejam muito solúveis em água e 

sejam fracamente adsorvidos pela biomassa, mecanismos como a complexação de 

metais provavelmente desempenharam um papel significativo na sorção de TC em 

sólidos (PEDROSO et al., 2011; MONTEIROb et al., 2016). Da mesma forma, as FQ 

não foram encontradas em água, possivelmente porque essas moléculas são 

fortemente adsorvidas pelos sedimentos, especialmente quando a concentração de 

Ca2+ e Mg2+ é alta (PEDROSO et al., 2011). 

 

4.2.2. Água Potável 

 

Um total de 30 amostras de águas potáveis coletadas diretamente das 

torneiras de residências no estado do Rio de Janeiro (Barra Mansa, Belford Roxo, 

Itaguaí, Niterói, Resende, Rio de Janeiro e Volta Redonda) em junho, agosto e 

novembro de 2016. Um total de 30 amostras de água mineral natural foram 

coletadas na região metropolitana do Rio de Janeiro. A Tabela 34 apresenta os 

resultados obtidos das análises das amostras de águas potáveis.  Do total de 30 

amostras de águas potáveis analisadas, 14 apresentaram presença de algum 

antimicrobiano pesquisado e foram consideradas contaminadas, pois atenderam aos 

critérios de identificação/confirmação de acordo com a Decisão 657/2002 (UNIÃO 

EUROPEIA, 2002) descritas na seção 3.7.2 (razão de íons de duas transições com 
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S/N≥3 de acordo com as tolerâncias aceitáveis e tempos de retenção relativos 

dentro da janela de ± 2,5 %) e apresentaram concentrações superiores ao limite de 

detecção (LOD) do método estabelecido na validação. Das amostras contaminadas, 

50% apresentaram a presença da claritromicina (CLA), 29% apresentaram a 

presença de troleandomicina (TRO), 21% apresentaram a presença de cefaclor 

(CFCL) e sulfametoxazol (SMZ) e 7% apresentaram a presença de azitromicina 

(AZI), oxacilina (OXAC) e roxitromicina (ROX). As amostras de água mineral natural 

não apresentaram os antimicrobianos pesquisados. 
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Tabela 34 - Resultados das análises dos antimicrobianos nas amostras de águas potável em (ng/L) nos meses de junho/julho e novembro de 2016. 

 CLA TRO SMZ CFCL OXAC AZI ROX 
Amostras Junho Julho Novembro Junho Julho Novembro Junho Junho Junho Novembro Novembro 

Barra Mansa >LOD   >LOD   <LOD <LOD <LOD   
Belford Roxo >LOD <LOD  <LOD >LOD  >LOD <LOD <LOD   

Lins (RJ) <LOD   <LOD   <LOD >LOD <LOD   
Resende <LOD   <LOD   >LOD >LOD <LOD   

São Conrado 
(RJ) 

<LOD   <LOD   <LOD >LOD <LOD   

São Gonçalo <LOD   <LOD   <LOD <LOD <LOD   
Volta Redonda <LOD   <LOD   <LOD <LOD >LOD   
Abolição (RJ)  >LOD          

Niterói  >LOD   >LOD       
Vila Cosmos 

(RJ) 
 >LOD <LOD         

Copacabana 
(RJ) 

  >LOD   <LOD    <LOD <LOD 

Itaguaí   >LOD   <LOD    >LOD  
Leblon (RJ)   >LOD   >LOD     >LOD 



 
 

As Figuras 24 e 25 apresentam os cromatogramas da transição de 

quantificação e de confirmação dos analitos claritromicina e troleandomicina, 

respectivamente, em uma amostra contaminada. 

 

Figura 24 - Cromatogramas de MRM das amostras de água potável contaminada com claritromicina. 

 
 
Figura 25 - Cromatogramas de MRM das amostras de água potável contaminada com 
troleandomicina. 
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Na literatura poucos trabalhos têm sido publicados sobre a ocorrência de 

antimicrobianos em águas potáveis, talvez pelo fato da diluição dos analitos na 

estação de tratamento de água e/ou a degradação das substâncias no processo de 

tratamento da água. Ye e colaboradores (2007) realizaram estudos de água potável 

nos EUA e detectaram a presença de eritromicina (ERI), tilosina (TIL), ROX e SMZ 

em concentrações máximas de 5,0 ng/L. Nesses estudos também foram observados 

que ERI e SMZ sofreram degradação após o tratamento de água (YE et al., 2007). 

Na França, amostras de águas potáveis apresentaram a presença de ERI, 

TIL, ofloxacino (OFX) e doxiciclina (DC) acima do limite de quantificação (LOQ) 

(CIMETIERE et al., 2013). 

Deng e colaboradores (2017) realizaram estudos de água potável na China e 

detectaram a presença de CLA, ROX e OFX e SMZ em concentrações máximas de 

161,4 ng/L. 

 

4.3. Pesquisa de coliformes totais e Escherichia coli 

  

As águas minerais naturais não devem apresentar risco à saúde do 

consumidor. Neste sentido, as esferas governamentais têm desenvolvido padrões de 

regulamentação para proteger a população de doenças de origem hídrica (CODEX 

ALIMENTARIUS, 2011). Em 2005, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(Anvisa) publicou a RDC nº 275 que determina as características microbiológicas 

para água mineral natural e água natural. Este regulamento prevê para amostras 

indicativas, a ausência de Escherichia coli ou coliformes termotolerantes e o limite de 

até <1,0 UFC/100 mL ou <1,1 NMP/100 mL ou ausência/100 mL para coliformes 

totais, enterococos, P. aeruginosa e clostrídios sulfito redutores (CSR) ou 

Clostridium perfringens (BRASIL, 2005). Já a Portaria n.º 2914/2011 do Ministério da 

Saúde (BRASIL, 2011), estabelece como critérios para água para consumo humano 

a ausência de E. coli/100 mL e que alterações bruscas ou acima do usual na 

“Contagem de bactérias heterotróficas” devem ser investigadas para a identificação 

de irregularidades e providências devem ser adotadas para o restabelecimento da 

integridade do sistema de distribuição, recomendando-se que não ultrapasse o limite 

de 500 UFC/mL. No presente estudo foram avaliados dois parâmetros nas amostras 

de águas: coliformes totais e E. coli. 
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Um total de 40 amostras de águas potáveis e minerais foram analisadas. Foi 

realizada a pesquisa de coliformes totais e E. coli pela técnica que utiliza o substrato 

cromogênico enzimático segundo o Standard Methods for Examination of Water and 

Wasterwater (APHA, 2012). Das 40 amostras avaliadas, todas as amostras 

apresentaram ausência de coliforme totais e E. coli em 100 mL. Estes resultados 

foram similares aos obtidos por outros autores, que pesquisaram estes indicadores 

em amostras de águas minerais naturais em embalagem não retornáveis, como 

copos plásticos ou garrafas de politereftalato de etileno e não detectaram amostras 

contaminadas (COELHO et al., 2007; BERNARDO, 2009; NETA et al., 2013). 

A detecção de bactérias em amostras de água é muito difícil devido a sua 

baixa concentração, sendo necessária a utilização de técnicas que permitem a 

concentração ou enriquecimento, para posterior isolamento e identificação dos 

microrganismos (ALBANO et al., 2012). No presente estudo, mesmo com uso da 

metodologia de enriquecimento seletivo contendo substrato cromogênico enzimático 

nenhuma amostra apresentou contaminação. 

Diversos microrganismos estão presentes no ambiente aquático e a sua 

relevância está relacionada a possível transmissão de doenças. Muitas doenças 

podem ser transmitidas através da ingestão ou contato com água contaminada 

(KUHN et al., 2015). A presença de coliformes, que está presente naturalmente em 

solos, águas e vegetais e por estar presente no trato intestinal de alguns animais 

indica uma possível contaminação por fontes aéreas e infiltração do solo com águas 

pluviais (BRANDÃO et al., 2012). Coliformes totais abrangem uma grande 

quantidade de bactérias ambientais e de origem fecal capazes de sobreviver no 

ambiente aquático (KUHN et al., 2015). Os coliformes termotolerantes abrangem 

predominantemente os gêneros Escherichia, Klebsielle e Citrobacter, quando 

presente no ambiente aquático, indica uma deficiência higiênico-sanitária e possível 

presença de patógeno (BRANDÃO et al., 2012; KUHN et al., 2015)  

Estudos realizados no Brasil comprovam a presença de coliformes totais e E. 

coli em águas potáveis e águas minerais. Estudos realizados por Sant’Ana e 

colaboradores (2003), avaliaram 44 amostras de águas potáveis e mineral e 11 

amostras estavam contaminadas por coliformes totais e nove por E. coli. Um estudo 

realizado na região Metropolitana da Baixada Santista no Estado de São Paulo, 

avaliou a qualidade microbiológica de 67 amostras de águas potáveis (41 coletadas 
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diretamente da torneira, 13 de nascentes e 13 de poços), e os ensaios apresentaram 

que 39 amostras estavam contaminadas com E. coli (TAVARES et al., 2017). Conte 

e colaboradores (2004) verificaram que, de 93 amostras de água potável analisadas, 

63,8% apresentavam coliformes totais, enquanto 25% estavam insatisfatórias devido 

à presença de E. coli. Albano e colaboradores (2012), em 15 amostras de água 

mineral natural em embalagens de 510 mL analisadas, somente uma apresentou 

presença de coliformes totais. 

Como as amostras não apresentaram presença de E. coli, não foi possível 

realizar a avaliação do perfil de resistência. 
 

4.4. Avaliação do efeito ecotoxicológico 
 

Tradicionalmente as algas, crustáceos e peixes são usados para avaliar a 

toxicidade aquática. Normalmente, esses testes requerem grandes volumes de 

amostra, exigem tempo e possuem alto custo para manutenção dos cultivos dos 

organismos-teste (KAISER, 1998; HERNANDO et al., 2007). Nesse contexto, a 

utilização de sistema conhecido como Microtox®, surgi como alternativa para 

avaliação da toxicidade aguda de amostras aquosas devido à alta correlação com 

diversos bioensaios em diferentes organismos para um grande número de 

compostos isolados ou misturas. 

 Para efetuar a validade do ensaio, conforme a NBR 15411:3 (ABNT, 2012) foi 

determinada a sensibilidade do lote de bactérias liofilizadas utilizando como 

desfecho a Concentração Efetiva para 50% da população (CE50) com três 

substâncias de referência: sulfato de zinco heptahidratado, fenol e dicromato de 

potássio, cujos valores estavam dentro da faixa esperada, conforme a Figura 26(F). 

A Figura 26 apresenta os gráficos gerados pelo software Microtox Omni 4.2®, 

onde as curvas concentração-efeito podem ser observadas para cada um dos 

compostos avaliados. A concentração mais elevada para todos os compostos foi de 

900 mg/L, com seis diluições seriadas na proporção 1:1. Na concentração mais 

elevada foi utilizado 1% de metanol. Vale ressaltar que a amoxicilina não apresentou 

toxicidade na mais alta concentração utilizada (900 mg/L) e dessa forma não foi 

possível calcular a CE50, já que mesmo na mais alta concentração a CE foi de 
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12,42%. Sendo assim é possível afirmar que a amoxicilina na concentração de 900 

mg/L não foi tóxica para A. fischeri. 
 

Figura 26 - Gráficos gerados pelo MicrotoxOmni 4.2, indicando o percentual de efeito dos compostos 
em função da concentração (%), onde A) sulfametoxazol; B) amoxicilina; C) eritromicina; D) 
azitromicina; E) cefalexina e F) controle positivo: sulfato de zinco heptahidratado, dicromato de 
potássio e fenol. 

 
 
A Tabela 35 apresenta os valores de Efeito Máximo encontrado para cada um 

dos compostos avaliados no Microtox®.  Entretanto, vale salientar, que o intervalo 

de confiança da eritromicina foi muito amplo, visto a dificuldade de preparar soluções 

mais concentradas, devido a sua limitada solubilidade em água. Por este mesmo 

motivo não foi possível calcular o intervalo de confiança para a azitromicina e a 

cefalexina. O uso de mais réplicas ajuda estabelecer um limite de confiança com um 

melhor ajuste, com aproximação dos pontos. 

 
Tabela 35 - Concentração (mg/L), Efeito máximo (%), CE50 e respectivos intervalos de confiança (IC) 
inferior e superior para amoxicilina, azitromicina, cefalexina, eritromicina e sulfametoxazol. 
 Concentração 

(mg/L) 
 

Efeito 
máximo 

(%) 

CE50 
(mg/L) 

IC95 
(inferior) 

IC95 
(superior) 

Amoxicilina 900 12,42 >900 NC NC 
Azitromicina 900 77,26 587,25 NC NC 
Cefalexina 900 31,44 1747,8 NC NC 
Eritromicina 900 86,09 517,05 212,76 1256,4 

Sulfametoxazol 900 99,05 35,10 27,89 45,89 



135 
 

Na Figura 27 é possível identificar o Efeito Máximo (%) de todos os 

compostos analisados. Em ordem decrescente de toxicidade temos a 

sulfametoxazol, eritromicina, azitromicina, cefalexina e amoxicilina. 

 

Figura 27 – Efeito Máximo (%) observado para os compostos analisados. 

 
 

É bem reconhecido que os organismos de ecossistemas aquáticos estão 

expostos a misturas complexas de produtos químicos com composição variável. 

Portanto, a avaliação dos efeitos tóxicos com base em produtos químicos individuais 

sofre de falta de realismo ambiental. Com finalidade de avaliar os possíveis efeitos 

decorrentes da interação das drogas, no presente estudo foi avaliada a toxicidade 

conjunta da sulfametoxazol (por ser a droga mais tóxica dentro do grupo analisado) 

em adição a outros compostos: amoxicilina, eritromicina, azitromicina e cefalexina. 

Essas misturas foram preparadas nas concentrações da CE50 apresentadas na 

Tabela 35. 

Dados apresentados na Figura 28 e na Tabela 36 mostram que embora a 

amoxicilina não tenha sido tóxica mesmo na mais alta concentração avaliada (900 

mg/L), de alguma forma ela contribuiu mais do que as demais drogas (eritromicina, 

azitromicina e cefalexina) para aumento da toxicidade da mistura de acordo com o 

valor da CE50. 

Embora a amoxicilina não tenha sido tóxica quando avaliada isoladamente, 

pode-se perceber que de alguma forma ela contribuiu para a toxicidade da mistura 

Amoxicilina+Sulfametoxazol, já que a concentração efetiva dessa mistura 
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(Amoxicilina+Sulfametoxazol) foi menor, portanto mais tóxica, do que a mesma 

concentração de sulfametoxazol com demais compostos (azitromicina, cefalexina, 

eritromicina). Isto é, individualmente a amoxicilina não é toxica na concentração que 

foi avaliada, no entanto, quando presente em uma mistura com sulfametoxazol ela 

foi capaz de produzir um efeito, conforme a Tabela 36 

 
Figura 28 - Gráficos gerados pelo MicrotoxOmni 4.2®, indicando o percentual de efeito da mistura 
(composto + sulfametoxazol) compostos em função da concentração (%) e respectivos valores de 
CE50 (30 min). 
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Tabela 36 - Concentração (mg/L), Efeito Máximo (%), CE50 e respectivos intervalos de confiança 
inferior e superior para amoxicilina, azitromicina, cefalexina, eritromicina e sulfametoxazol. 
 CE50 

(mg/mL) 
IC95 

(mg/mL) 
Sulfametoxazol 35,10 27,89-45,89 

Amoxicilina+Sulfametoxazol 60,01 24,21-148,41 
Azitromicina +Sulfametoxazol 134,23 71,64-251,64 
Cefalexina +Sulfametoxazol 161,46 137,34-189,90 
Eritromicina +Sulfametoxazol 138,04 104,40-182,43 

IC95 – Intervalo de Confiança 95%; CE50 – Concentração Efetiva para diminuição de 50% da 
bioluminescência 
 

Villa e colaboradores avaliaram a toxicidade de agentes químicos isolados e 

misturas usando o sistema Microtox® em Aliivibrio fischeri. Os autores concluíram 

com resultados obtidos das misturas testadas, particularmente aqueles com o maior 

número de componentes na mistura, demonstrou que baixos níveis de agentes 

químicos muito abaixo das concentrações tradicionalmente assumidas como NOEL 

(concentração em que não se observa efeito adverso) contribuem para a toxicidade 

da mistura (VILLA et al., 2012). Os autores usam abordagens estatísticas para a 

comparação entre resultados experimentais e as previsões teóricas. Os resultados 

demonstraram que dois modelos conhecidos como “Concentration Addition” e 

“Independent Action” são adequados para explicar o efeito das misturas. 

Isoladamente, a ordem decrescente de toxicidade foi: sulfametoxazol > 

eritromicina > azitromicina > cefalexina > amoxicilina. No entanto, na mistura, a 

ordem decrescente foi amoxicilina > cefalexina > eritromicina > azitromicina. Tais 

dados, sugerem que algum tipo de efeito ocorreu de forma que a amoxicilina 

interagiu com a sulfonamida gerando maior toxicidade quando comparada aos seus 

efeitos sem adição da sulfametoxazol. Embora os compostos não tenham sido 

tóxicos para A. fischeri, não significa que não sejam tóxicos para outras espécies 

aquáticas. Outro fator ao se atentar é o fato de que em águas naturais esses 

compostos não existem isoladamente, ressaltando a importância dos estudos de 

toxicidade das misturas. 

De acordo com Di Nica e colaboradores (2016) ao avaliar o processo de 

gerenciamento de risco de misturas são considerados três mecanismos de ação em 

misturas químicas: ação semelhante (adição de dose / concentração), ação 

dissimilar (ação independente) e interações. De acordo com Comitê Científico de 

Riscos Ambientais e de Saúde, a interação descreve o efeito combinado de dois ou 
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mais produtos químicos como mais potente (sinérgico, potencializado) ou menos 

potente (antagonista, inibidor) do que seria esperado com base na adição ou 

resposta de dose / concentração adição.  

Existem diferentes possíveis interações entre produtos químicos em mistura 

(tóxico, metabólico, toxicodinâmico). Todos eles podem levar a uma potência 

aumentada ou diminuída da mistura. Do ponto de vista do gerenciamento de riscos 

ambientais, obviamente o sinergismo é mais preocupante do que os fenômenos 

antagônicos.  

Di Nica e colaboradores (2017) aplicaram modelos matemáticos de 

modelagem para verificar a natureza das interações de misturas binárias no modelo 

Microtox® e os autores afirmam que o método se mostrou eficiente para 

compreender o comportamento aditivo e antagônico da mistura de diclofenaco de 

sódio, carbamazepina e cafeína. 
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5. CONCLUSÃO 

 

O método analítico desenvolvido e validado, com base na extração por fase 

sólida por LC-MS/MS, para a extração simultânea de classes de betalactâmicos, 

macrolídeos, fluoroquinolonas, sulfonamidas e tetraciclinas, apresentou bom 

desempenho. Recuperações globais de 34,8 a 120,0% e desvios padrão relativos 

inferiores a 39% foram obtidos em condições de precisão intermediária. Os limites 

de detecção dos métodos calculados para água de superfície e água potável foram, 

respectivamente, de 1 a 10 ng/L e de 1 a 15 ng/L. Os limites de quantificação dos 

métodos variaram de 4 a 25 ng/L para amostras de água superficial e para amostras 

de água potável. Os métodos mostraram ser lineares na faixa de 25 ng/L a 1000 

ng/L com coeficientes de determinação superiores a 0,95. Estes resultados 

demonstraram que o método desenvolvido e validado é adequado para a 

determinação de resíduos de antimicrobianos em amostras de águas de superfície e 

águas potáveis. O método foi aplicado em 104 amostras de águas de superfície e 60 

amostras de água potável do estado do Rio de Janeiro para avaliar a ocorrência dos 

antimicrobianos nas matrizes ambientais. Amoxicilina, cefalexina, troleandomicina e 

sulfametoxazol foram encontrados em águas de superfície acima de 25,1 ng/L e 

cefaclor, azitromicina e claritromicina até 63,3 ng/L também foram encontradas em 

águas de superfície. Eritromicina, sulfacetamida, ceftiofur, ampicilina e roxitromicina 

foram detectados em águas de superfície. A claritromicina, cefaclor, oxacilina, 

sulfametoxazol e troleandomicina foram detectadas em águas potáveis. Os 

resultados mostraram que vários compostos estão ocasionalmente presentes em 

níveis elevados, indicando que os rios avaliados recebem cargas descontroladas de 

águas residuais de diferentes fontes e/ou que esses compostos não são removidos 

eficientemente na estação de tratamento de águas.  

A presença dos chamados poluentes emergentes em matrizes ambientais tem 

tido uma grande relevância nos estudos científicos. Dentre os poluentes emergentes, 

os antimicrobianos apresentam uma importância devido a possibilidade de 

apresentar resistência antimicrobiana. Este trabalhou gerou os primeiros resultados 

sobre a presença de antimicrobianos em águas de superfície e águas potáveis no 

Estado do Rio de Janeiro. A maioria das concentrações determinadas são baixas, 
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porém algumas substâncias como a amoxicilina apresentaram concentrações de no 

máximo 1300,0 ng/L. 

As amostras avaliadas de água potável apresentaram ausência de coliforme 

totais e E. coli em 100 mL e não foi possível avaliar o perfil de resistência 

antimicrobiana.  

Na avaliação do efeito ecotoxicológico, o sulfametoxazol foi o composto com 

maior toxicidade, seguido de eritromicina, azitromicina, cefalexina e amoxicilina.  

Com finalidade de avaliar os possíveis efeitos decorrentes da interação das drogas, 

no presente estudo foi avaliada a toxicidade conjunta da sulfametoxazol que 

apresentou um aumento da toxicidade ao ser avaliada em adição à amoxicilina. 

O presente trabalho fornece dados para que algumas medidas possam ser 

tomadas pelos órgãos competentes, ao apresentar um panorama da concentração 

dos antimicrobianos nas matrizes ambientais do Estado do Rio de Janeiro.  A 

presença desses compostos no meio ambiente é preocupante pois podem exercer 

efeitos ecotoxicológicos sobre organismos e podem eventualmente contaminar ás 

aguas de abastecimento. Por isso é importante que no Brasil exista legislação 

considerando os fármacos como poluentes e os possíveis efeitos dos seus resíduos 

para a saúde sejam avaliados. 
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

Ampliar o número de amostras em diferentes dias da semana para traçar um 

perfil mais amplo dos antimicrobianos nas águas de superfície e águas potáveis. 

Avaliar a resistência antimicrobiana em águas de superfícies que são 

utilizadas para o consumo humano. 

Realizar a avaliado do efeito ecotoxicológico (agudo e crônico) em outros 

organismos aquáticos. 
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Abstract 
The occurrence of antimicrobials in the aquatic environment and drinking water has raised the 
question of their impact on the environment and public health. Animal production is one of the 
most expressive activities of Brazilian agribusiness. In order to ensure the productivity and 
competitiveness of the sector, the use of drugs for therapeutic and prophylactic purposes is a 
common practice. Due to the continuous release of antimicrobials into the environment, the aim 
of this study was to compare the frequency of detection of tetracyclines and sulfonamides in 
surface water collected from rural areas in Lidice District of Rio Claro, in the State of Rio de Ja-
neiro, Brazil. An investigative study was conducted with 24 river water samples analyzed by 
high-performance liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry and the aim of 
this study was to determine residues of sulfonamides and tetracyclines based on the USEPA me-
thod 1694. The results indicated the presence of sulfamethoxazole and oxytetracycline concen-
trations at the ng∙L−1 level. The applied method showed overall good performance with recove-
ries above 57%, method detection limits ≤ 7.17 ng∙L−1, method quantification limits ≤ 23.90 
ng∙L−1 and good linearity. 
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1. Introduction 
Animal production is one of the most expressive activities of Brazilian agribusiness. In order to ensure the 
productivity and competitiveness of the sector, the use of drugs for therapeutic and prophylactic purposes is a 
common practice. Concerning the drugs employed, the antimicrobial agents correspond to one of the most 
widely prescribed classes [1]-[7]. Antimicrobials are drugs used in human and veterinary medicine. They are 
applied as growth promoters and for therapeutic or prophylactic purposes [2]. Therefore, several classes, as 
aminoglycosides, β-lactams, fluoroquinolones, lincosamides, macrolides, tetracyclines and sulfonamides are 
widely used in veterinary medicine [8] [9]. 

There are several possible sources and routes for the occurrence of antimicrobials in the aquatic environment. 
As regards to human use antimicrobials, non-prescribed medicines are consumed at home, and other prescribed 
are consumed in hospitals and clinics. These drugs are metabolized and excreted partly in urine and faeces, then 
go to the sewage collection systems. Unused or surplus medicines, or out of date, can be discarded of in toilets, 
although this practice is not currently recommended. Hospital effluents can be treated separately or combined 
with municipal wastewater and then treated in wastewater treatment plants (WWTP). The consumption of vete-
rinary antibiotics is held on farms, veterinary clinics and at home to treat pets [10]. There is a great difficulty in 
predicting the possible implications of the presence of antimicrobials in water and sewage, regarding to the en-
vironment and public health. Furthermore, some drugs such as antidepressants and antimicrobials may be prone 
to bioconcentration and bioaccumulation in aquatic organisms, particularly fish. Therefore, the presence of 
pharmaceuticals in environmental waters, especially in drinking water and pharmaceuticals industries effluents 
should be considered an important issue in terms of safety of human health [11]. 

Different adverse effects of pharmaceutical compounds have been described including aquatic toxicity, de-
velopment of resistance in pathogenic bacteria, genotoxicity and endocrine disorders [12]-[14]. 

Several substances have attracted attention because of their impact on the environment, especially in aquatic 
one, due to their high stability and toxicity. Water treatment systems are not very effective to degrade this sub-
stance, which is an extremely important requirement for disposing such waste, preventing the risk of environ-
ment contamination [11] [15]. 

The integrity of human and environmental health is closely related to a good sanitation and health of the wa-
ters. According to the World Health Organization (WHO), about 85% of known diseases are waterborne, or are 
associated with water [16]. 

Pharmaceuticals compounds are present at low level ranging from ng∙L−1 to µg∙L−1. A large number of analytical 
methodologies have been developed for the determination of antimicrobials residues in surface waters [17]. 

Sulfonamides (SF) are inexpensive antimicrobial used to treat bacterial infections with a broad spectrum of 
activity, employed in human and veterinary medicine [7]. Tetracyclines (TC) are widely used in veterinary 
medicine for both prophylactic and therapeutic purposes in food producing animals, besides in humans [2].  

Several veterinary drug residue monitoring programs have been conducted worldwide, and sulfonamide and 
tetracycline residues have been detected in food of animal origin, proving the use of these drugs in veterinary 
medicine [18]. 

The aim of this study was to determine residues of sulfonamides and tetracyclines based on the United States 
Environmental Protection Agency—USEPA 1694 [19]. USEPA Method 1694 is intended to determine pharma-
ceuticals and personal care products (PPCPs) in environmental samples (aqueous, solid and biosolids matrices) 
by high performance liquid chromatography combined with tandem mass spectrometry (HPLC/MS/MS) using 
isotope dilution and internal standard quantitation techniques. 24 Surface water samples were collected from two 
rivers (Parado and Pedras) in the Lidice District of Rio Claro, in the state of Rio de Janeiro, Brazil, in August 
2014 (Figure 1). The method was able to determine 14 analytes from tetracycline and sulfonamide classes: 
chlortetracycline, demeclocycline, doxycycline, metacycline, oxytetracycline, tetracycline, dapsone, sulfaceta-
mide, sulfadimethoxin, sulfamerazine, sulfamethazine, sulfamethoxazole, sulphaquinoxaline and sulfathiazole. 
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Figure 1. Water map of Rio Claro city, in the State of Rio de Janeiro, high- 
lighting Lidice District. Source: Rio Claro geography [20].                       

2. Material and Methods 
2.1. Chemicals and Materials 
Methanol (MeOH) for liquid chromatography was purchased from J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, USA). LC- 
grade acetonitrile (ACN) and reagent grade hydrochloric acid, oxalic acid (OXA), formic acid (FOA) and ace-
tone (ACE) were purchased from Merck (Darmstadt, Germany). Ethylenediaminetetracetic acid disodium dihy-
drate (EDTA) was acquired from Calbiochem (Gibbstown, NJ, USA). Ultrapure water was obtained from a Mil-
li-Q purification system (Millipore, Bedford, MA, USA). Certified reference standards of oxytetracycline, dox-
ycycline hyclate and hydrochloride salts of chlortetracycline, demeclocycline, dapsone, sulfacetamide, sulfadi-
methoxin, sulfamerazine, sulfamethazine, sulfamethoxazole, sulphaquinoxaline and sulfathiazole were available 
from US. Pharmacopeial Convention (Rockville, MD, USA). Tetracycline hydrochloride was a Chemical Ref-
erence Substance of the Brazilian Pharmacopeial Convention (Santa Maria, RS, Brazil). Methacycline was ac-
quired from Acros (Pittsburgh, PA, USA). 

Solid-phase extraction (SPE) was performed with 60 mg Oasis® HLB cartridges from Waters Corp. (Milford, 
MA, USA). 

2.2. Sample Collection and Preparation 
300 mL of each water samples were collected in polypropylene bottles during three consecutive Sundays (17, 24 
and 31 August 2014), in the morning and in the afternoon, in the upper and lower sides of each river (two sam-
pling points), a total of eight samples per day collection, according to the Table 1. Grab sampling procedures 
were applied in study. The lengths of the rivers Parado and Pedras are respectively 10 km and 13 km. 

The 24 samples were sealed, identified and transported under refrigeration to the laboratory for performing 
analyses. An aliquot of 100 mL of the each sample was acidified to pH 2.5 with HCl, and then 100 mg of EDTA 
was added. 25 mL of this solution was applied to an Oasis HLB® cartridge previously conditioned with 3 mL of 
MeOH, 3 mL of ultrapure water and 3 mL of ultrapure water acidified to pH 2.5 with HCl. A manifold vacuum 
from Alltech (Deerfield, IL, USA) was used for SPE. Cartridges were washed twice with 2 mL of ultrapure wa-
ter and then dried under vacuum (−35 kPa) for 2 min. Antimicrobials were eluted with two portions of 2 mL 
methanol and two portions of 2 mL ACE:MeOH (1:1, v/v), using gravity flow only. 1 mL aliquots of the eluate 
were transferred to two centrifuge tubes and evaporated to dryness under N2 in a temperature up to 47.5˚C, using 
an evaporator with nitrogen flow (Pierce Reacti-Therm IIITM and Pierce Reacti VapTM III, Rockford, IL, USA). 

The dry residues were reconstituted with 1 mL of 0.01 mol∙L−1 OXA:MeOH (80:20, v/v) for tetracycline 
analysis and 1 mL of 0.01 mol∙L−1 FOA:MeOH (80:20, v/v) for sulfonamide analysis, vortexed for 30 s and  
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Table 1. Sample collection.                                                                                 

 Pedras River Parado River 

 Upper Side Lower Side Upper Side Lower Side 

Morning 3 per day 3 per day 3 per day 3 per day 

Afternoon 3 per day 3 per day 3 per day 3 per day 

Total samples in 3 consecutive days 6 6 6 6 

 
transferred to amber auto-sampler vials for the injection of 10 µL (TC) and 20 µL (SF) [3] [7]. 

In order to calculate method recoveries, 25 mL of a solution at 100 ng∙L−1 (TC and SF) and 25 mL of ultra-
pure water were used. Ultrapure water samples were spiked post-extraction and reconstituted with 1 mL of 100 
ng∙L−1 solutions (TC and SF) prepared in the respective dilution solvents, 0.01 mol∙L−1 OXA:MeOH (80:20, v/v) 
for tetracycline analysis and 1 mL of 0.01 mol∙L−1 FOA: MeOH (80:20, v/v) for sulfonamide analysis. Six point 
calibration curves in the range of 78 ng∙L−1 to 780 ng∙L−1 were constructed and fitted by weighted regression 
analysis using a factor of 1/x2 and were performed in order to quantify the analytes. Recovery corrections were 
applied in all samples for quantification. 

2.3. LC/MS-MS Instrumentation 
The LC-MS/MS system was a Shimadzu Prominence HPLC instrument (Kyoto, Japan) equipped with a quater-
nary pump (LC-20AD), a membrane degasser (DGU-20A5), an auto-sampler (SIL-20AC), a column oven 
(CTO-20AC) and a system controller (CBM-20A) interfaced to a triple quadrupole mass spectrometer (API5000, 
Applied Biosystems/MDS Sciex, Foster City, CA, USA) with a TurboIonSpray® ESI source. Analyst® V1.4.2 
LC/MS control software was used. Maintained at 0.15 mL∙min−1 at 25˚C. The autosampler was set at 4˚C. Posi-
tive electrospray ionization technique (ESI+) in Multiple Reaction Monitoring (MRM) acquisition mode was 
used to monitoring three ions for each substance. Nitrogen was employed as nebulizer and dryer gas (Gas 1 and 
Gas 2 = 40 psi), collision-activated dissociation (CAD) gas (6, arbitrary unit) and Curtain™ gas (10 psi). Other 
parameters selected during automatic tuning were: ionspray potential = 5000 V, source temperature = 500˚C, 
entrance potential = 10 V, resolution Q1 and Q3 = unit, dwell time of 150 ms for each MRM transition. The 
analytical column was a Pursuit™ RS C18 (100 mm × 2 mm id, 3 μm particle size, 200 Å), with a respective 
guard column (Agilent, Santa Clara, CA, USA). Mobile phases A, B and C consisted of H2O, ACN and MeOH, 
all of them with 0.1% FOA. Gradient elution programs were carried out for separating the antimicrobials, as de-
scribed in Table 2 [3] [7]. Column temperatures and injection volumes are also described in Table 2. 

Multiple Reaction Monitoring (MRM) experiments for tetracycline analysis in electrospray positive-ion mode 
(ESI+) were described by Spisso et al. [3] and the employed conditions are listed in Table 3. 

Fragmentation studies with sulfonamides for tuning the mass spectrometer were performed with mixed stan-
dard solutions at concentrations between 50 and 100 ng∙mL−1 in MeOH: 1% FOA (50:50, v/v). ESI+ in MRM 
acquisition mode was used to monitor three ions for each substance. 

3. Results and Discussion 
3.1. Mass Spectrometry Conditions 
Optimizing the mass spectrometer detection consists of adjusting several parameters relating to both ionization 
process in the ion source and ion transportation in the MS in order to maximize the response of the mass spec-
trometer for each analyte. MRM acquisition mode is the most suitable for quantification due to its sensitivity 
and specificity. Declustering Potential (DP), Collision Energy (CE) and Collision Cell Exit Potential (CXP) 
values for sulfonamide precursor/product ion pairs obtained in MRM mode are showed in Table 3. For sulfo-
namides, only protonated molecules [M + H]+ were observed and selected as precursor ions, and no adducts 
were noted. The three most abundant fragment ions were monitored for each compound. For target analytes, the 
first transition was used for quantification purposes, whereas the second and the third ones to confirm the iden-
tity of the substances. 

SFs showed a standard mass spectrum, due to the presence, in their structure, of a heterocycle attached to the  
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Table 2. Gradient elution programs for Sulfonamides (SF) and Tetracyclines (TC).                                        

 TC Method SF Method 

Time 
(min) % A % B % C Flow rate 

(mL∙min−1) 
Time 
(min) % A % B % C Flow rate 

(mL∙min−1) 

1 80 5 15 0.15 1 80 5 15 015 

15 60 25 15 0.15 15 60 25 15 0.15 

16 5 5 90 0.15 16 5 5 90 0.25 

26 5 5 90 0.15 20 5 5 90 0.25 

27 80 5 15 0.15 26 5 5 90 0.15 

35 80 5 15 0.15 27 15 5 15 0.15 

- - - - - 35 15 5 15 0.15 

Column 
temperature 15˚C 25˚C 

Injection Volume 10 μL 20 L 

 
sulfonamide moiety. The fragmentation scheme of protonated sulfonamides in positive-ion ESI has already been 
described in the literature and was characterized by m/z 92 [H2NPhenyl]+, m/z 108 [H2NPhenylO]+, m/z 156 
[H2NPhenylSO2]+, besides [M + H-93]+ and [M + H-66]+ [21]. 

All of the sulfonamides studied exhibited m/z 156 ion, except for sulfamethazine. The m/z 92 ion, although 
described in the literature, was not identified in the present study [21]-[25]. USEPA 1694 method did not present 
m/z 92 ion, but since only a single transition was used, it is not possible to conclude if it was not identified dur-
ing the method development. Sulfamethazine spectrum showed m/z 204 ion which was also described by Ver-
zegnassi et al. [21] for sulfadimidine corresponding to the fragment [M + H-93 + H2O]+. Since both substances 
have the same molecular weight, we concluded that the observed m/z 204 ion had the same identity. 

3.2. LC Method Development 
Two chromatographic gradients were employed, one for sulfonamides and another for tetracyclines. USEPA 
Method 1694 guidelines establishes that any chromatographic gradient may be applied for the separation of the 
pharmaceutical compounds as long as the last eluting peak has a retention time greater than that obtained in  
the standard USEPA method [19] [24]. Gradient elution for chromatographic separation of tetracyclines was the 
same described by Spisso et al. [3]. For sulfonamide separation, another gradient was developed based on that 
employed for tetracyclines, due to the physicochemical similarities. A reversed phase gradient using a C18 ana-
lytical column with 3 μm particles and mobile phases consisted of H2O, ACN and MeOH, all with 0.1% FOA, 
was developed, as described in Table 3, and all of the sulfonamides showed a good chromatographic peak reso-
lution and eluted in a total time of 16 min. In this method, tetracyclines elute up to 20.3 min and sulfonamides 
up to 15.2 min, whereas in the USEPA Method 1694 tetracyclines elute in a total time of 16.7 min and sulfona-
mides in 13.2 min. 

3.3. River Water Analysis 
Method recoveries were determined by analyzing samples of ultrapure water spiked in triplicate at 100 ng∙L−1. 
Recoveries were in the range of 57% - 92% and were similar to those described for USEPA 1694 method [19]. 
Recovery values with relative standard deviation (RSD) are reported in Table 3 as well as method detection 
limits (MDL), method quantification limits (MQL) and regression coefficients (R2) of calibration curves were 
constructed in the range of 78 ng∙L−1 to 780 ng∙L−1. Comparing average concentrations obtained for each com-
pound in the present study with average concentrations of USEPA 1694 method [19], all detected antimicrobials 
showed similar values, except for dapsone, sulfacetamide and sulphaquinoxaline that are not present in USEPA 
method. MDLs calculated for surface water were from 0.57 to 7.17 ng∙L−1 and MQLs ranged from approx-
imately 1.73 to 23.90 ng∙L−1. 
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Table 3. LC-MS/MS conditions for tetracyclines and sulfonamides.                                                

Substance Retention Time 
(min) 

Precursor Ion 
(m/z) Product Ion (m/z) DP (volts) CE (volts) CXP (volts) 

Chlortetracycline 17.65 479.23 

444.00 

121 

29 16 

462.01 23 16 

154.00 39 14 

Demeclocycline 14.75 465.21 

448.10 

106 

25 16 

430.10 33 16 

289.10 45 22 

Doxycycline 20.30 445.31 

428.10 

96 

27 16 

321.20 43 12 

154.20 41 12 

Metacycline 19.45 443.26 

426.10 

126 

25 16 

201.10 49 16 

145.20 75 16 

Oxytetracycline 10.92 461.20 

426.20 

52 

29 34 

443.40 19 32 

444.00 21 16 

Tetracycline 11.90 445.27 

410.10 

126 

27 16 

427.10 19 14 

154.20 37 12 

Dapsone 7.64 249.30 

156.00 

156 

21 20 

108.10 31 12 

110.20 37 14 

Sulfacetamide 3.40 215.14 

156.10 

71 

15 16 

108.00 29 14 

110.00 33 16 

Sulfadimethoxine 14.66 311.16 

156.30 

141 

29 10 

108.10 41 14 

245.20 27 16 

Sulfamerazine 4.85 265.25 

108.20 

96 

37 10 

156.20 25 10 

110.20 35 10 

Sulfamethazine 6.44 279.21 

124.10 

111 

37 16 

204.10 25 16 

108.20 41 12 

Sulfamethoxazole 10.50 254.18 

156.10 

116 

23 16 

108.20 33 14 

147.20 23 22 

Sulphaquinoxaline 15.23 301.34 

156.10 

141 

25 22 

108.10 39 12 

146.20 33 14 

Sulfathiazole 4.21 256.30 

156.10 

91 

21 16 

108.10 33 16 

101.10 33 18 
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It is worth mentioning that in this method, low MDLs and MQLs were achieved for antibiotics, even though 
low sample volumes were used for sample preconcentration. By reducing the sample volume of complex sam-
ples such as river water, matrix effects may be decreased. In fact, MDLs and MQLs obtained in this study were 
comparable to those obtained by USEPA 1694 method where a bigger volume had to be loaded in the SPE car-
tridge [19]. The proposed analytical method showed satisfactory performance characteristics in terms of lineari-
ty, repeatability, reproducibility, accuracy and sensitivity (Table 4). 

According to the results shown in Table 5, only the Pedras River (lower side) showed the presence of antimi-
crobial substances, from both tetracycline class (oxytetracycline), and sulfonamide class (sulfamethoxazole). All 
other 12 studied compounds were not detected. Failure to identify the substances sought in the Parado River 
may be related to the shortage of location farms animal (cattle and poultry production) where the river flows. It 
was also observed that, only in the lower region of the Pedras River, substances were identified, probably due to 
be in the low region of reduced stream flow of the rivers, facilitating the accumulation of substances. Water 
samples were collected during three consecutive Sundays and variations in substance concentrations present in 
the samples collected in the morning and in the afternoon should be related both to management practice and 
weather conditions. 

Sulfamethoxazole is a drug of sulfonamide class and is widely used in human and veterinary medicine. Sul-
famethoxazole was detected in the Pedras River at concentrations up to 467.0 ng∙L−1. Figure 2 shows MRM 
chromatograms of a contaminated water sample with a concentration of sulfamethoxazole estimated at 467.0 
ng∙L−1, above the MQL of the proposed method. The presence of sulfamethoxazole was verified in four samples 
in the lower side of the Pedras River, in a total of six samples collected, having a frequency of 67% of contami-
nation (Table 5). 

Sulfamethoxazole is an indicative substance, expected to be present in groundwater which is influenced by 
wastewater, being relatively polar and persistent [26], according to one study about the environmental occur-
rence of pharmaceutical products in surface water and WWTP influents and effluents that has been performed in 
the frame of the project KNAPPE—Knowledge and Need Assessment on Pharmaceutical Products in Environ-
mental Waters funded by the European Commission within the 6th Framework Programme [26] [27]. 

 
Table 4. Performance data for pharmaceuticals in surface waters.                                                        

Compound 

% Recovery* 
EPA 1694 

method 
(±RSD) 

% Recovery** 
proposed 
Method 

(±RSD) (n = 3) 

R2 proposed 
method 

MDL proposed 
method 
(ng∙L−1) 

MQL  
proposed  
method 
(ng∙L−1) 

Repeatability 
preliminary  

(±RSD) (n = 3) 

Reproducibility 
preliminary 

(±RSD) (n = 6) 

Chlortetracycline 95 (23) 57 (29) 0.9941 3.05 10.16 11 29 

Demeclocycline 137 (2) 66 (5) 0.9973 1.22 4.08 4 5 

Doxycycline 120 (1) 92 (8) 0.9889 1.99 6.62 11 11 

Metacycline - 84 (9) 0.9928 1.51 5.03 6 10 

Oxytetracycline 149 (4) 87 (4) 0.9941 6.09 20.31 3 6 

Tetracycline 125 (4) 78 (12) 0.9930 7.17 23.90 5 13 

Dapsone - 77 (12) 0.9958 0.67 2.24 3 14 

Sulfacetamide - 88 (5) 0.9933 1.63 5.42 6 6 

Sulfadimethoxine 87 (3) 92 (3) 0.9944 0.57 1.90 4 5 

Sulfamerazine 91 (1) 89 (8) 0.9965 0.52 1.73 6 9 

Sulfamethazine 101 (6) 88 (5) 0.9948 0.71 2.36 2 6 

Sulfamethoxazole 88 (4) 88 (8) 0.9974 2.62 8.74 8 9 

Sulphaquinoxaline - 90 (10) 0.9927 3.14 10.45 2 13 

Sulfathiazole 77 (4) 80 (3) 0.9952 3.12 10.41 2 4 

*Range = 15 to 75 ng∙L−1, depending on the analyte; **At 100 ng∙L−1. 
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Table 5. Concentration (ng∙L−1) of studied pharmaceutical drugs in river surface waters from Lidice.                       

 Concentration (ng∙L−1)  

Compound 
*Pedras River 
(lower side) 

*Pedras River 
(upper side) 

*Parado River 
(upper side) 

*Parado River 
(lower side) 

Contaminated 
samples (%) 

Chlortetracycline <MDL <MDL <MDL <MDL 0 

Demeclocycline <MDL <MDL <MDL <MDL 0 

Doxycycline <MDL <MDL <MDL <MDL 0 

Metacycline <MDL <MDL <MDL <MDL 0 

Oxytetracycline <MDL - 44.1 <MDL <MDL <MDL 67 

Tetracycline <MDL <MDL <MDL <MDL 0 

Dapsone <MDL <MDL <MDL <MDL 0 

Sulfacetamide <MDL <MDL <MDL <MDL 0 

Sulfadimethoxin <MDL <MDL <MDL <MDL 0 

Sulfamerazine <MDL <MDL <MDL <MDL 0 

Sulfamethazine <MDL <MDL <MDL <MDL 0 

Sulfamethoxazole > MDL - 467.0 <MDL <MDL <MDL 67 

Sulphaquinoxaline <MDL <MDL <MDL <MDL 0 

Sulfathiazole <MDL <MDL <MDL <MDL 0 

 
This substance has been found worldwide in several different types of water. The highest antibiotic concen-

trations were detected at five points located along the Atibaia River watershed, in the State of São Paulo, Brazil. 
At these sampling point, sulfamethoxazole presented a maximum concentration of 109 ng∙L−1 [25]. In Spain, 
sulfamethoxazole was detected at a maximum concentration of 119 ng∙L−1, in the Llobregat River and in the 
rivers in the area of Girona [15] [27] [28]. In Germany, sulfamethoxazole was determined with a concentration 
of 0.48 µg∙L−1, in the Lutter River, in Bielefeld [22]. Sulfamethoxazole has been frequently detected in other 
studies of pharmaceuticals, in surface waters from the rivers in USA at concentrations up to 150 ng∙L−1 [29]-[33]. 

Studies conducted by Kasprzyk-Hordern et al. [34] in the Taff River, United Kingdom, and in the Warta Riv-
er, Poland, showed that sulfamethoxazole was determined with a concentration between 26 and 60 ng∙L−1. The 
maximum value in surface waters for sulfamethoxazole in Portugal was 8.0 ng∙L−1 in the Tejo and Zêzere rivers 
[14]. High concentrations of sulfamethoxazole were detected in the Nairobi River, Nigeria, and were related to 
the large amounts of consumption of this antibiotic in the country. The maximum concentration found in this 
river was 20 µg∙L−1 [35]. 

Oxytetracycline is a broad spectrum antibiotic with a long history in veterinary medicine for the treatment and 
control of a wide variety of bacterial infections. A previous work accomplished in our laboratory had demon-
strated that oxytetracycline was the most frequently detected substance from tetracycline group in milk samples 
in the metropolitan area of Rio de Janeiro [5]. The maximum concentration of oxytetracycline detected in the 
Pedras River was 44.1 ng∙L−1. Figure 2 shows MRM chromatograms of a contaminated water sample with a 
concentration of oxytetracyline estimated at 44.1 ng∙L−1, above the MQL of the proposed method. Oxytetracyc-
line was present in four samples in the lower side of the Pedras River, in a total of six samples collected, having 
a frequency of 67% of contamination (Table 5). 

Tetracyclines can enter the aquatic environment via effluent discharge of sewage treatment plants (STPs), 
agricultural runoff, or disposal of unused drugs. In China, in surface water samples, oxytetracycline was de-
tected at a level of 2.2 ng∙L−1 [36]. 

Tetracyclines were detected in river waters around the world in a much lesser extent than sulfonamides. 

4. Conclusions 
The presence of pharmaceuticals in the environment raises many questions about the risk to the environment and  
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Figure 2. MRM chromatograms of a contaminated water sample with a concentration of sulfamethoxazole estimated at 
467.0 ng∙L−1 and of a contaminated water sample with a concentration of oxytetracycline estimated at 44.1 ng∙L−1 (a) 1st 
transition; (b) 2nd transition; (c) 3rd transition.                                                                         
 
human health. The occurrence of antimicrobials in the environment, especially in aquatic systems, has recently 
become a matter of concern. This study investigated the presence of sulfonamide and tetracycline residues in 
river water samples from Lidice District of Rio Claro, in the State of Rio de Janeiro, Brazil. The results con-
firmed the presence of sulfamethoxazole and oxytetracycline in one of the two rivers studied: the Pedras River. 
The compounds were present at the ng∙L−1 level, with a maximum concentration of 467.0 ng∙L−1 for sulfame-
thoxazole and 44.1 ng∙L−1 for oxytetracycline. 

The results presented of the proposed method for sulfonamides and tetracyclines were satisfactory and indi-
cated that the approach was very promising for antibiotics determination in surface water. Therefore, the valida-
tion of methodology will be performed according to protocol for EPA approval of new methods. 

The most important issues to worry about, related to the presence of these compounds in the environment, are 
the possibility that they may exert ecotoxicological effects on non-target organisms and that they may possibly 
enter into the human food supply via the water cycle. 

Through this background, it is highly troubling that in Brazil there is not yet legislation considering drugs as 
pollutants, and the possible effects of their residues on health have not been evaluated by WHO so far. 
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Two analytical methods for determination of five antibiotics classes in surface water and 
drinking water samples were developed and validated based on solid phase extraction followed 
by high-performance liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry. Two distinct 
chromatographic gradients were used according to the polarity of the different pharmaceuticals. The 
methods were applied for the quantification of 46 analytes belonging to beta-lactams, macrolides, 
fluoroquinolones, sulfonamides and tetracyclines classes. Validation results showed recoveries 
above 75% for the studied analytes in water samples. The method limits of detection calculated 
for the surface water and drinking water samples were, respectively, from 1 to 12 ng L-1 and from 
0.15 to 20 ng L-1. The method limit of quantification ranged from approximately 3 to 38 ng L-1 for 
surface water samples and from 0.5 to 64 ng L-1 for drinking water samples. The methods showed 
to be linear over the range of 25 to 1000 ng L-1 with coefficients of determination greater than 
0.94. Amoxicillin, cephalexin and sulfamethoxazole as high as 105 ng L-1 were found in surface 
water and erythromycin, azithromycin and clarithromycin up to 35 ng L-1 could also be found in 
surface water. Clarithromycin, cefaclor, oxacillin, sulfamethoxazole and troleandomycin were 
detected in the lower range up to 10 ng L-1 in drinking water.

Keywords: antibiotics, surface water, drinking water, mass spectrometry, emergence pollutants

Introduction

Antibiotics represent one of the most used class of 
drugs worldwide1 and correspond to the largest category 
of compounds used in human and veterinary medicine, as 
growth promoters or for therapeutic purposes.2 As regards 
to antimicrobials used in human medicine, non‑prescribed 
medicines are consumed at home, and prescribed ones are 
consumed in hospitals and clinics.3 Individuals affected 
by infectious diseases use specific antibiotics, and after 
administration, the molecules are absorbed, distributed, 
metabolized partially, and finally excreted from the body. 
The metabolism eliminates substances in excess and other 

xenobiotics via a series of enzymatic biotransformations and 
converts them into more polar and hydrophilic compounds.4 
These substances were developed to be persistent, keeping 
its chemical properties, with a therapeutic purpose and after 
use, about 50 to 90% of a drug dose is excreted and persists in 
the environment.5 The occurrence of antibiotics in the aquatic 
environment and drinking water (DW) has raised questions 
about impacts on the environment and public health. The 
adverse effects caused by pharmaceutical compounds include 
aquatic toxicity, development of resistance in pathogenic 
bacteria, genotoxicity and endocrine disorders.6,7

Several methods have been developed to extract 
antibiotics in water. Currently, liquid chromatography-tandem 
mass spectrometry (LC-MS/MS) is the technique most 
widely used in analysis of drugs in complex environmental 
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samples and have shown to be a sensitive analytical tool 
that leads to efficient results and lower detection (LOD)  
and quantification limits (LOQ) (in the range from μg L-1 
to ng L-1), and generate reliable data in the identification of 
several molecules.8 LC‑MS/MS comprises a separation and 
a detection technique that provides structural confirmation 
of the analyzed compounds.8 A good chromatographic 
separation is advisable in order to reduce matrix effects, 
which usually results in suppression or, less frequently, 
signal enhancement.8 To minimize matrix interference, water 
extracts are generally cleaned up and pre-concentrated by 
solid-phase extraction (SPE), mainly using HLB cartridges. 
The use of SPE cartridges may greatly influence the 
recoveries of target compounds.8 Sample preparation is a 
crucial step in environmental analysis. It is highly influenced 
by the physical and chemical analytes properties and by 
matrices. The main objectives of sample preparation are to 
extract and concentrate the analytes of interest, removing 
sample matrix interferences for subsequent chromatographic 
analysis. The whole analytical procedure typically includes 
five steps: sampling, sample preparation, chromatographic 
separation, detection and data analysis. The most important 
part of the analytical process is sample preparation because 
it can take more than 80% of the total analysis time.8

Some information about contamination of Brazilian 
aquatic environment by antibiotics has been published in 
the form of dissertations and theses, but scientific papers 

are very scarce. The studies have been most accomplished 
in the southern and southeast of Brazil, and for this reason 
research in other geographical areas is necessary in order 
to obtain a complete panorama of the country.9-14

The watershed of Guandu River has a fundamental role 
for Rio de Janeiro metropolitan region where approximately 
12.2 million inhabitants live. This watershed is very 
important because it is the only option for subsistence and 
development of the Metropolitan Region of the State of Rio 
de Janeiro. Its waters supply the second largest metropolitan 
region of the country, and for several productive sectors, 
such as the steel, petrochemical, clothing, food and 
beverage industries, among others, and also as a water 
body for the collection of domestic and industrial sewage.15

The aim of this study was to develop and validate a 
methodology to determine the antimicrobial residues of 
beta-lactams (BL), macrolides (MC), fluoroquinolones 
(FQ), sulfonamides (SF) and tetracyclines (TC) classes in 
river surface water (SW) and DW samples in the state of Rio 
de Janeiro (Brazil). These methods were developed based 
on US EPA method 169416 to determine pharmaceuticals 
in environmental samples by high performance 
liquid chromatography-tandem mass spectrometry  
(HPLC-MS/MS). The methods was applied for 
quantification of 46 analytes of BL, MC, FQ, SF and TC 
classes in nine SW and ten DW samples collected in the 
state of Rio de Janeiro (Figure 1).

Figure 1. Map of the state of Rio de Janeiro with the sampling locations.
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Experimental

Chemicals and materials

Methanol (MeOH) HPLC grade was purchased from J.T. 
Baker (Phillipsburg, NJ, USA). Acetonitrile (ACN) HPLC 
grade, hydrochloric acid (HCl) and formic acid (FOA) 
analytical grade were purchased from Merck (Darmstadt, 
Germany). Ascorbic acid (ASA), sodium hydroxide 
(NaOH) and acetone (ACE) were purchased from Merck 
(Darmstadt, Germany). Ethylenediaminetetracetic acid 
disodium dihydrate (EDTA) was acquired from Calbiochem 
(Gibbstown, NJ, USA). Ultrapure water was obtained from 
a Milli-Q purification system (Millipore, Bedford, MA, 
USA). Certified reference standards of oxytetracycline 
(OTC), doxycycline hyclate (DC), hydrochloride salts 
of chlortetracycline (CTC), demeclocycline (DMC), 
dapsone (DAP), sulfacetamide (SCT), sulfadimethoxin 
(SDM), sulfamerazine (SFM), sulfamethazine (SMT), 
sulphaquinoxaline (SQN), sulfathiazole (STZ), tylosin 
tartarate (TYL), troleandomycin (TRO), erythromycin 
(ERY), cephapirin sodium salt (CPPN), ceftiofur (CFTF), 
cefoperazone (CFPZ), benzylpenicillin sodium salt (PENG), 
oxacillin sodium salt hydrate (OXA), moxifloxacin (MXF) 
and ofloxacin (OFX) were supplied from US Pharmacopeial 
Convention (Rockville, MD, USA). Amoxicillin tryhidrate 
(AMOX), ampicillin (AMPI), cefaclor (CFCL), cefadroxila 
(CFDX), cefalexin hydrate (CFLX), cefazolin (CFZL), 
clarithromycin (CLA), ciprofloxacin hydrochloride 
(CPF), norfloxacin (NOR), tetracycline hydrochloride 
(TC), sulfamethoxazole (SMZ) were chemical reference 
substances from the Brazilian Pharmacopeial Convention 
(Santa Maria, RS, Brazil). Methacycline (MTC), 
4-epioxytetracycline (4‑EOTC), 4-epitetracycline (4‑ETC), 
4-epichlortetracycline hydrochloride (4-ECTC), were 
acquired from Acros (Pittsburgh, PA, USA). Azithromycin 
dehydrate (AZI), roxithromycin (ROX), spiramycin (SPI), 
oleandomycin (OLE), tilmicosin (TILM), and cefquinome 
sulphate salt (CFQN) were obtained from Dr. Ehrenstorfer 
(Augsburg, Germany). Phenoxymethylpenicillin potassium 
salt (PENV), cloxacillin sodium salt hydrate (CLOX), 
dicloxacillin sodium salt hydrate (DCLOX) and nafcillin 
sodium salt (NAFC) were supplied from WHO Collaborating 

Centre for Chemical Reference Substances (Stockholm, 
Sweden). Desacetylcephapirin (DESAC) was supplied from 
Bristol-Myers Squibb (New York, USA). Ampicillin-d5 
(AMPID5) was purchased from Purity Grade Standards 
(San Francisco, CA, USA). Solid-phase extraction (SPE) 
was performed with 60 mg Oasis® HLB cartridges from 
Waters Corp. (Milford, MA, USA). Membrane filters of 
polyvinylidene fluoride (PVDF) with pore size 0.22 µm 
were purchased from Millipore (Billerica, MA, USA).

Standard solutions

Stock solutions of 1 mg L-1 were prepared in MeOH 
for MC, SF and TC, in ultrapure water for BL and in 
0.03  mol  L-1 NaOH for FQ. Stock solutions of DMC 
(1 mg L-1) and AMPID5 (1 mg L-1) were prepared using 
MeOH and ultrapure water, respectively. All stock solutions 
were stored at ≤ –70 °C.

DMC was used as internal standard/surrogate for SF and 
TC quantification. AMPID5 was used as internal standard 
for BL, MC and FQ.

Sampling and sample preparation

Water samples used for the development and validation
An aliquot of 250 mL of each water sample was collected 

in polypropylene bottles, identified and transported under 
refrigeration to the laboratory for analysis. DW samples 
were taken from the tap at the National Institute for Quality 
Control in Health/Oswaldo Cruz Foundation (Rio  de 
Janeiro, RJ), from the residences in the city of Barra 
Mansa and from the city of São Gonçalo (Rio de Janeiro). 
SW samples were collected from some rivers that make 
up the Guandu system (Guandu and Queimados rivers), 
which is the main source of the DW supply for the greater 
metropolitan area of Rio de Janeiro and Parado River in the 
Lidice District of Rio Claro, in the state of Rio de Janeiro, 
Brazil. A total of six samples were collected for validation, 
according to Table 1. Water samples were first filtered using 
8 µm paper filters from Whatman (England), followed by 
0.22 µm PVDF membrane filters (Millipore, Billerica, MA, 
USA). Water samples were used for method development 
experiments. They proved to be blank samples in previous 

Table 1. Sample collection for validation

Type
Surface water (SW) Drinking water (DW)

Location Sample Location Sample

1 Guandu River SW1 National Institute for Quality Control in Health/Oswaldo Cruz Foundation DW1

2 Queimados River SW2 Barra Mansa DW2

3 Parado River SW3 São Gonçalo DW3
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analysis, for this reason they were used for all validation 
experiments.

Water samples collected for method application
The method was applied to analyze nine SW samples 

collected in June 2016 from Guandu River (Paraíba do Sul, 
Piraí, Macacos, Queimados, Guandu and Santana rivers, 
Guandu lagoon mouth, Guandu main dam and adductor 
to Ribeirão das Lajes River). Figure 1 shows sampling 
sites position. In addition, ten DW samples were collected 
in July 2016, from residences in Rio de Janeiro State 
(Barra Mansa, Belford Roxo, Resende, Rio de Janeiro and 
Volta Redonda cities).

The sample codes and GPS coordinates are listed in 
Table 2 referring to the SW samples. The objective of this 
investigation was to determine the selected antimicrobials 
residues in surface and drinking water in the state of 
Rio de Janeiro, Brazil.

SPE procedure

The following procedure was developed based on 
US  EPA method 169416 and on a previously published 
method for TC and SF analysis in river SW.12

A 50 mL aliquot of each sample (SW and DW) was 
spiked at 100 ng L-1 (BL, MC, FQ, SF and TC) and spiked 
with 100 ng L-1 of internal standards/surrogate (DMC and 
AMPID5). Then, the samples were acidified to pH 2.5 
with HCl, and 2 mL of 25 mg L-1 EDTA stock solution 
was added. For the sample DW, it was added 2  mL of 
625 mg L-1 ASA to reduce any residual chlorine that had 
been added as a disinfectant. This solution was applied to 
an Oasis HLB® cartridge previously conditioned with 3 mL 
of MeOH, 3 mL of ultrapure water and 3 mL of ultrapure 
water acidified to pH 2.5 with HCl. A manifold vacuum 
from Alltech (Deerfield, IL, USA) was used for SPE. The 
samples were percolated at a flow rate of approximately 

3 mL min-1. Cartridges were washed twice with 2 mL of 
ultrapure water and then dried under vacuum (–35 kPa) for 
2 min. Antimicrobials were eluted with three portions of 
2 mL methanol and one portion of 2 mL ACE, using gravity 
flow only. 4 mL aliquots of the eluate were transferred to 
two centrifuge tubes and evaporated to dryness under N2 
in a temperature up to 47 °C, using an evaporator with 
nitrogen flow (Pierce Reacti-Therm IIITM and Pierce 
Reacti VapTM III, Rockford, IL, USA). The dry residues 
were reconstituted with 1  mL of 0.1% FOA:MeOH 
(80:20, v/v) for TC and SF analysis (diluent 1) and 1 mL 
of MeOH:H2O (65:35, v/v) for BL, MC and FQ analysis 
(diluent 2), vortexed for 30 s and filtered through a 0.22 µm 
polyvinylidene fluoride (PVDF) syringe filter into amber 
auto-sampler vials.

LC-MS/MS instrumentation

An LC-MS/MS system consisting in a Shimadzu 
Prominence HPLC instrument (Shimadzu, Kyoto, Japan) 
equipped with a solvent delivery pump (LC‑20AD), 
a quaternary gradient kit, a membrane degasser 
(DGU‑20A5), an auto-sampler (SIL-20AC), a column oven 
(CTO‑20AC), a system controller (CBM-20A) interfaced to 
a triple quadrupole mass spectrometer (API5000, Applied 
Biosystems/MDS Sciex, Foster City, CA, USA) with a 
TurboIonSpray® ESI source was used. Analyst® V1.4.2 
LC/MS software was used for data acquisition. Positive 
electrospray ionization technique (ESI+) in multiple 
reaction monitoring (MRM) acquisition mode was used 
to monitor two ions for each substance. Nitrogen was 
employed as nebulizer gas (Gas 1, 40 psi), dryer gas (Gas 2, 
40 psi), collision-activated dissociation (CAD) gas (6 a.u.) 
and Curtain™ gas (10 psi). Other parameters selected 
during automatic tuning were: ion spray potential = 5000 V; 
source temperature = 500 °C (SF and TC), 550 °C (BL, MC 
and FQ); entrance potential = 10 V. The column temperature 

Table 2. Sampling site details and GPS coordinates (surface sample (SW) samples)

Sample Location Source GPS coordinates

RPS-01 Barra do Piraí Paraíba do Sul River 22°28’56.81”S/43°50’20.45”W

RPI-02 Piraí Piraí River 22°37’41.90”S/43°53’49.22”W

RLL-03 Piraí adductor to the Ribeirão das Lajes River 22°41’31.43”S/43°51’44.38”W

RMC-05 Paracambi Macacos River 22°38’5.99”S/43°42’17.79”W

RSA-06 Japeri Santana River 22°38’13.87”S/43°40’5.58”W

RGN-08 Queimados Guandu River 22°43’40.35”S/43°38’26.18”W

RQM-10 Queimados Queimados River 22°44’45.90”S/43°36’42.37”W

LGA-15 Nova Iguaçu Guandu lagoon mouth 22°48’21.37”S/43°37’38.48”W

RGN-17 Nova Iguaçu Guandu main dam 22°48’31.69”S/43°37’39.44”W
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was set at 25 °C for TC and SF method and 35 °C for BL, 
MC and FQ method. The injection volume was 25 µ L 
for both methods. The autosampler was set at 4  °C. An 
analytical column Pursuit™ RS C18 (100  ×  2  mm  id, 
3 μm particle size, 200 Å) with a respective guard column 
(Agilent, Santa Clara, CA, USA) was used. Mobile 
phases A, B and C were prepared using H2O, ACN and 
MeOH, respectively, all of them with 0.1% FOA. Injection 
volumes and the gradient elution programs were described 
in Table 3.12,17

Fragmentation studies with beta-lactams and 
fluoroquinolones for tuning the mass spectrometer were 
performed with mixed standard solutions at concentrations 
between 50 and 100 ng mL-1 in MeOH:1% FOA (50:50, v/v). 
ESI+ in multiple reaction monitoring (MRM) acquisition 
mode was used to monitor two ions for each substance. 
MRM experiments for TC analysis in electrospray positive-
ion mode (ESI+) were described by Spisso et al.;17 for SF by 
Monteiro et al.;12 for MC by Spisso et al.18 and Costa et al.,19 
and the analytical conditions used were listed in Table 3.

Validation

The validation of optimized method was performed 
according to protocol for EPA20 approval of new methods 
for organic and inorganic analytes in wastewater and 
DW. Validation method was further evaluated in terms 
of sensitivity, initial precision and recovery (IPR), 
intermediate precision and linearity.

Sensitivity (method limits of detection (LOD) and method 
limits of quantification (LOQ))

The method limits of detection (LOD) is calculated 
using seven replicates of river (SW) and drinking water 
(DW) samples spiked in concentration of 20  ng  L-1. 
The LODs were calculated by multiplying the standard 
deviation from the seven measurements by the Student’s 

t-test value for six degree of freedom at 99% confidence 
level (3.143). The LOQ were calculated by multiplying 
3.18 times the LOD.

Initial precision and recovery (IPR)

The IPR for each compound was determined spiking 
four replicates at 100 ng L-1 in three samples of water from 
different origins (DW1, DW2, DW3, SW1, SW2 and SW3). 
A total of twelve samples of each type (DW and SW) were 
analyzed. The spiked samples were proceeded by SPE and 
then analyzed by LC-MS/MS.

The overall recovery was obtained comparing the 
analyte response in the extract of water samples (SW and 
DW) post-extraction reconstituted with 1 mL of 100 ng L-1 
solutions (BL, MC, FQ, SF, TC, DMC and AMPID5) 
prepared with respective dilution solvents, 1 mL of diluent 1 
and 1 mL of diluent 2, and the theoretical concentration in 
the final extract assuming 100% SPE recovery. Precision 
was assessed with respect to repeatability (intraday 
precision) and intermediate precision.

Linearity

A six-point calibration set was freshly prepared by 
spiking varying levels of working standard solutions in 
ultrapure water. The analytical curves for all analytes 
in the concentration range from 25 to 1000 ng L-1 were 
constructed in order to quantify the analytes in the SW 
and DW samples.

Results and Discussion

Development of the LC-MS/MS method

MRM acquisition mode is the most suitable for 
quantification due to its sensitivity and specificity. 
Declustering potential (DP), collision energy (CE) and 

Table 3. Gradient elution programs for sulfonamides (SF), tetracyclines (TC), beta-lactams (BL), macrolides (MC), fluoroquinolones (FQ)

TC and SF method BL, MC and FQ method

time / min Aa / % Ba / % Ca / %
Flow rate / 
(mL min-1)

time / min Aa / % Ba / % Ca / %
Flow rate / 
(mL min-1)

1 80 5 15 0.15 4.00 41 0 59 0.25

15 60 25 15 0.15 4.10 0 50 50 0.30

16 5 5 90 0.15 10.00 0 50 50 0.30

26 5 5 90 0.15 10.10 41 0 59 0.30

27 80 5 15 0.15 14.00 41 0 59 0.30

35 80 5 15 0.15 14.10 41 0 59 0.25

– – – – – 16.00 41 0 59 0.25
aA, B, C: mobile phases with 0.1% FOA prepared using H2O, ACN and MeOH, respectively.
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collision cell exit potential (CXP) values for MC, SF, 
TC, BL and FQ precursor/product ion pairs obtained 
in MRM mode are shown in Table 4. For BL and FQ, 
only protonated molecules [M + H]+ were observed and 
selected as precursor ions, and no adducts were noted. 
The two most abundant fragment ions were monitored for 
each compound. For target analytes, the most abundant 
transition was used for quantification purposes, whereas 
the second was used to confirm the identity of the 
substances.

The transition ERY-H2O could be monitored, because 
at pH below 7, ERY is immediately converted into its main 
degradation product ERY-H2O.21 All compounds showed a 
good chromatographic peak resolution.

Two chromatographic methods were developed to 
obtain an increase in substances sensitivity, because the 
physicochemical properties of the five antimicrobials 
classes analyzed were different. Both methods were 
used according to polarity and extraction of different 
pharmaceuticals.

SPE procedure

Sample preparation is a crucial step in environmental 
analysis. It is highly influenced by the physical and 
chemical properties of the studied analytes and the 
matrices. The main objectives are to concentrate the 
analytes in the sample, remove matrix interferences and 
prepare the analyte in the form suitable for subsequent 
chromatographic analysis. Usually, the sample preparation 
step includes adjusting the pH of the solution, plus the use 
of a chelator (EDTA) followed by an extraction procedure, 
extract treatment and final preparation for the following 
chromatographic analysis. In most of the methods presented 
in the literature, Oasis HLB® cartridge has been used. 
This cartridge usually works at a neutral pH. Because of 
their chemical composition (the combination of lipophilic 
divinylbenzene and hydrophilic N-vinylpyrrolidone 
polymers), they are capable of extracting acidic, neutral and 
basic compounds at a wide range of pH values including 
neutral pH.8,21-26

EDTA was used as a chelating agent, it is recommended 
in the analysis of antibiotic residues in environmental 
samples. A chelating agent was added to water samples, 
prior to extraction, in order to chelate metals that are 
found in water, making possible to achieve good extraction 
efficiencies.21

Ascorbic acid (ASA) was added to remove residual 
chlorine in DW, because it can react with some antibiotics, 
including CPF, CTC, DC, ERY, OTC, sulfamethoxazole and 
TC.27,28 It is important to do the removal of free chlorine 

in water samples, because this fact leads to a more precise 
analysis and resulting in a reliable data, without affecting 
the stability of the antibiotics in water.

DMC and AMPID5 were used as surrogate standards, 
they were added to the samples before extraction and were 
also used for the quantification of the samples. Internal 
standard/surrogate was therefore added to the sample to 
compensate the losses originated from both the sample 
preparation procedure and from matrix effects.

Table 5 presents the comparison between the developed 
method and the 1694 US EPA method.16 The lower amount 
of sample, consumables and time show that as a result, 
the developed method is faster and cheaper than the 
1694 US EPA method.16

Validation

Drug residues are frequently detected and quantified 
in aquatic environments. Unreliable analytical data can 
lead to misinterpretation and wrong decision-making. 
Therefore, the validation of the analytical method is 
important to obtain a correct analysis of the possible 
effects of these compounds on human health, as well as on 
non-target organisms. Methods developed by laboratories, 
that is, non-standardized, should be validated. Therefore, 
the validation of the analytical method is an important 
step to assure the reliability of the results and hence to 
enable a correct analysis of the possible effects of these 
compounds on human health, as well as on non-target  
organisms.

Sensitivity (LOD and LOQ)

The LOD and LOQ were estimated from the injection 
of spiked real samples (SW and DW). Results for each 
matrix are presented in Table 6 (SW) and Table 7 (DW). 
LODs calculated for SW samples were from 1 to 12 ng L-1 
and for DW samples were from 0.15 to 20 ng L-1. LOQs 
ranged from approximately 3 to 38 ng L-1 for SW samples 
and from 0.5 to 64  ng  L-1 for DW samples. It is worth 
mentioning that in the validated method, low LODs and 
LOQs were achieved for all antibiotics, even though low 
sample volumes were used for sample preconcentration. 
By reducing sample volume of complex samples such as 
river water samples, a decrease in matrix effects may be 
achieved.

IPR

The achieved recoveries for all target compounds 
ranged from 49 to 117% and from 50 to 110% for SW 
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Table 4. LC-MS/MS conditions for beta-lactams (BL), macrolides (MC), fluoroquinolones (FQ), tetracyclines (TC) and sulfonamides (SF)

Substance
Precursor 
ion (m/z)

Product ion 
(m/z)

DPa / V CEb / V CXPc / V

CTC 479.23 444.00 
462.01

121 29 
23

16 
16

DMC 465.21 448.10 
430.10

106 25 
33

16 
16

DC 445.31 428.10 
321.20

96 27 
43

16 
12

MTC 443.26 426.10 
201.10

126 25 
49

16 
16

OTC 461.20 426.20 
443.40

52 29 
19

34 
32

TC 445.27 410.10 
427.10

126 27 
19

16 
14

4-ECTC 479.22 462.00 
444.10

91 25 
31

16 
14

4-EOTC 461.19 426.20 
444.00

77 29 
23

16 
16

4-ETC 445.27 410.10 
427.10

96 29 
19

14 
16

DAP 249.30 156.00 
108.10

156 21 
31

20 
12

SCT 215.14 156.10 
108.00

71 15 
29

16 
14

SDM 311.16 156.30 
108.10

141 29 
41

10 
14

SFM 265.25 108.20 
156.20

96 37 
25

10 
10

SMT 279.21 124.10 
204.10

111 37 
25

16 
16

SMZ 254.18 156.10 
108.20

116 23 
33

16 
14

SQN 301.34 156.10 
108.10

141 25 
39

22 
12

STZ 256.30 156.10 
108.10

91 21 
33

16 
16

CFQN 529.09 134.10 
125.00

101 21 
77

14 
16

CFZL 455.09 323.10 
155.90

71 15 
23

24 
20

CFCL 368.06 106.10 
174.00

86 33 
19

14 
24

PENV 351.09 159.90 
113.90

56 15 
45

20 
20

AMPID5 355.11 111.00 
197.20

111 27 
23

18 
28

CPPN 424.06 152.00 
124.00

106 33 
59

24 
18

NAFC 415.16 199.10 
171.00

96 21 
47

16 
18

Substance
Precursor 
ion (m/z)

Product ion 
(m/z)

DPa / V CEb / V CXPc / V

PENG 335.17 160.10 
176.00

81 25 
29

8 
22

CLOX 436.02 277.20 
160.20

86 19 
21

20 
10

CFLX 348.19 158.00 
106.20

71 13 
41

16 
14

OXA 402.09 159.90 
243.00

101 19 
17

16 
16

CFTF 524.00 241.00 
124.90

121 23 
77

16 
18

CFDX 364.09 114.10 
208.00

71 27 
13

14 
12

DCLOX 470.03 160.10 
311.10

101 19 
21

16 
22

AMPI 350.16 106.10 
114.00

81 29 
41

14 
16

CFPZ 646.09 143.00 
530.00

111 45 
17

20 
18

DESAC 382.096 111.10 
112.10

106 63 
35

14 
14

AMOX 366.10 114.00 
208.10

91 31 
17

14 
16

TYL 916.62 174.10 
772.40

226 49 
39

18 
24

SPI 422.37 174.00 
144.90

126 29 
19

30 
22

TRO 772.48 158.10 
586.20

146 37 
25

16 
20

OLE 688.39 158.20 
544.40

136 35 
21

20 
18

ROX 837.46 158.20 
679.50

171 47 
29

16 
22

TILM 435.34 174.00 
695.60

106 33 
19

22 
22

CLA 748.52 158.20 
590.20

146 35 
25

16 
20

ERY-H2O 716.41 558.30 
158.10

146 23 
41

18 
14

AZI 749.56 158.10 
591.40

80 35 
35

12 
12

NOR 320.21 302.20 
231.10

111 31 
53

22 
14

CPF 332.21 231.10 
314.10

106 49 
31

18 
24

OFX 362.24 318.20 
261.20

136 27 
39

24 
20

MXF 402.21 384.10 
364.20

126 31 
39

28 
28

aDeclustering potential; bcollision energy; ccollision cell exit potential. CTC: chlortetracycline; DMC: demeclocycline; DC: doxycycline hyclate; 
MTC: methacycline; OTC: oxytetracycline; TC: tetracycline hydrochloride; 4-ECTC: 4-epichlortetracycline hydrochloride; 4-EOTC: 4-epioxytetracycline; 
4-ETC: 4-epitetracycline; DAP: dapsone; SCT: sulfacetamide; SDM: sulfadimethoxin; SFM: sulfamerazine; SMT: sulfamethazine; SMZ: sulfamethoxazole; 
SQN: sulfaquinoxaline; STZ: sulfathiazole; CFQN: cefquinome sulfate salt; CFZL: cefazolin; CFCL: cefaclor; PENV: phenoxymethylpenicillin potassium 
salt; AMPID5: ampicillin-d5; CPPN: cephapirin sodium salt; NAFC: nafcillin sodium salt; PENG: benzylpenicillin sodium salt; CLOX: cloxacillin sodium 
salt hydrate; CFLX: cefalexin hydrate; OXA: oxacillin sodium salt hydrate; CFTF: ceftiofur; CFDX: cefadroxila; DCLOX: dicloxacillin sodium salt 
hydrate; AMPI: ampicillin; CFPZ: cefoperazone; DESAC: desacetylcephapirin; AMOX: amoxicillin tryhidrate; TYL: tylosin tartarate; SPI: spiramycin; 
TRO:  troleandomycin; OLE:  oleandomycin; ROX: roxithromycin; TILM: tilmicosin; CLA: clarithromycin; ERY: erythromycin; AZI: azithromycin 
dehydrate; NOR: norfloxacin; CPF: ciprofloxacin hydrochloride; OFX: ofloxacin; MXF: moxifloxacin.
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and DW samples, respectively (Tables 6 and 7). Good 
performance with recoveries above 75% among 80% 
of the 46 analytes for the surface and drinking water 
sample was achieved. Only PENG samples showed 
recovery rates below of 40%. This fact can be explained 
by their instability in water, related to their chemical 
structure.21 High recoveries obtained for fluoroquinolones 
can be explained by the retention of these antibiotics 
in acidic conditions.21,24 Such recoveries are similar 
to those achieved by other studies depending on the  
analyte.8,18-23

In both matrices, the relative standard deviation (RSD) 
obtained are less than 58% for all analytes for repetitivity 
and repeatability, which is lower than values reported by 

Table 5. Comparisons between the developed method and the 
1694 US EPA16

Method developed 1694 US EPA method

Sample / mL 50 1000

EDTA 2 mL of 25 mg L-1 500 mg

Cartridge HLB 60 mg HLB 1000 mg

Washing water / mL 4 10

Drying / min 2 5

Solvent MeOH / mL 6 18

Solvent ACE / mL 2 3

Chromatographic 
method

2 3

EDTA: ethylenediaminetetracetic acid.

Table 6. Performance data for pharmaceuticals in surface water (SW)

Class Compound Recovery / %
Repetitivity 

(RSD / %; n = 6)
Repeatability 

(RSD / %; n = 12)
LOD / (ng L-1) LOQ / (ng L-1)

Tetracycline (TC) CTC 85 9 9 9 29
DMC 88 12 12 7 23
DC 82 9 7 10 32

MTC 91 16 11 6 19
OTC 92 12 12 5 16
TC 91 10 17 10 32

4-ECTC 89 14 15 2 6
4-EOTC 78 8 13 9 27
4-ETC 88 11 13 4 12

Sulfonamide (SF) DAP 49 15 32 3 9
SCT 89 17 47 3 9
SDM 57 10 13 7 22
SFM 80 10 31 5 16
SMT 65 12 13 8 26
SMZ 67 6 14 9 27
SQN 62 14 17 6 20
STZ 73 13 34 4 14

Fluoroquinolone (FQ) CPF 97 19 58 12 38
NOR 117 14 19 7 27
OFX 109 22 31 6 18
MXF 105 6 12 2 5

Beta-lactam (BL) CFQN 104 32 18 3 8
CFZL 104 12 6 4 13
CFCL 93 23 19 1 3
PENV 101 13 12 2 6
CPPN 107 18 8 3 11
NAFC 62 28 27 6 20
PENG 33 22 37 8 24
CLOX 91 18 10 10 33
CFLX 84 21 11 4 13
OXA 90 17 15 3 10
CFTF 97 7 8 6 19
CFDX 83 32 43 3 9

DCLOX 88 16 11 10 33
AMPI 100 26 19 10 33
CFPZ 107 22 10 2 7

AMOX 77 36 50 6 20
DESAC 87 15 12 3 9
AMPID5 97 14 8 2 7
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Class Compound Recovery / %
Repetitivity 

(RSD / %; n = 6)
Repeatability 

(RSD / %; n = 12)
LOD / (ng L-1) LOQ / (ng L-1)

Macrolide (MC) TYL 73 26 17 8 25
SPI 68 34 36 11 35

TRO 84 28 17 4 14
OLE 97 7 4 11 34
ROX 86 18 28 5 16
ERY 82 15 12 5 15

TILM 71 49 41 5 14
CLA 98 19 16 6 18
AZI 92 15 12 4 11

LOD: limits of detection; LOQ: limits of quantification; CTC: chlortetracycline; DMC: demeclocycline; DC: doxycycline hyclate; MTC: methacycline; 
OTC:  oxytetracycline; TC: tetracycline hydrochloride; 4-ECTC: 4-epichlortetracycline hydrochloride; 4-EOTC: 4-epioxytetracycline; 
4-ETC: 4-epitetracycline; DAP: dapsone; SCT: sulfacetamide; SDM: sulfadimethoxin; SFM: sulfamerazine; SMT: sulfamethazine; SMZ: sulfamethoxazole; 
SQN: sulfaquinoxaline; STZ: sulfathiazole; CPF: ciprofloxacin hydrochloride; NOR: norfloxacin; OFX: ofloxacin; MXF: moxifloxacin; CFQN: cefquinome 
sulfate salt; CFZL:  cefazolin; CFCL: cefaclor; PENV: phenoxymethylpenicillin potassium salt; CPPN: cephapirin sodium salt; NAFC: nafcillin 
sodium salt; PENG:  benzylpenicillin sodium salt; CLOX: cloxacillin sodium salt hydrate; CFLX: cefalexin hydrate; OXA: oxacillin sodium salt 
hydrate; CFTF: ceftiofur; CFDX: cefadroxila; DCLOX: dicloxacillin sodium salt hydrate; AMPI: ampicillin; CFPZ: cefoperazone; AMOX: amoxicillin 
tryhidrate; DESAC: desacetylcephapirin; AMPID5: ampicillin-d5; TYL: tylosin tartarate; SPI: spiramycin; TRO: troleandomycin; OLE: oleandomycin; 
ROX: roxithromycin; ERY: erythromycin; TILM: tilmicosin; CLA: clarithromycin; AZI: azithromycin dehydrate.

Table 6. Performance data for pharmaceuticals in surface water (SW) (cont.)

Table 7. Performance data for pharmaceuticals in drinking water (DW)

Class Compound Recovery / %
Repetitivity 

(RSD / %; n = 6)
Repeatability 

(RSD / %; n = 12)
LOD / (ng L-1) LOQ / (ng L-1)

Tetracycline (TC) CTC 85 18 23 11 34

DMC 80 20 19 5 17

DC 73 21 26 15 46

MTC 86 11 26 12 39

OTC 92 17 18 6 20

TC 86 10 12 6 18

4-ECTC 88 7 19 8 25

4-EOTC 77 13 9 6 20

4-ETC 88 11 12 6 19

Sulfonamide (SF) DAP 50 30 30 16 52

SCT 90 10 37 9 27

SDM 59 17 18 9 29

SFM 77 19 19 9 28

SMT 66 13 13 8 26

SMZ 66 11 12 11 34

SQN 53 21 19 11 34

STZ 80 13 30 7 23

Fluoroquinolone (FQ) CPF 99 19 11 12 38

NOR 99 14 10 3 11

OFX 94 22 12 5 16

MXF 101 6 7 2 6

Beta-lactam (BL) CFQN 72 16 26 9 29

CFZL 102 11 9 4 13

CFCL 90 22 15 20 64

PENV 105 10 5 8 24

CPPN 97 7 12 3 11

NAFC 66 19 19 7 23

PENG 37 26 23 5 15

CLOX 106 15 10 8 26

CFLX 76 17 21 4 12

OXA 97 10 8 7 22
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Class Compound Recovery / %
Repetitivity 

(RSD / %; n = 6)
Repeatability 

(RSD / %; n = 12)
LOD / (ng L-1) LOQ / (ng L-1)

Beta-lactam (BL) CFTF 94 10 15 9 29

CFDX 65 27 29 4 11

DCLOX 103 20 12 6 19

AMPI 82 16 14 14 44

CFPZ 102 8 9 6 20

AMOX 84 25 33 5 16

DESAC 99 8 9 3 10

AMPID5 95 8 10 5 14

Macrolide (MC) TYL 85 20 9 3 10

SPI 62 35 30 4 12

TRO 97 16 24 4 12

OLE 110 12 4 5 17

ROX 91 12 20 3 10

ERY 85 23 21 0.15 0.5

TILM 83 40 31 4 13

CLA 101 9 10 4 11

AZI 104 13 13 9 27

LOD: limits of detection; LOQ: limits of quantification; CTC: chlortetracycline; DMC: demeclocycline; DC: doxycycline hyclate; MTC: methacycline; 
OTC:  oxytetracycline; TC:  tetracycline hydrochloride; 4-ECTC:  4-epichlortetracycline hydrochloride; 4-EOTC:  4-epioxytetracycline; 
4-ETC: 4-epitetracycline; DAP: dapsone; SCT: sulfacetamide; SDM: sulfadimethoxin; SFM: sulfamerazine; SMT: sulfamethazine; SMZ: sulfamethoxazole; 
SQN: sulfaquinoxaline; STZ: sulfathiazole; CPF: ciprofloxacin hydrochloride; NOR: norfloxacin; OFX: ofloxacin; MXF: moxifloxacin; CFQN: cefquinome 
sulfate salt; CFZL:  cefazolin; CFCL:  cefaclor; PENV:  phenoxymethylpenicillin potassium salt; CPPN:  cephapirin sodium salt; NAFC:  nafcillin 
sodium salt; PENG:  benzylpenicillin sodium salt; CLOX:  cloxacillin sodium salt hydrate; CFLX:  cefalexin hydrate; OXA: oxacillin sodium salt 
hydrate; CFTF: ceftiofur; CFDX: cefadroxila; DCLOX: dicloxacillin sodium salt hydrate; AMPI: ampicillin; CFPZ: cefoperazone; AMOX: amoxicillin 
tryhidrate; DESAC: desacetylcephapirin; AMPID5: ampicillin-d5; TYL: tylosin tartarate; SPI: spiramycin; TRO: troleandomycin; OLE: oleandomycin; 
ROX: roxithromycin; ERY: erythromycin; TILM: tilmicosin; CLA: clarithromycin; AZI: azithromycin dehydrate.

Table 7. Performance data for pharmaceuticals in drinking water (DW) (cont.)

1694 US EPA method16 and high deviations may have 
occurred due to the validation of three different water 
source types. RSD values were acceptable, considering the 
specifications laid down by European Commission29 and 
by Codex Alimentarius Commission.30

The internal standard/surrogate recoveries and standard 
deviations for antibiotics in both SW and DW water are 
presented in Tables 6 and 7, respectively.

Linearity

The linearity was evaluated with matrix-matched 
analytical curve at six concentration levels. The results 
showed good linearity over the range of 25 to 1000 ng L-1 
with coefficient of determination (R²) greater than 0.97 for 
SW and greater than 0.94 for DW.

Method application

The method was applied to the analysis of nine SW 
and ten DW samples. According to the results, showed 
in Table 8, compounds were found present in eight out of 
nine SW samples. Antibiotics were not detected only in 

the adductor to the Ribeirão das Lajes SW samples. The 
results showed levels of AMOX, CFLX and SMZ as higher 
as 105 ng L-1. Also, concentrations of ERY, AZI, CLA up 
to 35 ng L-1 could be found in the river water.

CLA, CFCL, OXA, SMZ and TRO were detected in the 
lower range up to 10 ng L-1 in DW water (Table 9).

Figure 2 shows the MRM chromatograms of a 
contaminated SW samples with a maximum concentration 
of AMOX, CFLX, SMZ, ERY, AZI and CLA. The other 
antibiotics analyzed were below the method limits of 
detection (LOD).

Many compounds have been found worldwide in 
several different types of water. A recent review described 
that among 22 pharmaceuticals detected in SW around the 
world, about 13 are common in Brazil and other countries, 
being the most commonly detected antibiotics.9 Studies 
conducted by Locatelli et al.10 and Monteiro et al.11 in 
rivers located in São Paulo, Brazil, showed that NOR, 
AMOX, CFLX, CPF, SMZ, TC, trimethoprim, OTC and 
florfenicol were determined with a concentration between 
2.2 and 484 ng L-1 and in a river in Rio de Janeiro, Brazil, 
OTC and SMZ were detected in concentration between 44.1 
and 467 ng L-1, respectively.12 In SW samples from Dilúvio 
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Creek in Porto Alegre, Brazil, SMZ, CPF, NOR and AZI 
were detected between 15.7 and 572 ng L-1.13

The non-detection of TCs in water samples may be 
due to their strong adsorption on organic matter and, 
although TCs are very soluble in water and are weakly 
adsorbed by biomass, mechanisms like metal complexation 
likely played a significant role in the sorption of TCs 
into solids.11,14 Similarly, FQs were not found in water, 
possibly because these molecules are strongly adsorbed 
by sediment, especially when the concentration of Ca2+ 
and Mg2+ is high.14

Conclusions

The analytical method developed and validated, 
based on SPE followed by LC-MS/MS analysis, for the 
simultaneous extraction of beta-lactams, macrolides, 
fluoroquinolones, sulfonamides and tetracyclines classes, 
showed good performance. The achieved recoveries for 
all target compounds ranged from 49 to 117% and from 
50 to 110% for SW and DW samples, respectively. In 
both matrices, the obtained RSD are less than 58% for all 
analytes for repetitivity and repeatability, which is lower 

than values reported by 1694 US EPA method. As a result, 
a fast and cost-effective method was developed.

The developed and validated method in this study was 
applied to evaluate the occurrence of compounds in SW 
and DW from Rio de Janeiro. The results showed that 
several compounds are occasionally present at high levels, 
indicating that the evaluated rivers receive uncontrolled 
loads of wastewater of different sources and/or that these 
compounds are not efficiently removed in the wastewater 
treatment plant. The results highlight the worries related 
to the presence of these compounds in the environment, 
because of their possible ecotoxicological effects on 
non‑target organisms and on human health arising from 
the food chain via the water cycle.
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Table 8. River water results for surface water (SW) samples

Analyte

SW samples / (ng L-1)

Paraiba do Sul 
River

Macacos 
River

Queimados 
River

Guandu 
main dam

Piraí 
River

Guandu 
Lagoon

Santana 
River

Guandu 
River

AMOX 38.0 287.5 ND ND ND ND ND ND

SMZ DE 60.3 105.0 DE DE DE DE DE

CLA DE DE 39.2 DE ND ND ND ND

CFLX ND 575.5 ND ND ND ND ND ND

ERY-H2O ND ND DE DE DE DE ND ND

AZI ND ND 35.9 ND ND ND ND ND

DE: detected (> limit of detection (LOD); < limit of quantification (LOQ)); ND: not detected (< LOD). AMOX: amoxicillin tryhidrate; SMZ: sulfamethoxazole; 
CLA: clarithromycin; CFLX: cefalexin hydrate; ERY: erythromycin; AZI: azithromycin dehydrate.

Table 9. River water results for drinking water (DW) samples

Analyte
DW samples / (ng L-1)

Rio de Janeiro Belford Roxo Barra Mansa Volta Redonda Resende São Gonçalo

CFCL DE ND ND ND DE ND

SMZ ND DE ND ND DE DE

CLA ND DE DE ND ND ND

TRO ND ND DE ND ND ND

OXA ND ND ND DE ND ND

DE: detected; ND: not detected (below limit of detection). CFCL: cefaclor; SMZ: sulfamethoxazole; CLA: clarithromycin; TRO: troleandomycin; 
OXA: oxacillin sodium salt hydrate.
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Figure 2. MRM chromatograms of the surface water samples with of amoxicillin, cefalexin, sulfamethoxazole, erythromycin, azithromycin and 
clarithromycin.
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