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Resíduos de fármacos psicoativos em amostras ambientais têm recebido grande 
atenção nos últimos anos, devido ao elevado consumo, aos impactos que podem causar 
aos ecossistemas e, também, à saúde humana. Os objetivos deste estudo consistem 
em estabelecer métodos cromatográficos por meio de HPLC-DAD-FLD e LC-ESI-MS, 
verificar a ocorrência de seis fármacos antipsicóticos (risperidona, olanzapina, 
haloperidol, clozapina, clorpromazina e pimozida) em efluente hospitalar, avaliar o risco 
preliminar ecotoxicológico e propor processos avançados de oxidação para a 
degradação dos analitos na matriz de efluente hospitalar. Inicialmente, os 
procedimentos de extração em fase sólida e microextração líquido-líquido dispersiva 
foram otimizados através de planejamentos experimentais e, posteriormente, os 
procedimentos foram validados conforme recomendado por normativas nacionais e 
internacionais. Ambos os procedimentos de extração demonstraram boa linearidade, 
limites de quantificação <1,4 µg L-1, boa exatidão (recuperações de 70,2% a 101,2%) 
com RSD<20%, curvas analíticas com distribuição normal, homocedástica e resíduos 
independentes para todos analitos. Os procedimentos de extração foram aplicados para 
a quantificação dos seis antipsicóticos estudados durante uma semana de coleta, na 
qual olanzapina, clozapina, haloperidol, risperidona e clorpromazina foram encontrados 
em, pelo menos, um ponto de coleta. A avaliação preliminar do risco ecotoxicológico foi 
feita através do quociente de risco e, os analitos clozapina, clorpromazina e risperidona, 
apresentaram risco elevado. Para o estudo da degradação dos antipsicóticos foram 
utilizados os processos de fotólise e ozonização. Em ambos os processos, a 
degradação dos antipsicóticos selecionados foi avaliada em efluente hospitalar com 
diferentes valores de pH (5, 7 e 9), durante 60 min. Quando comparadas as eficiências 
dos processos pode-se concluir que os antipsicóticos apresentam maior degradação 
utilizando-se ozonização; e a degradação de todos os compostos ajustou-se à cinética 
de pseudo-primeira ordem em ambos os processos. Para o processo de fotólise, o 
antipsicótico que apresentou a menor taxa de degradação foi a clozapina, e, a 
clorpromazina, foi o antipsicótico degradado com maior eficiência, sendo que, para esse 
processo, o tempo de meia-vida dos analitos variou de 6,3 a 43,3 min. Quando aplicada 
a ozonização, os antipsicóticos clozapina e olanzapina demonstraram maior e menor 
taxa de degradação, respectivamente, e os tempos de meia-vida variaram de 3,9 a 15,1 
min. Assim, os processos avançados de oxidação demonstram ser alternativas (pré- 
e/ou pós-tratamento) pertinentes à remoção de resíduos de antipsicóticos da matriz 
efluente hospitalar, uma vez que, tais psicofármacos apresentam propriedades de 
persistência, bioacumulação e toxicidade à organismos não-alvo. 
 
Palavras-chave: Antipsicóticos, Efluente Hospitalar, Microextração Líquido-Líquido 
Dispersiva, Extração em Fase Sólida, Cromatografia Líquida, Processos Avançados de 
Oxidação. 
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Residues of psychoactive drugs in environmental samples have received great attention 
in recent years due to the high consumption and the impacts they can cause to 
ecosystems and also to human health. The objective of this study was to establish 
chromatographic methods of HPLC-DAD-FLD and LC-ESI-MS, to verify the occurrence 
of six antipsychotic drugs (risperidone, olanzapine, haloperidol, clozapine, 
chlorpromazine and pimozide) in hospital effluent, in order to evaluate the preliminary 
ecotoxicological risk and to propose advanced oxidation processes for the degradation of 
analytes in the hospital effluent matrix. Initially, the solid-phase extraction and liquid-
liquid dispersion microextraction procedures were optimized through experimental 
designs and, subsequently, the procedures were validated as recommended by national 
and international rules. Both extraction procedures showed good linearity, quantification 
limits <1.4 μg L-1, good accuracy (recoveries from 70.2% to 101.2%) with RSD<20%, 
analytical curves with normal and homocedastic distribution and independent residuos 
for all the analytes. Extraction procedures were applied to quantify the six antipsychotics 
studied during a week of collection, in which olanzapine, clozapine, haloperidol, 
risperidone and chlorpromazine were found in at least one collection point. Preliminary 
assessment of the ecotoxicological risk was carried out through the risk quotient, and the 
analytes clozapine, chlorpromazine and risperidone show high environmental risk. 
Photolysis and ozonation processes were used to study the degradation of the 
antipsychotics. In both processes, the degradation of the selected pychodrugs was 
evaluated in hospital effluent with different pH values (5, 7 and 9) for 60 min. When 
comparing the process efficiencies, it can be concluded that the antipsychotics show 
greater degradation by the ozonization, and the degradation of all compounds was 
conform to a pseudo-first-order kinetics, in both processes. For the photolysis, the 
antipsychotic showing the lowest rate of degradation was clozapine, and chlorpromazine 
was degraded with higher efficiency. For this process, the half-life of the analytes ranged 
from 6.3 to 43.3 min. Applying ozonation, the antipsychotics clozapine and olanzapine 
showed higher and lower degradation rates, and the half-life times ranged from 3.9 to 
15.1 min, respectively. Thus, advanced oxidation processes prove to be alternates (pre- 
and / or post-treatment) pertinent to the removal of antipsychotic residues from the 
hospital effluent matrix, since such psychoactive drugs show properties of persistence, 
bioaccumulation and toxicity to non-target organisms. 

 
Keywords: Antipsychotics, Hospital Effluent, Liquid-Liquid-Dispersive Microextraction, 
Solid Phase Extraction. Liquid Chromatography, Advanced Oxidation Processes. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

Um grande número de compostos químicos são utilizados pela população 

e acabam sendo introduzidos de forma direta ou indireta no meio ambiente. De 

fato, as atividades antropogênicas desempenham um papel importante quando 

nos referimos à contaminação de recursos hídricos e outros compartimentos 

ambientais (WANG et al., 2011). 

Contaminantes emergentes são produtos químicos sem regulamentação, 

que têm sido encontrados em matrizes ambientais e podem causar impactos 

desconhecidos sobre o meio ambiente e a saúde humana (DEBLONDE; 

COSSU-LEGUILLE; HARTEMANN, 2011). Dentre os contaminantes ambientais 

considerados emergentes, os fármacos têm recebido atenção especial. Isto 

devido ao elevado consumo, presença em baixas concentrações, entrada 

contínua por diversas vias e impactos que podem causar ao homem e ao meio 

ambiente, uma vez que são compostos biologicamente ativos e podem alterar a 

fisiologia e o comportamento de organismos não-alvo, mesmo estando em doses 

baixas (ABELLÁN et al., 2007; KÜMMERER, 2009; CORCORAN; WINTER; 

TYLER, 2010; AUKIDY et al., 2012; ARNOLD et al., 2013; AL AUKIDY; 

VERLICCHI; VOULVOULIS, 2014; MILLER et al., 2018).  

Alguns medicamentos psicotrópicos tais como os ansiolíticos, 

antiepilépticos, antidepressivos e antipsicóticos são caracterizados por agir 

diretamente sobre o sistema nervoso central (SNC) e estão entre as classes de 

medicamentos mais prescritos a nível mundial (CALISTO; ESTEVES, 2009; 

CALISTO; DOMINGUES; ESTEVES, 2011; TRAWIŃSKI; SKIBIŃSKI, 2017). 

Conforme o levantamento realizado pela Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária (Anvisa) cerca de 44% dos 143 tipos de medicamentos sob venda 

controlada no Brasil são empregados para tratamentos de transtornos mentais. 

Dentre os medicamentos controlados pela Anvisa, os antipsicóticos, indicados 

principalmente para tratamentos de esquizofrenias, correspondem a 16,1% e em 

seguida os antidepressivos que correspondem a 15,4% (ANVISA, 2011).  

Os fármacos são geralmente excretados através da urina e das fezes 

como uma mistura complexa do próprio composto inalterado e seus metabólitos, 

possuindo como destino principal a rede de esgotos (KHETAN; COLLINS, 2007; 
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KÜMMERER, 2009). As estações de tratamento de efluentes (ETEs) são 

designadas para a remoção de organismos patogênicos e a matéria orgânica e 

inorgânica suspensa. No entanto, as ETEs não são capazes de remover 

completamente os resíduos farmacêuticos e, portanto, são apontadas como a 

principal via de entrada destes contaminantes nos ambientes (PETROVIC et al., 

2009). 

O aparecimento de resíduos farmacêuticos em matrizes ambientais, 

principalmente nos últimos dez anos, está diretamente relacionado ao crescente 

consumo de medicamentos pertencentes à esta classe. Assim, faz-se necessário 

o estudo sobre os riscos ecotoxicológicos que estes contaminantes podem 

causar aos ecossistemas, bem como o estudo e aplicação de processos 

avançados de oxidação (PAOs) para a remoção dos psicofármacos presentes 

em efluentes hospitalares e urbanos. 
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1.1 OBJETIVOS 

 

O presente estudo tem como objetivos: 

 

 Estabelecer métodos cromatográficos para a separação e 

quantificação simultânea dos analitos por meio de cromatografia 

líquida acoplada ao espectrômetro de massas com fonte de 

ionização por eletronebulização (LC-ESI-MS) e cromatografia 

líquida acoplada ao detector de arranjo de diodos e fluorescência, 

sequencialmente (HPLC-DAD-FLD); 

 Otimizar e validar as metodologias de extração empregando 

extração em fase sólida (SPE) e microextração líquido-líquido 

dispersiva (DLLME) para a extração e pré-concentração dos 

analitos; 

 Determinar a concentração dos antipsicóticos clorpromazina, 

clozapina, haloperidol, olanzapina, risperidona e pimozida em 

amostras de efluente hospitalar durante o período de uma semana;  

 Avaliar o risco ambiental relativo ao descarte de antipsicóticos no 

efluente hospitalar do HUSM; 

 Otimizar e aplicar PAOs, tais como fotólise e ozonização para o 

estudo da degradação dos antipsicóticos selecionados. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 HOSPITAL UNIVERSITÁRIO DE SANTA MARIA  

 

O Hospital Universitário de Santa Maria (HUSM) foi fundado no ano de 

1970, encontra-se situado na Cidade de Santa Maria (latitude de 29º 43’ 02” S e 

longitude de 53º 43’ 4,2” O), e atualmente, é referência na área da saúde para a 

região central do Estado do Rio Grande do Sul (RS) (LIMA et al., 2010). O 

HUSM participa como órgão integrante da Universidade Federal de Santa Maria 

(UFSM), onde atua como hospital-escola, com a atenção voltada para o 

desenvolvimento do ensino, pesquisa e assistência em saúde (HUSM, 2016).  

O hospital psiquiátrico da UFSM foi o primeiro instalado em um Campus 

Universitário na América Latina desde 1972 (LIMA et al., 2010). O HUSM dispõe 

de uma unidade psiquiátrica conhecida por Unidade Psiquiátrica Paulo Guedes, 

que contém 22 leitos e recebe pacientes com transtornos psiquiátricos graves, 

em situação de surtos psicóticos, estados de alteração de humor, risco de 

suicídio e auto/heteroagressão (UPG/HUSM, 2012; EBSERH, 2013). A 

psiquiatria realiza em média 300 consultas por semana e 14400 consultas por 

ano, sendo que nos anos de 2012 e 2013 foram registradas 81 e 90 internações 

por mês, respectivamente (EBSERH, 2013).  

Todas as atividades relacionadas ao serviço de saúde resultam na 

produção de uma grande quantidade de resíduos líquidos e sólidos. Neste 

sentido, os hospitais representam uma contribuição considerável no consumo de 

água, aproximadamente 0,4 a 1,2 m3 de água por leito a cada dia (EMMANUEL 

et al., 2005). No ano de 2015, o consumo médio de água pelo HUSM foi 1,18 m3 

de água/leito a cada dia. Por mais que este valor se encontra dentro da média, 

pode ser considerado elevado quando comparamos com hospitais localizados 

em outros países (BRÉCHET et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015). 

O tratamento do esgoto gerado pelo HUSM é feito através de um sistema 

constituído por tanque séptico e tanque anaeróbio (Figura 1). Após passar por 

este sistema, o efluente tratado é lançado no córrego, que passa pelo Campus 
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da UFSM e deságua no arroio pertencente à sub-bacia hidrográfica do rio 

Vacacaí-Mirim (FRANK, 2008). 

 

Figura 1 - Representação da rede de esgoto (a) relacionada ao HUSM e o 
sistema de tratamento de efluentes: (b) efluentes gerados pelo HUSM, (c) tanque 
séptico, (d) tanque anaeróbio e (e) descarte no corpo hídrico receptor. 

 

 
 
Fonte: Adaptado de Frank, 2008; Wilde, 2011 e De Almeida et al., 2015 (FRANK, 
2008; WILDE, 2011; DE ALMEIDA et al., 2015). 
 

O Campus da UFSM localiza-se na porção intermediária da pequena 

bacia hidrográfica que define uma das nascentes do Rio Vacacaí-Mirim (Figura 

2). Esta bacia, possui área de 10 km², situa-se na região central do Estado do 

Rio Grande do Sul sendo que o Campus da UFSM ocupa 65% da área total 

dessa bacia (SILVA et al., 2002). Assim, os efluentes e resíduos gerados pela 

UFSM, especialmente aqueles gerados pelo HUSM podem provocar efeitos 

negativos e contribuir de modo a impactar e degradar a qualidade dos recursos 

hídricos. 
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Figura 2 – Mapa demonstrativo da bacia hidrográfica do rio Vacacaí-Mirim, que 
passa pelo campus da UFSM.  
 

 

 
 
Fonte: Adaptado de Paiva et al., 2006; UFSM, 2011 (PAIVA et al., 2006; UFSM, 
2011). 
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2.2 EFLUENTES HOSPITALARES 

 

Os efluentes hospitalares são caracterizados por apresentar uma matriz 

carregada de micro-organismos, metais, substâncias químicas tóxicas, 

elementos radioativos, substâncias quimicamente ativas e metabólitos. A 

descarga direta destes efluentes, sem tratamento preliminar, em sistemas de 

esgoto urbano e cursos d’água, constitui risco potencial para os ecossistemas 

(SUAREZ; LEMA; OMIL, 2009). 

Segundo o Conama, o efluente final gerado pelos hospitais é a soma dos 

resíduos gerados por cada área hospitalar que compõe este tipo de 

estabelecimento, como por exemplo, resíduos da cozinha, lavanderia, centro de 

material esterilizado, ambulatórios, áreas de internação, centros cirúrgicos, 

caldeiras, laboratórios de análises clínicas e anatomopatológicas, serviços de 

diálise, lanchonetes e banheiros (CONAMA, 2009). 

Além do uso terapêutico em hospitais, em alguns casos, o paciente 

recebe os medicamentos para dar continuidade ao tratamento em sua 

residência. Os resíduos farmacêuticos eliminados através da urina e fezes do 

paciente são direcionados às ETEs e alcançam o meio ambiente, muitas vezes 

sem receber tratamento adequado (KÜMMERER, 2001). 

Embora os métodos e a instrumentação analítica tenham afetado grandes 

avanços tecnológicos nas últimas décadas, a etapa de preparo de amostra ainda 

permanece como uma das etapas mais importantes do protocolo analítico 

(BORGES; FIGUEIREDO; QUEIROZ, 2015). Fatores como a baixa concentração 

e a grande variedade de resíduos farmacêuticos presentes no efluente 

hospitalar, desafiam o estabelecimento de processos para tratamento de águas 

residuais e pesquisas que visam a determinação de contaminantes orgânicos em 

matrizes ambientais (LUO et al., 2014). 

O Brasil não possui uma legislação específica que impõe limites máximos 

de resíduos (LMR) para fármacos no meio ambiente. No entanto, a portaria 

306/2004 da ANVISA permite que o descarte dos efluentes gerados por hospitais 

seja realizado através da rede de esgotos ou em corpo hídrico receptor, desde 

que atendam respectivamente as diretrizes estabelecidas pelos órgãos 

ambientais, gestores de recursos hídricos e de saneamento competentes 

(ANVISA, 2004). 
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2.3 RESÍDUOS DE PRODUTOS FARMACÊUTICOS NO MEIO AMBIENTE  

 

Compostos farmacêuticos são moléculas complexas com diferentes 

funcionalidades e propriedades fisico-químicas e biológicas. Eles são 

desenvolvidos e usados de acordo com sua atividade biológica específica, 

muitos são compostos polares e podem ser chamados de moléculas pequenas 

em virtude de suas baixas massas moleculares (KÜMMERER, 2009). Por sua 

persistência em águas de superfície, os fármacos podem ser considerados de 

grande potencial poluidor e, apesar da diluição, nada garante que determinadas 

espécies não sejam bioacumuladas (KÜMMERER, 2001). 

A nível mundial, resíduos de mais de 600 substâncias farmacêuticas têm 

sido encontrados em diversos compartimentos ambientais (KUSTER; ADLER, 

2014), sendo que os estabelecimentos que desenvolvem atividades relacionadas 

à saúde humana são consideradas as principais responsáveis pelo lançamento 

de resíduos farmacêuticos no ambiente (ESCHER et al., 2011; VERLICCHI et 

al., 2012). 

Os primeiros trabalhos relacionados à presença de compostos orgânicos 

em ambientes aquáticos foram publicados na década de 70 (KEITH, 1979). 

Atualmente, estudos de resíduos farmacêuticos no ambiente têm sido reportados 

em ETEs urbanos (BOROVA et al., 2014; SUBEDI et al., 2015), efluentes 

hospitalares (AUKIDY et al., 2012; SANTOS et al., 2013; YUAN et al., 2013; 

MENDOZA et al., 2015; AZUMA et al., 2016), águas superficiais (GRABIC et al., 

2012; BOIX et al., 2014; CALDAS et al., 2016), águas subterrâneas (LÓPEZ-

SERNA et al., 2013; K’OREJE et al., 2016), em solo (LI, 2014) e lodo das ETEs 

(GAGO-FERRERO et al., 2015; VERLICCHI; AL AUKIDY; ZAMBELLO, 2015; 

CERQUEIRA et al., 2018). 

A Figura 3 apresenta possíveis rotas dos fármacos quando descartados 

no ambiente. Além da excreção dos fármacos de uso humano e veterinário e 

seus metabólitos, outras formas de contaminação ambiental podem ocorrer 

através do uso do esterco e lodos das ETEs na agricultura como fertilizantes, da 

disposição inadequada de resíduos da indústria farmacêutica e do descarte 

incorreto de medicamentos não utilizados ou com o prazo de validade vencido 

(BILA; DEZOTTI, 2003; DAUGHTON, 2004). Os fármacos e seus produtos de 

transformação (metabólitos e produtos de degradação) podem contaminar os 
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recursos hídricos que abastecem a população, e futuramente podem vir a causar 

efeitos negativos à saúde humana e ao ambiente (MOMPELAT; LE BOT; 

THOMAS, 2009). 

 

Figura 3 – Possíveis rotas dos fármacos no meio ambiente. 
 

 
 
Fonte: Adaptado de KÜMMERER, 2008 (KÜMMERER, 2008). 

 

Não foram encontradas legislações que estabelecem os LMR para 

resíduos de produtos farmacêuticos no meio ambiente. Entretanto, existem 

discussões na comunidade científica em relação à algumas substâncias 

incluindo determinados pesticidas, ftalatos, hidrocarbonetos policíclicos 

aromáticos (HPAs) e desreguladores endócrinos, os quais já estão listados e 

exigem atenção prioritária (DEBLONDE; COSSU-LEGUILLE; HARTEMANN, 

2011; EUROPEAN UNION, 2013). 

O Laboratório de Pesquisa em Tratamento de Efluentes e Resíduos 

(LATER) da UFSM encontra-se inserido na UFSM e tem aplicado metodologias 

para a quantificação e avaliado a degradação oxidativa e/ou remoção de 

diferentes contaminantes orgânicos no efluente gerado pelo HUSM. Destacam-

se os fármacos (ou classes) e xenobióticos: amoxicilina (FRANK, 2008), beta-

bloqueadores (WILDE; MONTIPÓ; MARTINS, 2014), ciprofloxacina 

(VASCONCELOS et al., 2009), diclofenaco (MINETTO et al., 2012), 
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dexametasona (ARSAND; KÜMMERER; MARTINS, 2013), antimicrobianos 

(BRENNER et al., 2011), cefalosporinas e surfactantes não-iônicos 

(HENRIQUES, 2009), antiandrogêneos (BRENNER, 2013), antibióticos 

macrolídeos (MINETTO, 2013), ansiolíticos e antiepiléticos (DE ALMEIDA et al., 

2013), estatinas (MARTINS et al., 2017b), cocaína e metabólitos (MARTINS et 

al., 2017a), benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno (DA SILVA et al., 2013), 

parabenos (MAYER, 2013), hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (SILVA, 

2016) e anticânceres (SOUZA; REICHERT; MARTINS, 2018). Todos os 

trabalhos desenvolvidos no LATER até o momento confirmam que, a maioria dos 

fármacos e xenobióticos já estudados estão presentes no efluente do HUSM 

após o tratamento e, acabam sendo lançados no meio ambiente. 

 

2.4 ANTIPSICÓTICOS 

 

Conforme a Organização Mundial da Saúde (OMS), uma a cada 10 

pessoas apresenta algum tipo de transtorno mental (ONU, 2015). No Brasil, 23 

milhões de pessoas necessitam de algum atendimento em saúde mental e pelo 

menos 5 milhões de brasileiros sofrem com transtornos mentais graves e 

persistentes (ABP, 2010). 

A prescrição de fármacos psicoativos têm aumentado nas últimas 

décadas em muitos países. Nos Estados Unidos, os antipsicóticos ocupam a 

quinta posição na relação das classes terapêuticas mais utilizadas (LINDSLEY, 

2012). Na Alemanha os antipsicóticos são a classe de medicamentos mais 

utilizadas em hospitais, enquanto que em tratamentos domiciliares é a segunda 

classe terapêutica mais utilizada (KÜMMERER, 2008). 

Os medicamentos antipsicóticos são indicados principalmente para o 

tratamento da esquizofrenia (OPAS, 2018), a qual é caracterizada por ocasionar 

delírios e distúrbios no pensamento (sintomas positivos), juntamente com 

isolamento social e falta das respostas emocionais (sintomas negativos) (VAN 

OS; KENIS; RUTTEN, 2010). Para o tratamento de bipolaridade, distúrbios 

psicóticos e hiperatividade, também são empregados antipsicóticos de maneira a 

amenizar os transtornos que essas doenças mentais trazem ao seu portador 

(DAZZAN et al., 2005). 
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Os antipsicóticos podem ser classificados em típicos (ou de primeira 

geração) e atípicos (ou de segunda geração). Os antipsicóticos típicos foram os 

primeiros medicamentos desta classe produzidos, apresentam alta afinidade 

pelos receptores de dopamina e maior eficiência na redução de sintomas 

positivos da esquizofrenia (DAZZAN et al., 2005). Demonstram-se pouco 

eficazes para os sintomas negativos característicos da doença, e ainda podem 

produzir elevadas taxas de efeitos colaterais como problemas cardiovasculares, 

aumento do peso corporal, discinesia tardia e o desenvolvimento de diabete (DE 

SENA et al., 2003; WIEROŃSKA et al., 2015). 

Os antipsicóticos atípicos possuem menor afinidade pelos receptores 

dopaminérgicos e maior afinidade pelos receptores serotoninérgicos (5-HT2A) 

(DAZZAN et al., 2005). O uso de antipsicóticos atípicos reduz os sintomas 

negativos, alterações cognitivas, previne de recaídas, melhora a capacidade 

funcional e a qualidade de vida, também são menos propensos a causar 

discinesia tardia. Por estes motivos, atualmente os antipsicóticos atípicos são a 

escolha preferencial para o tratamento de doenças mentais (MIYAMOTO et al., 

2005). 

Os medicamentos antipsicóticos são compostos lipofílicos e apresentam 

alta absorção após a administração oral (JAVAID, 1994). Até 10% da dose 

ingerida pode ser eliminada de maneira inalterada pela urina e fezes dos 

pacientes que receberam a medicação (SHEEHAN et al., 2010), embora estas 

parcelas sejam baixas, dependendo do número de doses que o hospital uliliza, 

estes valores podem tornar-se relevantes de modo a afetar os ecossistemas. 

Pode-se destacar como principais metabólitos gerados pelos 

antipsicóticos, a 9-hidroxirisperidona produzida pela risperidona (ZHANG; 

TERRY; BARTLETT, 2007), a norclozapina e a desmetilclozapina que são 

produzidos pela clozapina (MERCOLINI et al., 2007), a olanzapina produz como 

metabólito a 10-N-glicuronida e a 4-N-desmetil olanzapina (WEIGMANN et al., 

2001) e para o haloperidol destaca-se o haloperidol reduzido como principal 

metabólito (DESAI et al., 2003). Para a clorpromazina, teoricamente são 

possíveis 168 metabólitos, e destes 77 já foram identificados, sendo que alguns 

metabólitos podem ser detectados até 18 meses após a última dose do 

medicamento consumida (TRAUTWEIN; KÜMMERER, 2012).  
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Conforme as propriedades físico-químicas dos antipsicóticos selecionados 

apresentadas na Tabela 1, os seis analitos são bases fracas com constante de 

acidez (pKa) maior que 7, e a maioria dos antipsicóticos estudados encontra-se 

na forma protonada em pH ambientais (pH ~ 7). 

Dentre os analitos selecionados, a pimozida é o mais hidrofóbico com 

coeficiente de partição octanol-água (log Kow) de 6,3 para a espécie neutra. Por 

outro lado a risperidona apresenta o menor valor para log Kow, demonstrando a 

sua maior hidrofilicidade. 

Geralmente, o log Kow não é a maneira mais adequada de descrever as 

características físico-químicas para fármacos e, em termos de biota e meio 

ambiente, pode-se assumir o coeficiente de partição lipossoma-água (log Dlipw) 

como o melhor descritor de possíveis efeitos. Deste modo, a pimozida 

apresenta-se como o composto mais lipofílico e com maior potencial de 

bioacumulação, seguido da olanzapina, clozapina, haloperidol, clorpromazina e a 

risperidona. Assim, espera-se que a pimozida e olanzapina apresentem efeitos 

mais tóxicos para a biota, enquanto que a risperidona é o antipsicótico que 

apresenta menores efeitos. 
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Tabela 1- Informações dos antipsicóticos estudados. 

Antipsicótico Fórmula estrutural 
Classe e 

classificação ATC* 
Classificação pKa Log kow 

Log Dlipw 

(pH 7,4) 

Consumo (g/ano) 

no HUSM 

Clorpromazina 

 

Fenotiazinas alifáticas 
(N05AA01) 

Típico 9,3 5,35 2,74 504 

Clozapina 

 

Dibenzodiazepina 
(N05AH02) 

Atípico 
7,35 
15,9 

3,94 3,12 202 

Haloperidol 

 

Butirofenona 
(N05AD01) 

Típico 
8,05 
13,9

6 
4,3 2,93 72 

Olanzapina 

 

Tienobenzodiazepina 
(N05AH03) 

Atípico 
7,24 
13,1

7 
3,78 3,16 54 

Pimozida 

 

Difenilbutiropiridina 
(N05AG02) 

Típico 
8,38 
12,9 

6,3 4,80 0 

Risperidona 

 

Benzisoxazol 
(N05AX08) 

Atípico 8,76 3,49 1,25 21 

*ATC- classificação Química Terapêutico Anatômica.                              Fonte: Calculator Plugin (CHEMICALIZE, 2018).
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2.5 PREPARO DE AMOSTRAS PARA DETERMINAÇÃO DE FÁRMACOS 

ANTIPSICÓTICOS  

 
A etapa de preparo de amostra é essencial no processo analítico. Apesar dos 

grandes avanços instrumentais, na maioria dos casos é necessário uma etapa de 

pré-concentração e/ou separação dos analitos e interferentes, principalmente 

quando a matriz apresenta elevada complexidade e os analitos estão presentes em 

baixas concentrações (ANDRUCH et al., 2013), como é o caso dos efluentes 

hospitalares. 

A grande maioria dos trabalhos encontrados na literatura empregam a 

metodologia de SPE aliada à técnicas instrumentais hifenadas, como a 

cromatografia líquida acoplada ao espectrômetro de massas em série (LC-MS/MS) 

para a extração e quantificação de antipsicóticos, respectivamente. Embora técnicas 

de microextração tenham recebido atenção especial devido às suas vantagens 

frente à outras técnicas de extração, para a determinação de antipsicóticos em 

matrizes ambientais foi encontrado somente um estudo (CALDAS et al., 2016). 

Na Tabela 2 estão listados os trabalhos relacionados à determinação dos 

antipsicóticos selecionados em matrizes ambientais. É possível perceber que as 

concentrações de antipsicóticos neste tipo de matriz são baixas e que, também, 

pode-se evidenciar um número crescente de estudos sobre esta classe de 

medicamentos em efluentes e águas superficiais, nos últimos seis anos, 

demonstrando preocupação que há mais de dez anos não se tinha. A maioria dos 

trabalhos encontrados na literatura investigam a determinação de várias classes de 

fármacos, sendo que para a classe dos antipsicóticos, destacam-se os 

antipsicóticos de segunda geração como a clozapina, risperidona e olanzapina. 

Basicamente, todos trabalhos encontrados empregam a metodologia de SPE 

para extração e a técnica instrumental de LC-MS/MS para a quantificação. Isto se 

deve à algumas vantagens da técnica de LC-MS/MS frente ao HPLC-DAD: baixos 

LOD e LOQ obtidos por esta técnica; menor consumo de solvente; menores 

quantidades de amostra; confiança na detectabilidade; menores tempos de análise 

por amostra, e, a praticidade. 
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Tabela 2- Levantamento dos trabalhos realizados que visam a determinação de antipsicóticos em matrizes ambientais. 
 

 
Analitos 

 
Amostra 

 
Preparo da amostra 

 
Técnica de 

análise 

 
Referência 

Concentração 
(ng L-1) 

Risperidona 
Efluente urbano, 

águas superficiais e 
água potável 

SPE 
(HLB, 200 mg) 

 
LC-MS/MS 

(VANDERFORD; 
SNYDER, 2006) 

0,25  –  2,5 

Risperidona Efluente SPME LC-MS/MS 
(UNCETA et al., 

2010) 
0  –  364 

Olanzapina e 
risperidona 

Efluentes urbanos e 
águas superficiais 

SPE 
(Oasis HLB 60 mg) 

 
LC-MS/MS 

(GRACIA-LOR; 
SANCHO; 

HERNÁNDEZ, 
2011) 

<48 – 58 
- 

Haloperidol Águas superficiais 
SPE 

(Oasis HLB, 200 mg) 
 

LC-MS/MS 
(K’OREJE et al., 

2012) 
- 

Haloperidol e 
risperidona 

Águas superficiais e 
efluentes doméstico 

SPE 
(Oasis HLB, 200 mg) 

LC-MS/MS 
(GRABIC et al., 

2012) 
- 

Olanzapina 
Águas superficiais e 

efluente 
SPE 

(Oasis HLB, 60 mg) 

 
LC–QTOF/MS 

 

(GRACIA-LOR et 
al., 2012) 

0 

Clozapina, 
olanzapina e 
risperidona 

 
Efluentes hospitalares 

e urbanos 
SPE (discos HLB) LC-MS/MS 

(YUAN et al., 
2013) 

15  –  13,200 
0,3  –  127 

3  –  69 

Olanzapina 
Efluente hospitalar e 

urbano 
SPE 

(Oasis HLB, 60 mg) 
LC-MS/MS 

(SANTOS et al., 
2013) 

0  –  236 

Haloperidol 
Água superficial e 

água de beber 
SPE 

(Strata X, 200 mg) 
 

LC-MS/MS 
(SILVEIRA et al., 

2013) 
100 

 
Haloperidol e 
risperidona 

ETE urbanos 
SPE 

(Oasis HLB, 200 mg) 
LC-MS/MS 

(LOOS et al., 
2013) 

Até 2692 

Olanzapina 
Efluentes urbanos, 

águas subterrâneas e 
água potável 

SPE 
(Oasis HLB, 60 mg) 

LC-MS/MS 
(PETROVI et al., 

2014) 
- 
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-: Não foi encontrado. 

 
 
Fonte: Autora 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Clorpromazina, 
Clozapina, 
olanzapina, 
risperidona 

ETE hospitalares 
SPE (Strata-X e 

Strata-XC, 
ambos 200 mg) 

 
LC-MS/MS 

(BOROVA et al., 
2014) 

<4,9 
<2,5 – 47,7 

<0,4 
<0,15 – 3,2 

 
Olanzapina 

Efluente urbano, 
águas superficiais 

SPE 
 

LC-MS/MS 
(BOIX et al., 

2014) 
- 

 
Risperidona e 

olanzapina 

Águas superficiais, 
subterrâneas e 

efluentes urbanos 

SPE 
(Oasis HLB, 200 mg) 

 
LC–QTOF/MS 

 

(HERNÁNDEZ et 
al., 2014) 

- 

Clozapina Efluente urbano 
SPE 

(Oasis HLB, discos) 
LC-MS/MS 

(SHENG et al., 
2014) 

53,4 – 163,9 

Risperidona Águas residuais 
SPE 

(Oasis HLB, 200 mg) 
LC-MS/MS 

(VERGEYNST et 
al., 2015) 

0  –  364 

Clozapina ETE urbanos 
SPE 

(Oasis HLB 10 mg) 
LC-MS/MS 

(GURKE et al., 
2015) 

101,6  –  181,8 

Clozapina Água superficial 
SPE 

(Oasis HLB 60 mg) 
HPLC-MS/MS 

(MATONGO et 
al., 2015) 

2180  –  8890 

Haloperidol Água superficial SD-DLLME LC-MS/MS 
(CALDAS et al., 

2016) 
0 – 40 
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2.5.1 Extração em fase sólida 

 

A SPE é uma das metodologias mais utilizadas para o preparo de 

amostras onde os analitos estão presentes em nível de traço (faixa de ng L-1 a µg 

L-1). Pelo fato das concentrações serem muito baixas, é necessário uma etapa 

de concentração dos analitos, a fim de atingir-se o nível de detecção do 

instrumento utilizado e a remoção dos principais interferentes (NÚÑEZ et al., 

2012). Esta metodologia de extração é comumente usada para extração de 

analitos semivoláteis e não voláteis de amostras líquidas, porém também pode 

ser utilizada para amostras sólidas pré-extraídas por solventes (VIDAL; 

RIEKKOLA; CANALS, 2012). 

O princípio da SPE consiste na partição dos compostos entre a fase 

líquida (amostra) e a fase sólida (sorbente), sendo que o analito deve apresentar 

maior afinidade pela fase sólida (KATAOKA, 2003; NOVÁKOVÁ; VLČKOVÁ, 

2009). As forças intermoleculares entre as fases influenciam a retenção e 

eluição, a retenção pode envolver interações não-polares, polares ou iônicas, já 

a quantidade de sorbentes disponíveis para SPE, fornecem uma ampla gama de 

interações (KATAOKA, 2003). 

Os analitos presentes em uma matriz aquosa são extraídos após a 

passagem desta por um cartucho contendo um tipo de sorbente sólido. Em 

seguida, um solvente orgânico, seletivo, é utilizado para remover os 

interferentes, e então outro solvente é usado para a remoção dos analitos, os 

quais estão aderidos na fase sólida.  

Como vantagens frente a extração líquido-líquido, destacam-se na SPE: o 

menor consumo de solventes orgânicos, altas porcentagens de recuperações 

dos analitos, menor produção de resíduos, ausência de emulsões capacidade de 

aumentar seletivamente a concentração do analito e disponibilidade comercial de 

muitos equipamentos e sorbentes (KATAOKA, 2003). Por outro lado, as 

desvantagens que a SPE apresenta são o elevados tempo de extração e o alto 

custo de cartuchos e outros materiais, como os maninfolds. 

Durante a otimização da metodologia SPE, fatores como a escolha do tipo 

e a quantidade do sorbente, volume de amostra e tipo e volume de solventes 

para ativação e eluição dos analitos do cartucho, são parâmetros que devem ser 

estudados antes e durante a execução da técnica (CALDAS et al., 2011). 
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Na Figura 4, estão demonstradas as etapas envolvidas no procedimento 

de SPE. 

 

Figura 4 – Etapas envolvidas na SPE. 
 

 

 

Fonte: Adaptado de Caldas e colaboradores (CALDAS et al., 2011). 
 

 

2.5.2 Microextração líquido-líquido dispersiva 

 

 A Microextração Líquido-Líquido Dispersiva (DLLME) foi desenvolvida por 

Rezaee e colaboradores em 2006, inicialmente, proposta para a determinação 

de HPAs em água (REZAEE et al., 2006). Atualmente, esta metodologia se 

destaca no desenvolvimento e aplicação de metodologias para extração de 

compostos orgânicos em matrizes ambientais, biológicas e alimentares, devido a 

fácil operação, rapidez, baixo custo, baixo consumo de solventes orgânicos, 

valores de recuperações aceitáveis e compatibilidade com as técnicas 

instrumentais cromatográficas (CALDAS et al., 2011). 

 Na DLLME, os analitos são particionados através do uso de pequenos 

volumes de uma mistura constituída pelos solventes dispersor e extrator, para 

extrair e concentrar os analitos. O solvente dispersor deve ser miscível na 

amostra (fase aquosa) e no solvente extrator (fase orgânica) constituindo, assim, 
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um sistema ternário de fases. Dessa forma, os analitos são concentrados no 

solvente extrator que, após determinado tempo, com auxílio de centrifugação, 

será sedimentado no frasco e recolhido para ser analisado pela técnica 

instrumental mais adequada (BORGES; FIGUEIREDO; QUEIROZ, 2015).  

Alguns fatores podem influenciar no processo de extração da DLLME, 

como o tipo e volume de solvente extrator e dispersor, o tempo de extração, o 

pH da amostra e a força iônica. O solvente extrator, considerado o fator mais 

importante, deve apresentar maior densidade que a água, capacidade de extrair 

os compostos de interesse e uma boa performance cromatográfica (CALDAS et 

al., 2011).  

Algumas adaptações, tais como o uso de ultrassom e vórtex tem sido 

aplicadas juntamente com a DLLME. O emprego do ultrassom pode facilitar a 

extração dos analitos, promover um aumento na eficiência de extração devido às 

vibrações ultrassônicas produzirem microgotas, ou seja, melhora a dispersão do 

solvente extrator e evita a redução do coeficiente de partição dos analitos no 

solvente extrator (DU et al., 2010; BORGES; FIGUEIREDO; QUEIROZ, 2015). 

Por outro lado, o emprego do ultrassom pode levar a degradação dos analitos 

(ANDRUCH et al., 2013), nestes casos a DLLME assistida por vórtex pode ser 

útil para as extrações dos analitos contidos na matriz. Além disso, quando é 

empregado o vórtex, a dispersão é termodinamicamente menos estável, o que 

permite uma melhor separação da fase sedimentada. 

Na Figura 5 estão demonstradas as etapas envolvidas na DLLME. 

Além de não ter sido encontrado na literatura o emprego da metodologia 

de DLLME para a extração simultânea dos seis antipsicóticos de interesse em 

efluente hospitalar, também pode-se ressaltar que neste estudo foram realizadas 

tentativas para reduzir ao máximo o emprego do solvente clorado (tetracloreto de 

carbono) como extrator, tendo em vista sua elevada toxicidade, tanto para a 

preservação da saúde do analista, quanto para a do meio ambiente (OSHA, 

2016).  
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Figura 5 – Etapas envolvidas na DLLME.  
 

 

Fonte: Adaptado de Martins e colaboradores (MARTINS et al., 2012). 
 

2.6 PLANEJAMENTO FATORIAL 

 

O desenvolvimento e a otimização de metodologia analítica envolvem um 

grande número de etapas experimentais e, consequentemente, geram um 

grande volume de dados. Assim, tornou-se necessário o emprego de 

tratamentos mais complexos do ponto de vista matemático e estatístico, com a 

finalidade de obterem-se respostas precisas e interpretações seguras.  

Muitas vezes, durante o procedimento de otimização de uma metodologia, 

as variáveis experimentais são avaliadas considerando o efeito de uma variável 

por vez (CUNICO et al., 2008). Algumas desvantagens da otimização univariada 

são o tempo gasto para otimização, o maior número de experimentos e o maior 

consumo de reagentes (CUNICO et al., 2008; BEZERRA et al., 2016). 

O processo de otimização tem como objetivo melhorar o desempenho de 

um procedimento, de modo a alcançar os melhores resultados (BEZERRA et al., 

2016). Em uma metodologia analítica, vários fatores podem influenciar na 
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magnitude das respostas obtidas, dessa forma o termo otimização tem sido 

empregado para designar um set de experimentos a serem realizados para 

encontrar a condição mais adequada e as melhores respostas analíticas 

(BEZERRA et al., 2016). 

 

2.7 VALIDAÇÃO DE MÉTODOS ANALÍTICOS 

 

O desenvolvimento de um método analítico, a adaptação ou 

implementação de métodos conhecidos, envolve o processo de avaliação para 

estimar sua eficiência na rotina do laboratório. Esse processo costuma ser 

denominado de validação (MESQUITA BRITO et al., 2003). 

A validação de metodologias analíticas é um requisito importante na 

prática da análise química. Os resultados obtidos no estudo de validação podem 

ser empregados para julgar a qualidade, a confiabilidade e a consistência dos 

resultados (EURACHEM, 1998; ANVISA, 2003; RAMBLA-ALEGRE; ESTEVE-

ROMERO; CARDA-BROCH, 2012). Alguns parâmetros, tais como a linearidade 

e a faixa linear de trabalho, precisão, exatidão, limites de detecção e de 

quantificação, seletividade, robustez e efeito matriz são requeridos como 

evidência do estudo da validação do método analítico (ANVISA, 2003; ALBANO; 

RAYA-RODRIGUEZ, 2009; INMETRO, 2011). 

 

2.7.1 Linearidade e faixa linear de trabalho 

 

A linearidade está relacionada à capacidade do método em fornecer 

resultados diretamente proporcionais às concentrações dos analitos, dentro de 

uma determinada faixa de aplicação. A relação matemática entre o sinal e a 

concentração pode ser expressa como uma equação polinomial de primeiro 

grau, y = ax + b (INMETRO, 2011). 

Além dos coeficientes “a” e “b”, é possível calcular, a partir dos pontos 

experimentais, o coeficiente de correlação (r) e o coeficiente de determinação 

(r2). A Anvisa recomenda r igual ou superior a 0,99, já o INMETRO recomenda 

que o valor esteja acima de 0,90. 
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A faixa de trabalho deve cobrir a faixa de aplicação para a qual o ensaio 

vai ser usado e a concentração mais esperada da amostra deve, sempre que 

possível, estar situada no centro da faixa de trabalho e deve, também, atender 

os requisitos de precisão e exatidão (INMETRO, 2011). Entretanto, apenas o 

valor do coeficiente de correlação não é suficiente para garantir a adequação do 

ajuste linear à curva. Deve-se avaliar a possibilidade da presença de resíduos ou 

pontos mal distribuídos ao longo da faixa linear. Sendo que o ajuste da equação 

matemática é feito pelo método dos quadrados mínimos, no qual a melhor reta é 

aquela que fornece o menor valor para a soma quadrática dos resíduos (Q) 

obtidos entre o sinal analítico medido e o sinal analítico predito, para um 

conjunto de N pontos experimentais (RIBEIRO; FERREIRA, 2008). 

 

2.7.2 Limite de detecção  

 

O limite de detecção (LOD, do idioma inglês, Limit of Detection) 

representa a menor concentração da substância em estudo que pode ser 

detectada, mas não necessariamente quantificada, utilizando um determinado 

procedimento experimental (EURACHEM, 1998).  

O LOD pode ser calculado de três maneiras diferentes: pelo método 

visual, método da relação sinal ruído e método baseado em parâmetros da curva 

analítica (RIBANI et al., 2004). Para este último método, utiliza-se a Equação 1 

 

                                   (Equação 1) 

Onde: 

s: Desvio-padrão da resposta; 

S: Coeficiente angular da equação de calibração. 

 

2.7.3 Limite de quantificação  

 

O limite de quantificação (LOQ, do idioma inglês, Limit of Quantification) é 

definido como a menor concentração do analito, que pode ser quantificado na 

amostra, com exatidão e precisão aceitáveis sob as condições experimentais 

adotadas (EURACHEM, 1998). 
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A determinação do LOQ representa um compromisso entre concentração, 

precisão e exatidão exigidas. Isto significa que, quando decresce o nível de 

concentração do LOQ, a medição torna-se menos precisa. Se houver 

necessidade de maior precisão, uma concentração maior deve ser registrada 

para o LOQ (RIBANI et al., 2004). Para tal, utiliza-se a seguinte Equação 2: 

 

                                        (Equação 2) 

 

Considera-se o valor real do LOQm (μg L-1), como sendo a menor 

concentração que, ao ser fortificada na matriz, apresenta recuperações entre 70 

e 120%, com RSD menor ou igual a 20% (SANTE, 2018). 

 

2.7.4 Exatidão e recuperação 

 

Exatidão representa o grau de concordância entre os resultados 

individuais encontrados em um determinado ensaio e um valor de referência 

aceito como verdadeiro (INMETRO, 2007).  

A recuperação é a quantidade do analito remanescente na determinação 

final de uma amostra, após a sua adição, comumente a uma amostra isenta do 

analito (amostra “branco”) antes do procedimento de extração e sempre é 

considerada dentro de certos limites, a um dado nível de confiança, ou seja, 

sempre associada a valores de precisão. Estes limites podem ser estreitos em 

níveis de concentração elevados e mais amplos em níveis de traços 

(EURACHEM, 1998; RIBANI et al., 2004). 

Os valores de recuperação são calculados pela Equação 3 e, geralmente, 

expressos em porcentagem. Os intervalos aceitos devem estar entre 70 e 120% 

para a maioria dos métodos analíticos (SANTE, 2018). 

 

                             (Equação 3)   

 
Onde: 
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C1 = Concentração do analito determinada na amostra fortificada; 

C2 = Concentração do analito na amostra não fortificada; 

C3 = Concentração do analito adicionada à amostra fortificada. 

 

2.7.5 Precisão 

 

A precisão representa a dispersão de resultados entre os ensaios 

experimentais. Esta medida indica a tendência de maior ou menor afastamento 

(erro) entre os resultados do ensaio (ALBANO; RAYA-RODRIGUEZ, 2009). 

Usualmente, a precisão é expressa pelo desvio padrão relativo (RSD, do idioma 

inglês, Relative Standard Deviation), através da Equação 4: 

 

                                 (Equação 4) 

 

Sendo: 

s = estimativa do desvio padrão absoluto; 

xm = valor médio determinado; 

 

A precisão é normalmente determinada para circunstâncias específicas de 

medição e as três formas mais comuns de expressá-la são: por meio da 

repetitividade, precisão intermediária e da reprodutibilidade, sendo usualmente 

expressas pelo desvio padrão relativo e coeficiente de variação (INMETRO, 

2011). 

 Repetitividade: Precisão da medida de um analito, usando o mesmo 

método nas mesmas amostras e no mesmo laboratório em um curto 

período de tempo, durante o qual não ocorrem diferenças nos materiais, 

equipamentos utilizados e/ou analistas envolvidos (SANTE, 2018). 

 Precisão intermediária: Indica o efeito das variações dentro do laboratório 

devido a eventos como diferentes analistas, dias e equipamentos (RIBANI 

et al., 2004). 

 Reprodutibilidade: Precisão da medida de um analito, usando o mesmo 

método em mais de um laboratório, por diferentes analistas, ou durante 
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um período no qual diferenças nos materiais e equipamentos possam 

ocorrer (SANTE, 2018). 

 
A precisão intermediária representa a variabilidade dos resultados do 

laboratório e pode ser expressa através da estimativa do RSD (ANVISA, 2003; 

INMETRO, 2011). O Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento 

estabelece que os estudos de precisão intermediária devem ser conduzidos 

considerando três diferentes níveis de concentração e as determinações devem 

ser realizadas em 6 repetições. 

 

2.7.6 Seletividade 

 

A seletividade é a capacidade de avaliar, de forma inequívoca, as 

substâncias em análise na presença de componentes que podem interferir com a 

sua determinação em uma amostra complexa (EURACHEM, 1998). A verificação 

da seletividade do método deve ser feita a partir da comparação entre os sinais 

advindos do processamento da matriz, do extrato fortificado e do analito 

(ALBANO; RAYA-RODRIGUEZ, 2009). 

Uma matriz complexa pode conter componentes que interferem no 

desempenho da medição. Os interferentes podem aumentar ou reduzir o sinal, e 

a magnitude do efeito também pode depender da concentração (INMETRO, 

2011). 

 

2.7.7 Efeito matriz 

 

O efeito matriz tem sido amplamente estudado e reconhecido como uma 

fonte de erros na análise quantitativa de uma série de tipos de amostra 

(NIESSEN; MANINI; ANDREOLI, 2006). Normalmente, o efeito matriz é causado 

pela interferência dos componentes da matriz que eluem no mesmo tempo de 

retenção que o analito. Quando se trabalha com matrizes complexas e com 

baixas concentrações dos analitos, a avaliação do efeito matriz é de grande 

importância para evitar resultados errôneos. 

Pode-se empregar dois métodos para verificar o efeito matriz. O primeiro 

método baseia-se na comparação entre as áreas obtidas das soluções analíticas 
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em solvente orgânico e das áreas obtidas através das soluções analíticas 

preparadas no extrato “branco” da matriz. Para o cálculo do efeito matriz 

observado em cada nível de concentração estudado, podemos empregar a 

Equação 5. 

 

                (Equação 5) 

 
Onde: 

A1 = Média das áreas de cada analito da solução analítica, preparada em 

matriz, numa dada concentração; 

A2 = Média das áreas de cada analito da solução analítica, preparada em 

solvente, numa dada concentração; 

 

Outra maneira de avaliar o efeito matriz é através da comparação das 

inclinações das curvas analíticas preparadas em solvente orgânico e em extrato 

“branco” da matriz, de acordo com a Equação 6 

 

                    (Equação 6) 

Sendo: 

Sm = Inclinação da curva preparada em extrato “branco” da matriz; 

Ss = Inclinação da curva preparada em solvente orgânico; 

 

Através das Equações 5 e 6 é possível determinar se a matriz exerce 

efeito positivo (acréscimo na intensidade do sinal) ou negativo (supressão do 

sinal) sobre o resultado da análise. Quando os valores do efeito matriz 

encontram-se na faixa de -20% e 20% é considerado aceitável e este efeito não 

é significativo, pois esta variação esta próxima aos valores de repetibilidade 

(FERRER et al., 2011). No entanto, quando o efeito matriz oscila de -50% e -

20% ou 20% e 50% temos um efeito moderado, e se os valores encontram-se 

abaixo de -50% e acima de 50% este é considerado forte (FERRER et al., 2011). 

Assim, quando o efeito matriz apresentar valores fora da faixa aceitável, é 

necessário eliminar/compensar este efeito, o que pode ser feito  utilizando-se 
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soluções analíticas preparadas no extrato da matriz (ZROSTLÍKOVÁ et al., 

2001). 

 

2.8 PROCESSOS AVANÇADOS DE OXIDAÇÃO 

 

Os produtos farmacêuticos são considerados uma ameaça ambiental 

devido aos potenciais riscos aos organismos dependentes de ambientes 

contaminados. Assim, métodos para a remoção destes contaminantes do meio 

ambiente são requeridos (KANAKARAJU; GLASS; OELGEMÖLLER, 2018). 

Tecnologias envolvendo PAOs têm sido amplamente investigadas e 

aplicadas para o tratamento de águas residuais, e tornaram-se uma alternativa 

para o tratamento de efluentes quando as técnicas convencionais não são 

eficazes para a degradação dos contaminantes orgânicos presentes (GOGATE; 

PANDIT, 2004; EMMANUEL et al., 2005; SNYDER et al., 2006; SUÁREZ et al., 

2008; KLAVARIOTI; MANTZAVINOS; KASSINOS, 2009; CHONG et al., 2010; 

FATTA-KASSINOS; VASQUEZ; KÜMMERER, 2011; FENG et al., 2016). 

Entretanto, os métodos baseados nos processos avançados de oxidação ainda 

não são usados rotineiramente em estações de tratamento efluentes 

(TRAWIŃSKI; SKIBIŃSKI, 2017). 

Os PAOs baseiam-se, por exemplo, na utilização de oxidantes químicos 

(ozônio e/ou peróxido de hidrogênio) e físicos (radiação ultravioleta e/ou 

ultrassom) para a degradação de espécies químicas recalcitrantes. A 

combinação destes oxidantes, além de outras espécies, geram HO·, que 

apresenta elevado poder de oxidação (2,8 V) in situ. (VASCONCELOS, 2006; 

MINETTO, 2013). Os radicais gerados convertem a grande maioria dos 

compostos orgânicos em CO2, H2O e ânions inorgânicos (GOGATE; PANDIT, 

2004), contrário ao que ocorre no tratamento convencional. Isto os coloca como 

uma alternativa para o tratamento de efluentes hospitalares.  

A Tabela 3 apresenta alguns trabalhos encontrados relacionados aos 

PAOs aplicados aos antipsicóticos em estudo. 
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Tabela 3- Levantamento de alguns trabalhos que empregam PAOs para a degradação de antipsicóticos. 
 

 
Analitos 

 
PAOs 

 
Amostra 

 
Técnica de análise 

 
Referência 

Clorpromazina Fotólise Efluentes LC-MS/MS 
(TRAUTWEIN; 

KÜMMERER, 2012) 

Olanzapina 
Fotocatálise 
heterogênea 

Água de rio 
Espectrofotômetro 

UV-Vis 
(REGULSKA; 

KARPIŃSKA, 2012) 

Clorpromazina 
Fotocatálise 
Heterogênea 

Água destilada GC-MS 
(KHATAEE; 

FATHINIA; JOO, 2013) 

Haloperidol e 
Risperidona 

Ozonização Efluentes urbanos LC-MS/MS 
(ANTONIOU et al., 

2013) 

Haloperidol e 
Risperidona 

Peroxônio Efluentes urbanos 
Espectrofotômetro 

UV-Vis 
(HEY et al., 2014) 

Risperidona 
Fotocatálise 
heterogênea 

Água destilada, água 
de torneira, água de 
rios e água de lagos 

LC-MS (CALZA et al., 2016) 

 
Fonte: Autora



42 

 

 

 

2.8.1 Fotólise 

 

Os fármacos, são desenvolvidos para serem ingeridos de forma oral, e 

serem resistentes à hidrólise. Assim, a fotólise pode ser considerada como uma 

das principias rotas de degradação para estes compostos em águas superficiais 

através da decomposição ou dissociação dos compostos orgânicos por efeito da 

luz natural ou artificial (DOLL; FRIMMEL, 2003; FATTA-KASSINOS; VASQUEZ; 

KÜMMERER, 2011).  

As reações fotolíticas são frequentemente complexas e envolvem vários 

tipos de reações, tais como a formação de foto-aduto, foto-oxidação, foto-

rearranjo, fotociclização, descarboxilação e desalogenação e levam a vários 

produtos de degradação (PETROVIC; BARCELÓ, 2007; FATTA-KASSINOS; 

VASQUEZ; KÜMMERER, 2011; KAWABATA et al., 2013). 

Basicamente, dois tipos de fotólise podem ser aplicados: a fotólise direta 

ou a fotólise indireta (Klavarioti et al., 2009; Tong et al., 2011). No processo de 

fotólise direta, o composto absorve luz, torna-se instável e, na sequência, se 

degrada (LAM; YOUNG; MABURY, 2005). Durante a fotólise direta a radiação 

absorvida é usada para produzir estados eletronicamente excitados das 

espécies fotossensíveis, iniciando o processo de desativação ou da formação de 

fotoprodutos. Os fótons necessários para iniciar o processo podem ser 

fornecidos pela luz solar ou por lâmpadas artificiais.  

O pH da água é um dos fatores que pode influenciar o processo de 

fotólise direta. Muitos produtos farmacêuticos apresentam valores de pKa dentro 

ou perto da faixa de pH da água potável. Assim, compostos em diferentes 

estados de protonação pode ter diferentes propriedades de absorção e 

rendimentos quânticos (CARLSON et al., 2015). 

Em relação ao emprego do processo de fotólise, um aspecto positivo tem 

sido a decomposição de psicofármacos liberados no meio ambiente e, como 

consequência, a redução de sua toxicidade (TRAWIŃSKI; SKIBIŃSKI, 2017). Por 

outro lado, este processo pode levar à formação de intermediários, os quais 

podem apresentar maior toxicidade que o composto original (ISIDORI et al., 

2005). 
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2.8.2 Ozonização 

 

A ozonização, é considerada uma tecnologia promissora para a remoção 

de micropoluentes orgânicos contidos em efluentes (HEY et al., 2014). O ozônio 

é um poderoso oxidante (E° = 2,07 eV) que pode reagir através do mecanismo 

direto ou indireto. No entanto, deve ser gerado in situ devido a sua instabilidade 

química. Na reação direta, o ozônio molecular atua seletivamente, com baixa 

cinética de reação nas ligações duplas das moléculas orgânicas. Na reação 

indireta, a molécula de ozônio se decompõe através do método corona formando 

HO., o qual atua de modo não seletivo e com alta cinética de reação, 

aumentando a eficiência do processo. 

O pH da reação influencia no mecanismo de reação. Quando o pH do 

meio reacional é inferior a 4, o principal mecanismo de reação do ozônio é a 

reação direta com compostos orgânicos, enquanto que quando o pH do meio 

reacional encontra-se entre 4 e 9, ambos os mecanismos podem estar 

presentes, tanto ozonização direta quanto via radicalar. Em valores de pH 

superiores a 9, a reação via radicalar é preferencial (GUNTEN, 2003). 

 

2.9 TOXICIDADE DOS ANTIPSICÓTICOS 

 

Poucos trabalhos relacionados aos efeitos tóxicos que os antipsicóticos 

podem causar aos organismos vivos foram encontrados na literatura. Dentre 

estes, o estudo de BRAMBILLA et al., 2009 aponta que os antipsicóticos 

haloperidol, olanzapina, risperidona e pimozida são classificados como 

carcinogênicos e não genotóxicos para hamsters. Ao contrário destes, a 

clorpromazina não é considerada carcinogênica (PETRUSKA et al., 2002) mas 

apresenta evidências de ser genotóxica para hamsters (BRAMBILLA; MATTIOLI; 

MARTELLI, 2009). Ainda, a clorpromazina pode ocasionar efeitos colaterais 

como fotoalergia e fototoxicidade ao homem (TRAUTWEIN; KÜMMERER, 2012) 

bem como acumular-se na lente do olho e córneas, podendo levar a cegueira 

(WOLNICKA-GLUBISZ et al., 2009). 

Kalichak e colaboradores avaliaram os efeitos de três medicamentos 

psicotrópicos (fluoxetina, risperidona e diazepam) no desenvolvimento inicial de 
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peixe-zebra. Os autores constataram que a risperidona afeta negativamente as 

larvas de peixe-zebra devido à redução do comprimento dos embriões, 

diminuição da eclosão das larvas e redução da frequencia cardíaca e, 

consequentemente, causa um aumento nas taxas de mortalidade da espécie 

(KALICHAK et al., 2016). Outro estudo, que investigou o desenvolvimento de 

peixe-zebra em contato com a clozapina, revelou que este antipsicótico provoca 

anomalias nesta espécie, podendo ser considerada teratogênica (AKANDE; 

ORN; NORRGREN, 2010). 

Para os seres humanos, as doses consideradas tóxicas de clorpromazina, 

haloperidol, clozapina, olanzapina e risperidona são 5 mg kg-1; 0,5 mg kg-1; 10 

mg kg-1; 1,5 mg kg-1 e 1,5 mg kg-1, respectivamente (DEAR; BATEMAN, 2016). A 

clozapina pode gerar agranulocitose, e por este motivo, o paciente medicado 

com este antipsicótico deve realizar exames para verificar o número de 

leucócitos durante o tratamento e até um mês após a retirada completa do 

medicamento (WULFF, 2007). 

 

2.10 AVALIAÇÃO DO RISCO AMBIENTAL  

 

Os estudos que avaliam o risco ambiental de determinada substância têm 

a finalidade de prever a possível contaminação no ambiente por este composto e 

apoiar tomadas de decisão sobre o poluente, com a finalidade de investigar seus 

impactos. Para avaliar o potencial de risco ambiental, existem ferramentas que 

podem ser empregadas baseando-se em dados como consumo, características 

físico-químicas, entre outros (ARSAND, 2010). A Agência Européia de Avaliação 

de Medicamentos (EMEA) propôs metodologias para a avaliação do risco 

ambiental de alguma substância específica em estudo (EMEA, 2006). 

A relação entre o valor da Predição da Concentração Ambiental  e o valor 

da Concentração Predita que Não Causa Efeito (PEC/PNEC) é utilizada para 

avaliar o risco ambiental de uma determinada substância. O valor resultante 

desta relação é conhecido como quociente de risco (QR) e um (1) representa o 

limite máximo para que uma substância não apresente risco ao meio ambiente. 

Também pode ser utilizada para o cálculo de QR a Concentração Ambiental 

Medida (MEC), a qual é estabelecida pela determinação do composto. Quando o 
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QR for inferior a 0,1, o medicamento apresenta risco mínimo para organismos 

aquáticos. Mas quando o QR apresenta valores na faixa entre 0,1 e 1, o 

medicamento apresenta risco médio. Quando o QR for maior que 1, considera-

se que o medicamento apresenta alto risco (HERNANDO et al., 2006). 

Para os antipsicóticos risperidona, clozapina, clorpromazina e olanzapina, 

os valores de PNEC encontrados na literatura estão apresentados na Tabela 4, 

com valores na faixa de 8,8x10-5 a 44 µg L-1 (BERCU et al., 2008; ORIAS; 

PERRODIN, 2013). Baixos valores de PNEC, estão relacionados à um QR mais 

significante aos ecossistemas e aos seres vivos dependentes do ambiente 

contaminado, demonstrando desta forma, a necessidade de estudos mais 

detalhados para prever o risco, bem como propor formas eficientes para a 

descontaminação dos ambientes contaminados. Estudos apontam que a 

clorpromazina apresentou QR maior que 1, enquanto que a clozapina e a 

risperidona apresentaram risco médio (ORIAS; PERRODIN, 2014). Para os 

demais antipsicóticos, não foram encontrados dados referentes ao QR. 

O Kow é o coeficiente de partição entre n-octanol e água, e pode ser 

utilizado como parâmetro para indicar a lipofilicidade de cada substância e, 

consequentemente, seu potencial de bioacumulação em tecidos adiposos de 

organismos aquáticos (GOSSETT; BROWN; YOUNG, 1983; FRANKE, 1996; 

MEYLAN; OWARD; OETHLING, 1999; TGD, 2003). Conforme o Documento de 

Orientação Técnica de Avaliação de Risco (TGD do idioma inglês, Technical 

Guidance Document on Risk Assessment) e o EMEA, substâncias com log Kow 

igual ou superior a 4,5 são classificadas como substâncias de risco devido à fácil 

bioacumulação (TGD, 2003; EMEA, 2006). Neste caso, a exposição contínua à 

microcontaminantes orgânicos pode levar ao aumento das concentrações 

destes, em diferentes níveis tróficos da cadeia alimentar. 

Na Tabela 4 estão apresentados os valores de Kow, PNEC e valores de 

persistência, bioacumulação e toxicidade (PBT) para cada antipsicótico. 

Observa-se que o antipsicótico que apresenta maior tendência de bioacumular-

se em organismos aquáticos é a pimozida e o que apresenta menor 

possibilidade de bioacumulação é a risperidona (maior hidrossolubilidade). 
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Tabela 4- Valores de log Kow, PNEC e PBT para cada antipsicótico. 
 

 

   Valores de PBT 

Composto log Kow PNEC (µg L-1) P B T 

Clorpromazina 5,35 0,000088 2 2 3 

Clozapina 3,94 0,0014 3 3 3 

Haloperidol 4,30 - 3 3 2 

Olanzapina 3,78 44 0 0 2 

Pimozida 6,30 - 3 3 3 

Risperidona 3,49 0,001 3 0 2 

 
Fonte: Valores de Kow: DrugBank (https://www.drugbank.ca/) 
Valores de PNEC: (BERCU et al., 2008; ORIAS; PERRODIN, 2013) 
Valores de PBT: software PBT profile 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

 

Ao longo dos últimos anos, o LATER tem trabalhado em estudos voltados 

à determinação e à degradação de microcontaminantes ambientais, tendo como 

matriz de investigação os efluentes hospitalares, especialmente, o efluente do 

HUSM. O laboratório atua no desenvolvimento, otimização e aplicação de 

metodologias analíticas bem como na avaliação do risco ambiental e estudos de 

degradação oxidativa por meio de PAOs (DE ALMEIDA et al., 2013, 2015; 

WILDE; MONTIPÓ; MARTINS, 2014). Os itens a seguir descrevem os materiais 

e métodos utilizados no desenvolvimento deste trabalho. 

 

3.1 INSTRUMENTAÇÃO 

  

 Cromatógrafo a líquido, sistema de HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japão, 

modelo Prominence) constituído por: bomba quaternária LC-20AT, 

degaseificador DGU-20A5, amostrador automático SIL 20A, detector de 

arranjo de diodos (DAD) SPD-M20A, detector de fluorescência (FD) RF-

10AXL e módulo comunicador de interface CBM-20A. Os cromatogramas 

foram adquiridos e analisados pelo Software LC-Solution; 

 Cromatógrafo a líquido, sistema LC (Shimadzu, Kyoto, Japão, modelo 

Prominence) constituído por: bomba binária LC-20AD, degaseificador 

DGU-20A3R, amostrador automático SIL-20AHT, analisador de 

espectrometria de massas e módulo comunicador de interface CBM-20A. 

Os cromatogramas foram adquiridos e analisados pelo Software LC-

Solution; 

 Coluna cromatográfica LUNA C18,150 mm de comprimento, 4,6 mm de 

diâmetro interno e 5 µm de tamanho de partícula, com pré-coluna 

(Phenomenex, Califórnia, EUA); 

 Coluna cromatográfica Kinetex C18, 100 mm de comprimento, 2,1 mm de 

diâmetro interno e 2,6 µm de tamanho de partícula (Phenomenex, 

Califórnia, EUA); 

 Balança analítica de precisão (Bel Engineering, São Paulo, Brasil); 
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 Centrífuga, modelo 80-2B, capacidade para 12 tubos (CentriBio, Paraná, 

Brasil); 

 Vórtex (Biomixer, Paraná, Brasil); 

 Banho ultrassom frequência de 40 kHz e potência de 55 W (Thornton T14, 

São Paulo, Brasil); 

 Sistema de purificação de água Direct-Q 3 Ultrapure Water Systems, 

(MilliPore, Massachusetts, EUA). 

 Bomba de vácuo (Quimis, São Paulo, Brasíla); 

 pHmetro, modelo PHS-3B (PHTEK, Paraná, Brasil); 

 Chapa de aquecimento (IKA, Rio de Janeiro, Brasil); 

 Lâmpada UV 13 W, modelo UV-C 13W/GX23 (Bravoluz Lâmpadas, 

Paraná, Brasil); 

 Ozonizador (Ozonebras, São José dos Campos, Brasil); 

 Micropipetadores automáticos com capacidade variável (Eppendorff, 

Canadá, EUA e Brand, Wertheim, Alemanha). 

 

3.2 MATERIAIS 

 

Os materiais empregados neste trabalho foram: 

 Seringa, capacidade de 1000 µL (Hamilton, Nevada, EUA); 

 Frascos de vidro, capacidade de 10 mL, com batoque de teflon; 

 Filtro qualitativo (Unifil, Rio Grande do Sul, Brasil); 

 Membranas de nitrato de celulose (Sartorius Stedim Biotech, Goettingen, 

Alemanha); 

 Balões volumétricos calibrados, com capacidade de 5 e 10 mL (Blau 

Brand, Alemanha). 

 Frascos de vidro para centrífuga, em formato cônico; 

 Vidrarias comuns de laboratório. 
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3.3 SOLVENTES, REAGENTES E GASES 

 

 Acetona, grau PA (Qhemis, São Paulo, Brasil); 

 Acetonitrila, grau HPLC (J.T. Baker, New York, EUA); 

 Metanol, grau HPLC (J.T. Baker, New Jersey, EUA); 

 Álcool etílico absoluto, grau PA (Qhemis, São Paulo, Brasil); 

 Ácido fosfórico (orto), grau PA (Vetec, São Paulo, Brasil); 

 Hidróxido de potássio, grau PA (Synth, São Paulo, Brasil); 

 Fosfato de potássio monobásico, grau PA (Fmaia, São Paulo, Brasil); 

 Formiato de amônio, grau PA (Sigma Aldrich, Missouri, EUA); 

 Clorofórmio, grau PA (Fmaia, São Paulo, Brasil); 

 Clorobenzeno, grau PA (Sigma Aldrich, Missouri, EUA); 

 Tetracloreto de carbono, grau PA (Merck, Darmstadt, Alemanha); 

 Diclorometano, grau HPLC (Mallinckrodt, Canadá, EUA); 

 Padrões dos analitos: haloperidol, olanzapina, risperidona e pimozida 

(Janssen, São Paulo, Brasil); Clozapina (Novartis, São Paulo, Brasil); e 

clorpromazina (Cristália, São Paulo, Brasil). Todos os padrões 

apresentaram grau de pureza maior que 97%. 

 Nitrogênio comprimido 2.2 (Air Products, Porto Alegre, Brasil). 

 

3.4 SELEÇÃO DOS ANALITOS 

 

Os analitos foram selecionados com base na lista dos medicamentos 

utilizados pelo HUSM (referente ao ano de 2012), sendo todos pertencentes à 

classe dos antipsicóticos. A necessidade de estudos sobre a avaliação do risco 

que os resíduos de antipsicóticos podem causar para os ecossitemas contribuiu 

para a escolha dos analitos, visto que esta informação é limitada na literatura. 
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3.5 PREPARO DAS SOLUÇÕES ANALÍTICAS 

 

3.5.1 Preparo das soluções estoque 

 

As soluções estoque individuais de cada analito foram preparadas na 

concentração de 1000 mg L-1 levando em consideração a pureza e a solubilidade 

dos padrões dos analitos. Após o preparo da solução estoque individual dos 

antipsicóticos, preparou-se a solução mistura em metanol, contendo todos os 

analitos na concentração de 100 mg L-1, e a partir desta foram preparadas as 

demais soluções.  

Todas as soluções, tanto estoque quanto as de trabalho, foram mantidas 

à temperatura de aproximadamente -18 ºC. Antes do uso, as soluções foram 

retiradas com antecedência e deixadas em repouso até alcançar a temperatura 

ambiente (± 25 ºC). 

 

3.5.2 Preparo das soluções para as curvas analíticas 

 

Com as soluções na concentração de 5 e 1 mg L-1 foram preparadas as 

soluções das curvas analíticas em solvente orgânico (acetonitrila) para estimar 

os LOD e LOQ dos instrumentos. Para o estudo de validação, as curvas 

analíticas foram preparadas em solvente orgânico e extrato da matriz. 

Cada solução foi analisada em triplicata e, na sequência, foram feitos os 

cálculos dos valores médios das áreas e dos RSDs%. Para avaliação dos dados 

obtidos no estudo da linearidade, foram aplicados os testes estatísticos de 

Cochran para avaliar a homocedastidade dos resultados, teste de Anderson-

Darling para avaliar a normalidade e teste de Durbin-Watson para o estudo da 

independência dos resíduos da regressão (FRIEDRICH, 2014). 

 

3.5.3 Preparo das soluções para os processos de fotólise e ozonização 

 

Para a aplicação dos processos avançados de oxidação, as soluções na 

concentração de 2 mg L-1 foram preparadas em efluente hospitalar a partir das 

soluções estoque individuais, para cada analito separadamente. O pH das 
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soluções foi ajustado em diferentes valores (5, 7 e 9) para o estudo da 

degradação. 

 

3.6 COLETAS DAS AMOSTRAS DE EFLUENTE HOSPITALAR 

 

A rede de esgotos do HUSM é dividida em duas linhas que abrangem as 

alas norte e sul do hospital, separadamente. A região que abrange a área 

psiquiátrica é reconhecida como ala norte, enquanto a ala sul é a região que 

contém o pronto atendimento (PA-HUSM). 

As amostras foram coletadas em dois pontos da rede de esgoto do 

HUSM, localizados após a saída do sistema de tratamento de efluentes Figura 6. 

A caracterização do efluente coletado juntamente com os valores estabelecidos 

pelo Conama e pelo Conselho Estadual do Meio Ambiente (Consema) 

encontram-se no Apêncice A desta tese. 

 

Figura 6 – Localização dos pontos de coleta de amostra. 
 

 

 
Fonte: Adaptado de Martins e colaboradores (MARTINS et al., 2017a). 

 
 

As amostras foram coletadas a cada duas horas (8:00 às 18:00) e 

amostras compostas foram feitas no final do dia, em cada dia de uma semana 

http://www.sema.rs.gov.br/conteudo.asp?cod_menu=207
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(14 a 21 de dezembro de 2017). Imediatamente após a coleta, cada amostra foi 

homogeneizada no local através de agitação manual, transferida para um garrafa 

frasco âmbar e colocada em uma caixa térmica para transporte ao laboratório. 

Na sequência, as amostras foram acidificadas com uma solução de ácido 

clorídrico, filtradas e subsequentemente armazenadas a 4-8 °C até o momento 

da análise (dentro de 24 h). 

 

3.7 MÉTODOS CROMATOGRÁFICOS PARA DETERMINAÇÃO DOS 

ANTIPSICÓTICOS  

 

Inicialmente, os métodos cromatográficos empregano as técnicas 

instrumentais HPLC-DAD-FLD e LC-ESI-MS foram otimizados, de modo a obter-

se a melhor separação dos analitos. 

A composição, proporção, vazão e modo de eluição da fase móvel, 

temperatura do forno da coluna cromatográfica, comprimentos de onda e razão 

m/z foram avaliados para cada método cromatográfico. Além disso, a adição de 

modificador trietanolamina no componente da fase aquosa para o método por 

HPLC-DAD-FLD e acidificação da fase aquosa para LC-ESI-MS também foram 

avaliados.  

O método por HPLC-DAD-FLD foi utilizado para otimização dos 

procedimentos de extração, enquanto que o método por LC-ESI-MS foi utilizado 

para a verificação da ocorrência dos antipsicóticos seecionados durante a 

semana de amostragem. 

  

3.8 ESTUDO DA ESTABILIDADE DAS SOLUÇÕES ANALÍTICAS 

 

A estabilidade das soluções estoque e de trabalho devem ser investigadas 

através da comparação do sinal analítico obtido de uma solução recém 

preparada com o sinal analitico de soluções mais antigas (armazenadas em 

diferentes condições ambientais).  

Para este estudo, utilizaram-se soluções analiticas preparadas em 

solvente orgânico acetonitrila, na concentração de 5 mg L-1, que foram expostas 

em diferentes condições como: em presença de luz e temperatura ambiente, na 
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ausência de luz e temperatura ambiente e também quando mantida sob 

refrigeração (mesma temperatura que as soluções estoque individuais e a 

solução mistura de padrões estavam armazenadas). 

Inicialmente, as soluções foram analisadas diariamente até completar uma 

semana após o preparo. Em seguida, as soluções foram analisadas uma vez a 

cada semana até completar 30 dias do preparo das soluções, e a partir do 

primeiro mês as soluções foram analisadas uma vez a cada mês até completar 

12 meses do preparo das soluções. Todas análises foram conduzidas no 

equipamento HPLC-DAD-FLD. 

 

3.9 ESTUDO DOS PROCEDIMENTOS DE EXTRAÇÃO 

 

3.9.1 Otimização da SPE 

 

A maioria dos estudos encontrados na literatura utilizam o procedimento 

de SPE para a extração de antipsicóticos (YUAN et al., 2013; BOROVA et al., 

2014). No entanto, poucos estudos empregaram planejamentos multivariados 

para encontrar as condições ótimas de extração. Assim, neste estudo, decidiu-se 

utilizar um planejamento fatorial para a escolha das condições mais adequadas 

para extração dos analitos por SPE.  

Inicialmente, foram testados os seguintes sorbentes: Chromabond® C18 

EC (6 mL/500 mg) ,Chromabond® C18 (6 mL/500 mg), Strata® SXC (6 mL/500 

mg), Strata® C18-E (6 mL/500 mg), Strata-X® (6 mL/500 mg) e Supelcosil® (6 

mL/500 mg. O procedimento geral para a SPE consistiu de condicionamento 

com 2 vezes de 5 mL de metanol e 2 vezes de 5mL de água ultrapura. Em 

seguida passou-se 100 mL de amostra (pH 7,0 ± 0,05) fortificada em 5 mg L-1, 

então adicionou-se 5 mL de H2O ultrapura e deixou-se secar o cartucho com ar 

durante 10 min. A eluição foi feita com 2 vezes de 2 mL de metanol. Na 

sequência, o solvente orgânico foi evaporado sob fluxo de N2 e aquecimento (± 

40 ºC), o resíduo foi reconstituído com 1 mL de metanol, agitado em vórtex 

durante 1 min e analisado por HPLC-DAD-FLD.  

Após selecionar o sorbente mais adequado, procedeu-se com a execução 

do planejamento do tipo Plackett & Burman de 12 ensaios, para uma triagem das 
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variáveis que apresentam maior influência na extração dos analitos (Tabela 5), e 

em seguida, um segundo planejamento experimental (Tabela 6) foi necessário 

para estabelecer os valores ótimos de cada variável estudada (que apresentou 

maior influência no planejamento fracionado). 

Os resultados obtidos foram submetidos à verificação do modelo que 

melhor se adequou a cada planejamento através do software Statistica 10.0. A 

variável dependente do planejamento foram as recuperações dos antipsicóticos 

estudados. 

 

Tabela 5 - Matriz do planejamento Plackett & Burman de 12 ensaios para o 
procedimento SPE. 
 

 

Níveis 

Fatores Baixo (-1) Alto (+1) 

pH da amostra 4 9 

Volume de  água condic. (mL) 5 10 

Volume de MeOH condic. (mL) 5 10 

Tempo de secagem (min) 5 10 

Volume de  água lavagem (mL) 0 5 

Volume de MeOH eluição (mL) 1 4 

Ácido fórmico (%) 0 0,1 

 

Exp. 

Vol. 
Água 

condic. 
(mL) 

Vol. 
MeOH 
condic. 

(mL) 

pH da 
amostra 

Vol. Água 
de lavagem 

(mL) 

Tempo de 
secagem 

(min) 

Vol. MeOH 
MeOH (mL) 

Ácido 
fórmico 
(MeOH 
eluição) 

(%) 

1 10 5 9 5 5 1 0,1 

2 10 10 4 10 5 1 0 

3 5,0 10 9 5 10 1 0 

4 10 5 9 10 5 4 0 

5 10 10 4 10 10 1 0,1 

6 10 10 9 5 10 4 0 

7 5 10 9 10 5 4 0,1 

8 5 5 9 10 10 1 0,1 

9 5 5 4 10 10 4 0 

10 10 5 4 5 10 4 0,1 

11 5 10 4 5 5 4 0,1 

12 5 5 4 5 5 1 0 

 
Fonte: Autora. 
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Tabela 6 - Matriz do planejamento DCCR para o procedimento SPE. 
 

 

  Níveis   

Fatores 
-α 

Baixo 
(-1) 

Central (0) 
Alto 
(+1) 

+α 

pH da amostra 3 4,5 6 7,5 9 

Volume de água lavagem (mL) 0 3 6 9 12 

Volume de MeOH eluição (mL) 1 2 3 4 5 

Ácido fórmico (%) 0 0,1 0,2 0,3 0,4 

 

Exp 
pH da 

amostra 

Volume de 
água lavagem 

(mL) 

Volume MeOH 
eluição (mL) 

Ácido 
fórmico (%) 

1 4,5 3,0 2,0 0,1 

2 4,5 3,0 2,0 0,3 

3 4,5 9,0 2,0 0,1 

4 4,5 9,0 2,0 0,3 

5 4,5 3,0 4,0 0,1 

6 4,5 3,0 4,0 0,3 

7 4,5 9,0 4,0 0,1 

8 4,5 9,0 4,0 0,3 

9 7,5 3,0 2,0 0,1 

10 7,5 3,0 2,0 0,3 

11 7,5 9,0 2,0 0,1 

12 7,5 9,0 2,0 0,3 

13 7,5 3,0 4,0 0,1 

14 7,5 3,0 4,0 0,3 

15 7,5 9,0 4,0 0,1 

16 7,5 9,0 4,0 0,3 

17 3,0 6,0 3,0 0,2 

18 9,0 6,0 3,0 0,2 

19 6,0 6,0 1,0 0,2 

20 6,0 6,0 5,0 0,2 

21 6,0 0,0 3,0 0,2 

22 6,0 12,0 3,0 0,2 

23 6,0 6,0 3,0 0,0 

24 6,0 6,0 3,0 0,4 

25 6,0 6,0 3,0 0,2 

26 6,0 6,0 3,0 0,2 

 
Fonte: Autora. 
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3.9.2 Otimização da DLLME 

 

Foram encontrados poucos trabalhos científicos que empregam a DLLME 

para a extração de resíduos de medicamentos antipsicóticos. Além disso, a 

maioria dos trabalhos são aplicados para matrizes biológicas e não contemplam 

simultaneamente os seis antipsicóticos estudados.  

Inicialmente, testes prévios univariados foram efetuados para avaliar 

diferentes solventes extratores (tetracloreto de carbono, clorofórmio, 

diclorometano, clorobenzeno, undecanol, acetato de etila, tolueno, hexano) e 

dispersores (acetona, metanol, etanol, acetonitrila). 

A maioria dos estudos encontrados na literatura utilizam o NaCl para 

avaliar o efeito da adição de sal na extração. Neste estudo, foi investigada a 

presença dos sais NaCl e Na2SO4, ambos na concentração de 1 mol L-1, bem 

como a ausência da adição de sal. Outro fator avaliado no planejamento 

experimental foi uma etapa de agitação (vórtex e ultrassom) e a ausência de 

agitação. 

Para isso, as seguintes condições experimentais foram estabelecidas: 

volume de amostra (10 mL), pH da amostra (9 ± 0,05), volume de solvente 

dispersor (450 µL), volume de solvente extrator (150 µL), tempo de extração 

(repouso durante 2 min), tempo de centrifugação (5 min) e velocidade de 

centrifugação (3500 rpm). Quando foi avaliado o tipo de solvente extrator, 

empregou-se como dispersor o etanol, e quando avaliado o tipo de solvente 

dispersor, fixou-se como extrator o tetracloreto de carbono.  

Para otimizar os parâmetros experimentais que mais influenciaram a 

extração simultânea dos analitos por DLLME, dois planejamentos multivariados 

foram utilizados, sendo o primeiro fracionado e o segundo completo, Tabela 7 e 

Tabela 8, respectivamente, utilizado-se como resposta os valores de 

recuperações %. No fluxograma representado na Figura 7 estão demonstrados 

os planejamentos executados, bem como as condições avaliadas em cada 

planejamento experimental multivariado. 

 

 

 



57 

 

 

 

Tabela 7- Matriz do planejamento fracionado 26-2 para o procedimento DLLME. 

 

Níveis 

Fatores Baixo (-1) Alto (+1) 

pH da amostra 5 10 

Vol. Solvente extrator (µL) 100 250 

Vol. Solvente dispersor (µL) 400 550 

Tempo de extração (min) 1 4 

Concentração de Na2SO4 (mol L-1) 0 1 

Tempo de centrifugação (min) 2 6 
 

Exp 
pH da 

amostra 

Volume 
extrator 

(µL) 

Volume 
dispersor 

(µL) 

Tempo de 
extração 

(min) 

[Na2SO4] 
(mol L-1) 

Tempo de 
centrifugação 

(min) 

1 5 100 400 1 0 2 

2 10 100 400 1 1 2 

3 5 250 400 1 1 6 

4 10 250 400 1 0 6 

5 5 100 550 1 1 6 

6 10 100 550 1 0 6 

7 5 250 550 1 0 2 

8 10 250 550 1 1 2 

9 5 100 400 4 0 6 

10 10 100 400 4 1 6 

11 5 250 400 4 1 2 

12 10 250 400 4 0 2 

13 5 100 550 4 1 2 

14 10 100 550 4 0 2 

15 5 250 550 4 0 6 

16 10 250 550 4 1 6 

 
Fonte: Autora. 

 

Todos os ensaios foram executados em matriz efluente hospitalar. Na 

aplicação dos planejamentos, os analitos foram pré-concentrados 20 vezes, e 

após a seleção das condições experimentais mais adequadas para a maioria dos 

analitos, alcançou-se um fator de pré-concentração de 100 vezes, possibilitando 

a obteção de valores mais baixos para os LOQm. Para a análise dos resultados, 

levou-se em consideração a resposta analítica em termos de recuperações. 
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Tabela 8- Matriz do planejamento DCCR para o procedimento DLLME. 

 

 
  Níveis   

Fatores -α 
Baixo 
(-1) 

Central 
(0) 

Alto 
(+1) 

+α 

pH da amostra 3 5 7 9 11 

Vol. Solvente extrator (µL) 50 100 150 200 250 

Tempo de extração (min) 1 2 3 4 5 

Concentração de Na2SO4 (mol L-1) 0 0,2 0,4 0,6 0,8 

 

Exp 
pH da 

amostra 
Volume 

extrator (µL) 
[Na2SO4] 
(mol L-1) 

Tempo de 
extração (min) 

1 5 100 0,2 2 

2 5 100 0,2 4 

3 5 100 0,6 2 

4 5 100 0,6 4 

5 5 200 0,2 2 

6 5 200 0,2 4 

7 5 200 0,6 2 

8 5 200 0,6 4 

9 9 100 0,2 2 

10 9 100 0,2 4 

11 9 100 0,6 2 

12 9 100 0,6 4 

13 9 200 0,2 2 

14 9 200 0,2 4 

15 9 200 0,6 2 

16 9 200 0,6 4 

17 3 150 0,4 3 

18 11 150 0,4 3 

19 7 50 0,4 3 

20 7 250 0,4 3 

21 7 150 0 3 

22 7 150 0,8 3 

23 7 150 0,4 1 

24 7 150 0,4 5 

25 7 150 0,4 3 

26 7 150 0,4 3 

 
Fonte: Autora. 
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Figura 7– Diagrama de blocos das variáveis avaliadas na otimização da DLLME. 
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Fonte: Autora
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3.10 VALIDAÇÃO DAS METODOLOGIAS SPE E DLLME 

 

Após o estudo das otimizações dos procedimentos de extração, efetuou-se o 

estudo de validação com a finalidade de verificar se os procedimentos estudados 

são adequados para os fins desejados, ou seja, para a quantificação simultânea dos 

antipsicóticos estudados em matriz de efluente hospitalar por meio de HPLC-DAD-

FLD e LC-ESI-MS. Os parâmetros avaliados foram seletividade, linearidade, limite 

de quantificação, exatidão, precisão e efeito matriz, conforme as diretrizes 

estabelecidas pela ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005 (INTERNATIONAL 

ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION. 2005) e pelo documento internacional 

SANTE/11813/2017 da Comissão Europeia (SANTE, 2018). 

  

3.11 APLICAÇÃO DAS METODOLOGIAS VALIDADAS PARA A 

DETERMINAÇÃO DE RESÍDUOS ANTIPICÓTICOS EM EFLUENTE 

HOSPITALAR 

 

Após o estudo de validação, os procedimentos de extração otimizados e 

validados foram aplicados para a quantificação dos seis antipsicóticos, 

simultaneamente, no efluente hospitalar gerado pelo HUSM. Para isso, as amostras 

foram coletadas ao longo de uma semana, em dois pontos (Figura 6), ambos 

localizados nas proximidades do HUSM. Os pontos de coleta foram denominados 

como: ponto A (aquele que recebe os efluentes gerados na ala psiquátrica) e ponto 

B (recebe os efluentes da unidade de pronto atendimento). 

 

3.12 AVALIAÇÃO DO RISCO ECOTOXICOLÓGICO 

 

Para a avaliação preliminar do risco ecotoxicológico, utilizou-se o índice do 

QR, através da relação MEC/PNEC. Para este cálculo, levou-se em consideração 

as maiores concentrações encontradas para cada analito, de modo à simular a pior 
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condição possível, já o valor da PNEC foi encontrado em estudos reportados pela 

literatura.  

 

3.13 APLICAÇÃO DE PROCESSOS AVANÇADOS DE OXIDAÇÃO 

 

3.13.1 Fotólise 

 

Para os experimentos de degradação por meio de fotólise, utilizou-se um 

fotorreator do tipo tanque agitado provido de jaqueta termostática, sendo a parte 

interna contituída em material de vidro com dimensões de 14,5 cm de altura e 8 cm 

de diâmetro, e a parte externa em material de aço inoxidável (Figura 8). A 

capacidade do reator é de 500 mL e utilizou-se uma lâmpada UVC (253,7 nm) de 13 

W de potência e 35 µW cm-2 de intensidade. A temperatura foi mantida entre 27±2 

°C por recirculação de água.  

Foram feitos experimentos para cada um dos analitos separadamente, 

utilizando soluções na concentração de 2 mg L-1, preparadas em efluente hospitalar 

e pH ajustado a 5, 7 e 9. O tempo de duração de cada experimento foi de 60 min, 

sendo que as alíquotas (0,5 mL) foram coletadas da seguinte forma: a cada cinco 

min até completar metade do tempo total de reação e a cada 10 min até completar 

60 min de processo. No total, foram coletadas 10 amostras em cada condição de 

pH avaliada. Na sequência, as alíquotas foram analisadas através de LC-ESI-MS. 
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Figura 8 – Esquema do fotorreator de bancada utilizado para o processo de fotólise. 
 

  

Fonte: Autora. 

 

3.13.2 Ozonização 

 

Os experimentos de ozonização foram conduzidos em um reator também 

desenvolvido no LATER, sendo este com capacidade de até 500 mL e produzido 

em material de aço inoxidável com dimensões internas de 17,5 cm de altura e 5 cm 

de diâmetro.  

O gerador de ozônio utilizado, da marca Ozonebras, possui tecnologia de 

efeito corona, utilizando ar seco e a produção média de ozônio é de cerca de 1,0 g  

h-1. No decorrer de 60 min de ozonização, as amostras (alíquotas de 0,5 mL) foram 

coletadas da mesma maneira como no processo de fotólise, ou seja, até completar 

30 min as coletas foram feitas em intervalos de 5 min e, após 30 min de processo, 

as mesmas foram coletadas em intervalos de 10 min, totalizando 10 alíquotas para 

cada condição experimental, as quais foram analisadas por meio de LC-ESI-MS, 

conforme descrito no item 3.7.2.  

Na Figura 9 está apresentado o esquema do reator desenvolvido para 

conduzir os experimentos de ozonização. 
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Figura 9 – Esquema do reator de bancada utilizado para o processo de ozonização. 
 

 

Fonte: Autora. 

 

3.14 CINÉTICA DE DEGRADAÇÃO 

 

Estudos envolvendo a cinética de degradação dos analitos através de fotólise 

e ozonização foram avaliados e os tempos de meia vida (t1/2), para cada 

antipsicótico, foi calculado conforme a ordem de reação obtida. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Nesta seção da tese, serão apresentados e discutidos os resultados obtidos 

em todas etapas do estudo, as quais incluem: os métodos cromatográficos, 

procedimentos de extração, verificação da ocorrência dos antipsicóticos no efluente 

do HUSM, avaliação do risco ecotoxicológico preliminar e também a degradação 

dos analitos através dos processos de fotólise e ozonização. 

 

4.1 MÉTODOS CROMATOGRÁFICOS PARA DETERMINAÇÃO DOS 

ANTIPSICÓTICOS 

 

4.1.1 Método cromatográfico empregando HPLC-DAD-FLD 

 

Nos estudos efetuados para avaliar a composição da fase móvel, foi possível 

verificar que a acetonitrila demonstrou um desempenho melhor na separação dos 

analitos frente o metanol como solvente orgânico. Isto ocorre devido a maior força 

de eluição da acetonitrila, que além de permitir a separação dos analitos também 

reduziu o tempo, o custo e a quantidade de resíduos gerados no final da análise. 

Como constituínte da fase móvel foi necessário o emprego de uma solução 

tampão. Dentre as soluções tampões avaliadas, a solução de formiato de amônio foi 

a que forneceu os melhores resultados e garantiu a reprodutibilidade das análises. 

Quando empregados os demais tampões foi possível perceber que para alguns 

analitos, o tempo de retenção sofria pequenas variações entre as análises 

cromatográficas, fato que poderia gerar problemas na aplicação do método para o 

estudo da ocorrência dos resíduos de antipsicóticos no efluente hospitalar e em 

águas superficiais.  

O pH da solução tampão que forneceu os melhores resultados foi 7,3. 

Quando utilizados valores de pH ácidos, não foi possível a separação de todos 

analitos, por outro lado quando foi utilizado valores de pH acima de 7,3, constatou-

se o alargamento dos picos e também o aumento considerável do tempo de análise. 
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A concentração do tampão formiato de amônio foi avaliada e foi notório, 

experimentalmente, que a concentração ideal foi 40 mol L-1. 

Após encontrar a composição da fase móvel adequada, procedeu-se 

avaliando a proporção dos constituíntes da fase móvel, a vazão da fase móvel (0,5, 

0,6; 0,7 e 0,8 mL min-1), modo de eluição (isocrático e gradiente) e a temperatura do 

forno da coluna cromatográfica (25; 30; 35 e 40 ºC). 

Os analitos clorpromazina, clozapina, haloperidol, olanzapina e risperidona 

foram detectados através do detector de arranjo de diodos (DAD), enquanto que a 

pimozida foi detectada pelo detector fluorescência (FLD) devido à sua fórmula 

estrutural e, consequentemente, devido à maior detectabilidade do sinal analítico 

quando comparada ao DAD.  

A seleção dos  no detector DAD foram feitas experimentalmente, por meio 

de espectros de absorção molecular, já a escolha dos  para o FLD foram baseados 

no trabalho previamente publicado por Kerbusch e colaboradores (KERBUSCH et 

al., 1997). A Tabela 9 apresenta os  para cada analito e os respectivos tempos de 

retenção (tr). 

 

Tabela 9- Comprimentos de onda () e tempos de retenção (tr) para cada 
antipsicótico, quando utilizado HPLC-DAD-FLD. 
 

Analitos 
 (nm) 
DAD  

Em (nm) Ex (nm) 
tr 

(min) 

Risperidona 240 - - 4,1 

Olanzapina 281 - - 5,5 

Haloperidol 247 - - 6,8 

Clozapina 254 - - 9,7 

Clorpromazina 254 - - 10,8 

Pimozida 281 320 285 11,7 

 
Fonte: Autora. 

 

Após o estudo detalhado da fase móvel, as seguintes condições cromatográficas 

foram selecionadas para o método cromatográfico por HPLC-DAD-FLD: 
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 Composição da fase móvel:  

Solução de formiato de amônio, contendo 0,01% trietanolamina (A) e 

acetonitrila (B); 

 Proporção inicial da fase móvel: 40:60 (v/v); pH da solução de formiato de 

amônio: 7,3; 

 Concentração da solução de formiato de amônio: 40 mmol L-1; 

 Vazão da fase móvel: 0,8 mL min-1; 

 Modo de eluição: gradiente; 

 Gradiente da fase móvel: iniciou com 40% de B e permaneceu constante por 

2 min. Em seguida, aumentou linearmente para 65% em 6 min e permaneceu 

constante por 5 min. Posteriormente, a condição inicial foi retomada e 

permaneceu constante por  min para reequilíbrio da coluna cromatográfica; 

 Volume da injeção: 20 µL; 

 Temperatura do forno da coluna cromatográfica: 40 ºC; 

 Tempo total da análise cromatográfica: 21 min; 

 Para a detecção dos analitos clozapina, clorpromazina, risperidona, 

haloperidol e olanzapina, utilizou-se o detector DAD e para a pimozida, 

utilizou-se o detector FLD (Tabela 9).  

A Figura 10 apresenta os cromatogramas obtidos após análise de uma 

solução preparada em solvente orgânico acetonitrila, na concentração de 4,8 mg L-1 

para risperidona e haloperidol; 2,4 mg L-1 para olanzapina, clozapina e haloperidol e 

0,6 mg L-1 para pimozida (antipsicóticos foram divididos em três grupos de acordo 

com suas detectabilidades). 

O método cromatográfico estabelecido para o HPLC-DAD-FLD foi utilizado 

nos estudos da otimização e validação dos procedimentos de extração. No entanto, 

devido à menores limites de quantificação, o estudo para a determinação dos 

antipsicóticos na matriz do efluente hospitalar foi conduzido somente pela técnica 

instrumental de LC-ESI-MS. 

 

 



68 

 

 

 

Figura 10 – Cromatogramas obtidos pelo DAD (a) e pelo FLD (b), após a análise da 
solução mistura dos antipsicóticos preparada em solvente orgânico nas 
concentrações de 4,8 mg L-1 para risperidona e haloperidol; 2,4 mg L-1 para 
olanzapina, clozapina e clorpromazina e 0,6 mg L-1 para pimozida . 
 

 

 

 
Fonte: Software LC-Solution. 

 

4.1.2 Método cromatográfico empregando LC-ESI-MS 

 

Para o método cromatográfico empregando a técnica instrumental de LC-ESI-

MS, as condições cromatográficas também foram otimizadas tomando-se como 

base alguns métodos que avaliaram resíduos de antipsicóticos em amostras de 

efluentes urbanos e hospitalares (YUAN et al., 2013; BOROVA et al., 2014).  

Inicialmente, foram avaliados os solventes para a composição da fase móvel. 

Como componentes da fase orgânica, avaliou-se os solventes metanol e acetonitrila 
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e como componente da fase aquosa foram avaliadas água ultrapura (com e sem 

acidificação) e solução de formiato de amônio 5 mmol L-1 (com e sem acidificação). 

Por meio dos testes feitos, foi possível verificar que a composição mais adequada 

da fase móvel para a separação dos analitos selecionados foi acetonitrila e água 

ultrapura, ambos acidificados com ácido fórmico (0,1%).  

Na sequência, procedeu-se avaliando a proporção dos constituíntes da fase 

móvel, a vazão da fase móvel (0,2; 0,3 e 0,4 mL min-1), modo de eluição (isocrático 

e gradiente) e a temperatura do forno da coluna cromatográfica (30, 35 e 40 ºC). A 

seguir estão descritas as condições cromatográficas estabelecidas para o método 

empregando LC-ESI-MS: 

 Composição da fase móvel:  

Água ultrapura, contendo 0,1% de ácido fórmico (A) e acetonitrila, contendo 

0,1% de ácido fórmico (B); 

 Proporção inicial da fase móvel: 10:90 (v/v); 

 Vazão da fase móvel: 0,33 mL min-1; 

 Modo de eluição: gradiente; 

 Gradiente: iniciou com 10% de B e permaneceu constante por 1 min. Depois 

disso, a composição de B aumenta linearmente para 75% de em 8 min e 

essas condições são mantidas constantes por 1 min, e finalmente as 

condições iniciais são alcançadas e permanecem constantes por 4,5 min 

para reequilíbrio da coluna.  

 Volume da injeção: 10 µL; 

 Temperatura do forno da coluna cromatográfica: 35 ºC; 

 Tempo total da análise cromatográfica: 15 min; 

Espectrômetro de massas 

 Fonte de ionização: Eletrospray (ESI), modo positivo; 

 Modo SIM (selected ion monitoring); 

 Temperatura da interface: 350 ºC; 

 Temperatura do gás de dessolvatação: 250 ºC; 

 Vazão do gás de dessolvatação: 10 L min-1; 

 Vazão do gás de nebulização: 1,5 L min-1; 
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 As razões m/z para olanzapina, clozapina, clorpromazina, haloperidol, 

risperidona e pimozida foram 313, 327, 319, 376, 411 and 462, 

respectivamente. 

O cromatograma apresentado na Figura 11, demonstra o perfil cromatográfico 

para os analitos estudados, quando utilizado o método empregando LC-ESI-MS. 

 

Figura 11 – Cromatogramas obtidos pelo LC-ESI-MS após a análise da solução 
mistura dos antipsicóticos preparadas em metanol, na concentração de 375 µg L-1. 
 

 
Fonte: Software LC-Solution. 

 

4.2 ESTUDO DA ESTABILIDADE DAS SOLUÇÕES ANALÍTICAS 

 

Ao efetuar o estudo da estabilidade dos analitos em diferentes condições 

ambientais no período de 12 meses, foi possível perceber que todos os analitos são 

estáveis à temperatura ambiente e à presença de luz, uma vez que a redução da 

área do sinal analítico foi de no máximo 9,85% para todos os analitos, estando 
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estes valores em concordância ao valor estabelecido pelo SANTE (SANTE, 2018). 

Embora a diferença seja pequena, também é possível perceber que a maioria dos 

analitos apresentou maior estabilidade quando estocada sob refrigeração, o que já 

era esperado (Figura 12). 

A estabilidade das soluções analíticas deve ser avaliada de modo a 

reproduzir as condições reais do armazenamento, manuseio e análise dos analitos 

nas soluções preparadas em solvente orgânico (ALBANO; RODRIGUEZ, 2009). 

Para que uma solução padrão seja considerada estável, poderá ser observado até 

10% de redução no sinal analitico, em relação a uma solução recém preparada 

(SANTE, 2018). 

 

Figura 12 – Redução (%) do sinal analítico dos antipsicóticos em diferentes 
condições de armazenamento, no período de 12 meses (março/2015 até 
março/2016). 
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Fonte: Autora. 
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4.3 ESTUDO DOS PROCEDIMENTOS DE EXTRAÇÃO 

 

4.3.1 Otimização da SPE 

 

A otimização do procedimento da SPE, iniciou-se pela escolha do sorbente 

mais adequado para a extração dos analitos. Seis diferentes sorbentes foram 

estudados univariadamente, sendo que o procedimento padrão foi realizado 

conforme descrito no item 3.9.1. Com esta metodologia, os analitos foram extraídos 

da matiz e pré-concentrados 100 vezes. 

Como apresentado pela Figura 13, pode-se perceber que as recuperações 

médias para risperidona, clozapina e pimozida, quando utilizado cartuchos 

Chromabond C18-EC, Strata C18-E e Supelcosil C8, foram semelhantes. No 

entanto, o cartucho Strata C18-E proporcionou a maior taxa de recuperação para 

clorpromazina e provou ser o mais barato. Tais fatores foram considerados ao 

escolher os cartuchos de SPE. 

 

Figura 13 – Seleção do cartucho de SPE. 
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O principal mecanismo em sorvente apolares, como C18-E, é por força de 

van der Waals, porém interações secundárias como ligações dipolo-dipolo e 

ligações de hidrogênio também podem ocorrer. Desta forma, os analitos devem 

estar, principalmente, na forma não ionizada (Hennion 1999).  

Após a seleção do cartucho, um planejamento fracionado (Plackett & Burman 

de 12 ensaios) foi utilizado para verificar quais variáveis apresentam maior 

influência na extração dos antipsicóticos estudados através do procedimento de 

SPE. Como pode ser visto na Figura 14, o volume de metanol na etapa de eluição 

apresentou efeito significativo para quatro analitos, a presença de ácido fórmico no 

metanol utilizado para eluição também foi significativa para cinco analitos, o pH da 

amostra para dois analitos e a água de lavagem embora não tenha apresentado 

efeito significativo para os analitos, esteve entre os quatro parâmetros que 

forneceram maiores efeitos, para todos analitos.  

Posteriormente, um planejamento DCCR foi aplicado para encontrar as 

quantidades adequadas para cada variável pré-selecionada (matriz do 

planejamento encontra-se no item 3.9.2). Na Figura 15 é possível verificar quais 

variáveis apresentaram efeitos significativos no procedimento de extração por SPE. 

A ANOVA revela os modelos que descrevem as respostas dos antipsicóticos 

em função das variáveis investigadas, considerando os parâmetros estatisticamente 

significativos. Os valores dos r2 asseguram que de 55,9% a 81,3% dos resultados 

gerados são explicados pelo modelo matemático. Observou-se, ainda, que o valor 

de F calculado é maior que o valor de F tabelado a um nível de confiança de 95%. 

Desta forma, pode-se assegurar que o referido modelo ofereceu significância 

estatística e satisfez os requisitos para a construção das superfícies de resposta e 

curvas de contorno. 

As condições otimizadas no CCRD podem ser vistas no gráfico de 

desejabilidade (Figura 16). 
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Figura 14 – Diagramas de Pareto mostrando as variáveis com efeitos significativos 
na SPE, para cada analito. 

 

 

 

Fonte: Software Statistica. 
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Figura 15 – Efeitos estimados através do diagramas de Pareto para o planejamento 
DCCR no procedimento SPE. 
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Figura 16 – Perfil das variáveis independentes (pH da amostra, volume de metanol 
para eluição, volume de água para lavagem e % de ácido fórmico no metanol para 
eluição) relacionados à desejabilidade da recuperação dos antipsicóticos por SPE. 
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Fonte: Software Statistica. 

 

Através dos planejamentos multivariados, de modo geral, foi possível 

perceber que os antipsicóticos avaliados foram melhores se extraídos quando o pH 

do meio foi ajustado para próximo à neutro, com exceção da clorpromazina, que é 

melhor se extraída em condição ácida. No entanto, priorizou-se à escolha de uma 
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condição que extraia a maior quantidade de analitos simultaneamente, 

selecionando-se o pH da amosta 7,5, uma vez que cinco dos seis analitos 

responderam bem à essa condição. 

Yuan e colaboradores usaram SPE com cartuchos HLB Oasis para extrair 

risperidona, olanzapina, clozapina e clorpromazina de efluentes hospitalares e 

urbanos, e obtiveram resultados semelhantes. O pH da amostra foi ajustado para 

7,0 e as taxas de recuperação para procedimentos otimizados foram de 63-82% 

para risperidona, 65-70% para olanzapina, 99-112% para clozapina e 68-72% para 

clorpromazina (YUAN et al., 2013). 

Outro fator importante no procedimento de extração por SPE é o 

condicionamento do sorbente, já que este é um fator determinante para a retenção 

dos analitos. Assim, para uma melhor ativação do sorbente, a primeira etapa do 

condicionamento foi conduzido com metanol, solvente polar, e, na sequência, água 

ultrapura, em ordem crescente de polaridade. As quantidades de metanol e água na 

etapa de condicionamento dos sorbentes foram avaliados, entretanto não 

apresentaram influência na extração, sendo assim, para o condicionamento utilizou-

se 5 mL (2x) de metanol e 5 mL (2x) de água ultrapura pH 7,0. 

Para a etapa de condicionamento e de lavagem, valores de pH próximos ao 

pka dos analitos demonstraram ser melhores. Desta forma, para essas duas etapas 

da SPE, utilizou-se água ultrapura com pH ajustado à 7,0 e para a etapa de 

lavagem escolheu-se o volume de 5 mL de água, já que esta condição respondeu 

bem à todos analitos. 

Como pode-se observar na Figura 16, o gráfico de desejabilidade demonstra 

que os volumes ótimos de metanol para etapa de eluição dos analitos foram na 

faixa de 3 e 4 mL, sendo escolhido o volume de 4 mL. 

Outro parâmetro estudado foi a presença de ácido fórmico no metanol 

utilizado para eluição dos compostos, o qual demonstrou melhores resultados em 

volumes menores.  
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4.3.1.1 Metodologia proposta para SPE 

 

As condições estabelecidas para o procedimento SPE, consistem em 

condicionar os sorbentes do cartucho Strata C18-E com 5 mL de metanol (2x) e 5 

mL de água ultrapura (pH 7,0) (2x). Após a etapa de condicionamento, alíquotas de 

100 mL de efluente hospitalar (pH ajustado a 7,5 com HCl ou NaOH 0,1 mol L-1) 

foram passadas através dos cartuchos. Em seguida, os cartuchos foram lavados 

com 5 mL de água ultrapura (pH 7,0) e subsequentemente secos sob vácuo durante 

5 min. Os analitos foram eluídos com 1 mL de metanol (4x) e o solvente foi 

evaporado até a secura sob fluxo de N2 e a temperatura mantida a 40 ºC. Em 

seguida, os extratos foram reconstituídos em 1 mL de metanol, seguido por 

agitação (vórtex) durante 1 min e analisados pelas técnicas instrumentais de HPLC-

DAD-FLD e LC-ESI-MS.  

 

4.3.2 Otimização da DLLME 

  

A otimização de parâmetros experimentais é uma etapa crítica no 

desenvolvimento de trabalhos analíticos. Neste sentido, o planejamento 

experimental multivariado torna-se uma importante ferramenta, sendo possível 

obter-se o desempenho máximo nas condições em que um procedimento é 

desenvolvido (PERALTA-ZAMORA; MORAIS; NAGATA, 2005; BEZERRA et al., 

2008). 

Alguns tipos de planejamento multivariado são utilizados de modo a realizar 

uma varredura e, assim, investigar quais fatores apresentam efeitos significativos. 

Posteriormente, planejamentos completos e mais complexos podem ser aplicados 

para encontrar as condições ótimas de operação (TARLEY et al., 2009). 

 No presente estudo, a metodologia de DLLME foi otimizada como descrito no 

item 3.9.1. Para a determinação dos parâmetros que afetam cada variável, utizou-

se a análise de variância (ANOVA).  

Para o planejamento DCCR, os valores de r2 asseguram que 90% (para 

haloperidol, clozapina e olanzapina), 85% (para risperidona), 70% (clorpromazina) e 
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65% (pimozida) dos resultados gerados, são explicados pelo modelo matemático 

obtido, uma vez que o F calculado foi significativo (p<0,05). 

 Após otimizar a metodologia, as condições mais adequadas e, que 

contemplam a maioria dos analitos foram aplicadas. Além de extrair os analitos, o 

procedimento proposto para DLLME também permite concentrar os analitos 100 

vezes, assim como a SPE. 

Na Figura 17 e Figura 18, encontram-se os resultados obtidos após a 

aplicação dos planejamentos experimentais fracionado e completo, 

respectivamente. Pode-se perceber que quando utilizado o planejamento 

fracionado, o pH é a variável que apresenta maior influência para quatro dos seis 

analitos estudados, o volume de solvente extrator e a concentração de sal 

apresentaram maiores efeitos somente para a extração de clorpromazina e 

pimozida, respectivamente. Ainda, através da Figura 17, é possível constatar que os 

valores de pH e o volume de solvente extrator apresentam maior tendência para 

valores mais altos. Por outro lado, a concentração de sal requer valores menores. 

O planejamento completo (Figura 18) nos fornece informações adicionais, ou 

seja, além da avaliação individual dos fatores ele também demonstra os efeitos 

mais complexos quando combinados dois fatores diferentes. 

Para estabelecer as condições finais do procedimento de extração DLLME, 

utilizaram-se os perfis das variáveis independentes em função da desejabilidade 

(Figura 19), para valores mínimo (0%) e máximo (120%) de recuperação de para 

cada analito. 
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Figura 17 –Diagramas de Pareto monstrando as váriaveis com efeitos significativos 
na DLLME, para cada analito. 
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Figura 18 – Diagramas de Pareto monstrando as váriaveis estudadas no 
procedimento de DLLME, através do planejamento DCCR. 
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 Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Rec Pim (%)
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[Na2SO4](Q)

1Lby3L

Tempo de extração(Q)
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Fonte: Software Statistica. 
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Figura 19 – Perfil das variáveis independentes (pH da amostra, volume de solvente 
extrator, força iônica e tempo de extração) relacionados à desejabilidade da 
recuperação dos antipsicóticos por DLLME. 
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Fonte: Software Statistica. 

 

 Na literatura foi encontrado somente um estudo que utiliza a DLLME para 

extração do antipsicótico haloperidol em matriz ambiental. Devido à escassez de 

estudos que fazem o uso deste procedimento de microextração, decidiu-se realizar 
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uma discussão detalhada sobre cada variável estudada na DLLME para extração de 

antipsicóticos em matriz de efluente hospitalar. 

 

4.3.2.1 Avaliação do solvente extrator 

 

O solvente extrator deve ser escolhido com base na densidade, capacidade 

de extração dos analitos e adequação à técnica instrumental utilizada (REZAEE et 

al., 2006). Outras características importantes que o solvente extrator deve 

apresentar, é densidade maior que da água a fim de garantir a formação da fase 

sedimentada e também a baixa solubilidade em água de modo a permitir a 

separação adequada fase orgânica (REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010). 

Nos testes prévios (univariados), foram avaliados diferentes solventes 

extratores, conforme descrito no item 3.9.2. Na Figura 20 estão apresentados os 

resultados obtidos para cada analito, em termos de recuperação (%), frente aos 

diferentes solventes extratores avaliados. Os solventes que apresentaram os 

melhores resultados foram clorobenzeno, tetracloreto de carbono e clorofórmio. 

Para o diclorometano, as recuperações foram consideravelmente baixas, ainda 

alguns dos solventes extratores testados (undecanol, acetato de etila, tolueno e 

hexano) não formaram a fase sedimentada e por isso não estão demonstrados na 

Figura 20. 

Posteriormente, foram utilizados os melhores resultados obtidos através dos 

testes prévios univariados para a aplicação de um planejamento qualitativo para a 

escolha dos solventes extrator e dispersor, modo de agitação e sal mais 

adequados, levando-se em consideração aqueles que apresentaram as melhores 

respostas univariadamente. 

Dentre os três solventes avaliados, o clorobenzeno proporcionou os melhores 

valores de recuperações para quatro dos seis analitos e para pimozida e 

clorpromazina o tetracloreto de carbono apresentou-se como melhor solvente 

extrator (Apêndice B). 
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Figura 20 – Efeito dos solventes extratores na recuperação dos antipsicóticos. 
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Fonte: Autora. 

 

Conforme indicado pela Occupational Safety and Health Administration 

(OSHA), a concentração máxima da substância no ar, na qual um trabalhador pode 

ficar exposto durante 30 min, sem causar danos irreversíveis à saúde é de 200, 500 

e 1000 mg kg-1 para tetracloreto de carbono, clorofórmio e clorobenzeno, 

respectivamente (OSHA, 2016). Assim, tendo em vista o maior desempenho para a 

maioria dos analitos e por ser considerado o solvente que apresenta menor risco 

ocupacional, o clorobenzeno foi selecionado como o solvente extrator. 

Após executar os ensaios para o planejamento fracionado 26-2, foi possível 

verificar que o volume do solvente extrator apresenta efeito significativo na extração 

de todos analitos avaliados (Figura 17). 

Por fim, após determinado o solvente extrator, e sabendo que este apresenta 

efeitos significativos na extração dos atipsicóticos, através do planejamento 

experimental do tipo DCCR foi possível verificar que o volume de solvente extrator 

mais adequado foi de 200 µL (Figura 19).  
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4.3.2.2 Avaliação do solvente dispersor 

 

A escolha do solvente dispersor está relacionada à solubilidade deste, tanto 

na fase aquosa quanto na fase orgânica. O volume de solvente dispersor é capaz 

de afetar diretamente a formação das microgotas, o grau de dispersão do solvente 

na fase aquosa e, consequentemente, a eficiência da extração (REZAEE; YAMINI; 

FARAJI, 2010). 

Dos solventes dispersores avaliados (Figura 21), o etanol apresentou os 

melhores resultados para cinco analitos (Apêndice B). Além de ser produzido no 

Brasil, o etanol é produzido a partir de fontes renováveis, seu uso é ambientalmente 

correto, pode substituir solventes considerados tóxicos e seu custo/litro é menor 

quando comparado ao custo do metanol e acetona. Estes fatores, juntamente com o 

bom desempenho do etanol para a extração dos analitos, contribui de forma positiva 

para a escolha deste solvente como dispersor. 

O volume de etanol foi estudado no planejamento fracionado, e como pode 

ser observado na Figura 17, o volume de solvente dispersor não apresentou efeito 

significativo para as extrações dos analitos. Assim, o volume deste solvente foi 

estabelecido em 450 µL para ser utilizado nos demais planejamentos experimentais. 
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Figura 21 – Efeitos de diferentes solventes dispersores na recuperação dos 
antipsicóticos. 
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4.3.2.3 Avaliação da adição de sal 

 

Em procedimentos experimentais onde a extração dos compostos é baseada 

na partição entre uma fase aquosa e uma fase orgânica, a adição de sal pode 

aumentar a eficiência de extração dos compostos pela fase orgânica. Isso ocorre, 

por que quando o sal é adicionado à solução, as moléculas de água formam uma 

esfera de hidratação ao redor da molécula iônica de sal, de modo a reduzir a 

quantidade de água disponível para dissolver os analitos, e favorecendo assim, a 

extração dos mesmos pela fase orgânica. A esse efeito dá-se o nome de efeito 

salting out o qual é observado, preferencialmente para analitos com alta polaridade 

(MOREIRA; YOKOYA; GAITANI, 2014).  

De modo geral, presença de sal proporcionou resultados melhores do que 

quando comparado sem a adição de sal. Para quatro analitos a adição de Na2SO4 

forneceu os melhores resultados, enquanto que para os outros dois analitos a 

adição de NaCl promoveu os melhores resultados (Apêndice B). Assim, selecionou-
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se o Na2SO4 devido à este proporcionar os resultados superiores em termos de 

recuperação % para a maioria dos analitos 

A etapa seguinte consistiu em aplicar o planejamento fracionado para 

examinar a influência da concentração de sal sobre a DLLME. Para isso, a extração 

foi realizada na presença de diferentes concentrações de Na2SO4. 

A adição de sal apresentou efeito significativo somente para a extração da  

pimozida, e foi um dos parâmetros avaliados no DCCR, onde apresentou efeitos 

significativos para três analitos (olanzapina, pimozida e clorpromazina). Através da 

Figura 19, é possível perceber que para a maioria dos analitos a concentração de 

0,4 mol L-1, demonstra ser a concentração mais apropriada. 

  

4.3.2.4 Avaliação da etapa de agitação 

 

A agitação pode melhorar a extração dos analitos, devido ao aumento da 

interação do solvente extrator com a amostra.  

Os resultados foram muito semelhantes quando utilizada agitação com o 

vórtex e na ausência de agitação (Apêndice B). Para dois analitos o ultrassom 

forneceu melhores resultados, enquanto que para os outros quatro analitos agitação 

por ultrassom apresentou a tendência de diminuir as recuperações. Assim, para as 

etapas seguintes, selecionou-se o modo sem agitação. 

 

4.3.2.5 Avaliação da pH da amostra 

 

Na DLLME, para a extração de compostos de caráter básico, manter o pH da 

amostra acima do valor do pka dos analitos pode melhorar a eficiência da extração, 

pois nesta condição, os analitos encontram-se presentes na forma não ionizada e 

podem ser transferidos para a fase orgânica mais facilmente (MOREIRA; YOKOYA; 

GAITANI, 2014; BAZREGAR et al., 2016).  

O pH da amostra foi um dos fatores avaliado no planejamento fracionado. De 

acordo com a Figura 17, para quatro dos analitos avaliados, o pH da amostra foi a 

variável que apresentou efeitos mais significativos. Assim, este fator foi avaliado no 
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planejamento DCCR, e como demonstrado na Figura 18, esta variável requer 

valores mais elevados de pH, sendo assim, no procedimento estabelecido, o pH das 

amostras foi ajustado a 10,5.  

 

4.3.2.6 Avaliação do tempo de extração 

 

Na DLLME, o tempo de extração é definido como o intervalo de tempo entre 

a adição da mistura de solventes extrator e dispersor até iniciar a centrifugação 

(REZAEE et al., 2006). 

A grande área superficial entre o solvente de extração e a fase aquosa 

(amostra), proporciona a rápida transferência dos analitos para a fase orgânica e o 

estado de equilíbrio é atingido com rapidez, o que resulta em tempos de extração 

curtos comparados à outras metodologias de extração. 

Embora o tempo de extração não tenha apresentado efeito significativo para 

os analitos (Figura 17), este parâmetro foi inserido no planejamento DCCR, já que 

para todos analitos esteve entre os quatro fatores que apresentaram maiores 

influências na extração. Na Figura 19, pode-se perceber que o tempo de extração 

mais adequado para a extração dos analitos simultaneamente é de 3 min. 

 

4.3.2.7 Avaliação do tempo de centrifugação 

 

Tempos de centrifugação muito curtos podem não ser suficientes para 

depositar totalmente as microgotas no fundo do frasco, por outro lado, tempos muito 

elevados podem não fazer diferença na extração. De acordo com a Figura 17, o 

tempo de centrifugação não apresentou influência significativa para nenhum dos   

analitos estudados. Assim, o tempo de centrifugação e a velocidade de rotação 

foram estabelecidos em 5 min e 3500 rpm, para garantir que maioria dos analitos 

fossem transferidos para a fase sedimentada. 

 

 



89 

 

 

 

4.3.2.8 Metodologia proposta para a DLLME 

 

 A metodologia proposta para a DLLME, consiste em preparar uma solução 

0,4 mol L-1 de Na2SO4 em efluente hospitalar previamente filtrado (filtro qualitativo e 

filtro de nitrato de celulose) e ajustar o pH desta solução a 10,5 (±0,05) com 

soluções de NaOH ou HCl 0,1 mol L-1.  

 Uma amostra de 10 mL é pipetada em um tubo de fundo cônico, e 650 µL da 

solução de solventes extrator e dispersor (200:450 v/v) são injetados rapidamente 

na amostra, posteriormente a solução é mantida em repouso durante 3 min e então 

levada para uma etapa de centrifugação por 5 min, a 3500 rpm. 

 Em seguida, a fase sedimentada é removida da solução com auxílio de uma 

seringa e colocada em um vial. A fase sedimentada é evaporada, em banho-maria e 

sob fluxo de N2. O resíduo remanescente é reconstituído em 100 µL de acetonitrila 

e levado para análise por HPLC-DAD-FLD e LC-ESI-MS. 

 

4.4 VALIDAÇÃO DAS METODOLOGIAS DE SPE E DLLME 

 

Após o estudo da otimização dos procedimentos de extração, procedeu-se o 

estudo de validação para verificar se os procedimentos estudados são adequados 

para a quantificação dos antipsicóticos estudados em matriz de efluente hospitalar. 

Inicialmente os procedimentos foram validados para a técnica instrumental de 

HPLC-DAD-FLD e, posteriormente, para LC-ESI-MS.  

 As normativas estabelecidas pelo INMETRO (INTERNATIONAL 

ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2005) e SANTE (SANTE, 2018) foram 

utilizadas para validar os parâmetros que garantem a aplicabilidade dos métodos 

estudados, como seletividade, linearidade, limite de quantificação, exatidão, 

precisão e efeito matriz. Os resultados obtidos para os parâmetros avaliados, estão 

apresentados nas Tabela 10 e Tabela 11 para HPLC-DAD-FLD e LC-ESI-MS, 

respectivamente. 

 Os procedimentos são seletivos para a extração dos antipsicóticos 

estudados, uma vez que não foi observada co-eluição de componetes da matriz nos 
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tempos de reteção dos analitos. A seletividade das metodologias otimizadas podem 

ser constatadas através das  Figura 22, Figura 23, Figura 24 e Figura 25.  

Os picos cromatográficos contidos nos cromatogramas dos extratos 

“brancos” são referentes à co-extrativos presentes na matriz de efluente hospitalar 

e, apresentam tempos de retenção diferente dos antipsicóticos avaliados neste 

estudo, evidenciando que não é o analito. Para o extrato obtido através da DLLME e 

analisado por LC-ESI-MS (Figura 25) foi necessário descontar a área para o 

antipsicótico haloperidol, já que na amostra coletada evidenciou-se a ocorrência 

deste antipsicótico. 

 

Figura 22 – Cromatograma do extrato “branco” para SPE obtido através do HPLC-

DAD-FLD. 

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 min

0.0

2.5

5.0

7.5

10.0

12.5

15.0

mAU
254nm4nm (1.00)

 

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 min

0

100

200

300
mV

Detector A:Ex:285nm,Em:320nm 

 

 
Fonte: LC-Solution. 
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Figura 23 – Cromatograma do extrato “branco” para DLLME obtido através do 

HPLC-DAD-FLD. 
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Fonte: Software LC-Solution. 
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Figura 24 – Cromatograma do extrato “branco” para SPE obtido através do LC-ESI-

MS. 

 

 
Fonte: Software LC-Solution. 

 

Figura 25 – Cromatograma do extrato “branco” para DLLME obtido através do LC-

ESI-MS. 

 

 

Fonte: Software LC-Solution. 

 

 Ambos os procedimentos demonstraram ser lineares na faixa de 

concentração avaliada (0,1 a 13,5 mg L-1 para HPLC-DAD-FLD e 15 a 7000 µg L-1 

para LC-ESI-MS), uma vez que os coeficientes de correlação (r2) foram superiores a 

0.9815 para todos analitos.  
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Conforme os dados apresentados nos Apêndices C, D, E e F, pode-se 

garantir a aplicação segura da curva analítica para a quantificação dos analitos 

estudados em efluente hospitalar. Os dados experimentais obtidos no estudo da 

linearidade demonstraram-se normais conforme a aplicação do teste de Anderson-

Darling, o qual rejeita a hipótese de normalidade quando o valor de p é inferior a 

0,05 (p<0,05). Também foi possível perceber que os dados obtidos são 

homocedásticos, já que o valor calculado para o teste de Cochran foi inferior ao 

valor tabelado (0,6771), sendo a curva analitica preparada em sete pontos de 

concentração (n) e três repetições (k) para cada ponto. E através do teste de 

Durbin-Watson os resíduos da regressão demonstraram-se independentes (p>0,05).  

 O efeito matriz foi calculado através da comparação entre as curvas 

analíticas preparadas em solvente orgânico e em extrato “branco” da matriz, 

empregando-se a Equação 5. De maneira geral, os efeitos matriz foram mais 

pronunciados para o estudo da validação quando utilizado LC-ESI-MS, fato este 

que está de acordo com os dados reportados na literatura. De acordo com trabalhos 

publicados, em determinações de fármacos por LC-MS com fonte de ionização ESI, 

os efeitos da matriz são mais sucetíveis devido a ionização de compostos presentes 

na matriz estudada, ainda mais no caso de efluente hospitalar que é considerado 

uma matriz complexa, principalmente com alto teor de matéria orgânica e sais 

(BOROVA et al.. 2014; RIVERA-JAIMES et al.. 2018).  

 Como pode ser visto, na maioria dos casos o efeito foi de supressão do sinal 

analítico, o que corresponde à diminuição do sinal analítico comparado ao sinal 

obtido quando analisada a curva analítica em solvente orgânico. Também pode ser 

notado, que para vários analitos, o efeito matriz obtido permaneceu fora da faixa 

aceitável (±20%), indicando que as curvas analíticas em matriz devem ser 

preparadas na matriz de efluente hospitalar. 

 O estudo de fortificação e recuperação foi feito para verificar a exatidão e 

precisão dos procedimentos experimentais. Como pode ser observado nas Tabela 

10 e Tabela 11, obteve-se valores de recuperações na faixa aceitável (70-120%) 

para todos analitos, conforme recomendado pelas diretrizes nacionais e 

internacionais . Os procedimentos de extração também demostraram-se precisos, já 
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que quando avaliada a precisão (intraday e interday) foi possível obter valores 

menores ou iguais a 15,72%, para todos analitos. 

Os LOQ foram estabelecidos através do estudo de fortificação e 

recuperação, sendo considerado o LOQ de cada analito a menor concentração 

fortificada que apresentou valores aceitáveis para recuperações e exatidão. Quando 

empregada a técnica de HPLC-DAD-FLD os LOQ foram iguais ou inferiores a 16 µg 

L-1 e para LC-ESI-MS os valores foram iguais ou inferiores a 1,4 µg L-1. 
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Tabela 10- Parâmetros avaliados no estudo de validação dos procedimentos de DLLME e SPE através do emprego 
da técnica de HPLC-DAD-FLD. 
 

Analitos 

r2 

Fortificação 
(µg L-1) 

DLLME SPE 

Solvente 
Matriz Rec 

(%) 

RSD (%) Efeito 
matriz 

(%) 

Rec 
(%) 

RSD (%)  Efeito 
matriz 

(%) DLLME SPE Intradiária Interdiária Intradiária Interdiária 

Olanzapina 0,9927 0,9894 0,9994 

8 70,7 10,51 3,43 

-6,37 

71,4 7,25 6,46 
-6,37 

 
16 77,8 7,63 3,35 78,6 4,31 5,54 

45 87,1 7,32 3,74 83,1 4,22 6,95 

Clozapina 0,9921 0,9912 0,9966 

8 79,7 8,63 2,82 

-3,93 

79,5 5,26 8,43 
-10,31 

 
16 81,1 5,36 1,77 81,6 3,69 5,39 

45 86,8 5,79 1,50 82,5 2,96 0,74 

Clorpromazina 0,9917 0,9815 0,9984 

8 92,7 12,78 6,12 

-32,81 

72,8 15,72 11,7 
-11,31 

 
16 94,4 9,15 2,07 79,1 11,27 9,6 

45 98,1 8,54 1,96 82,3 9,46 8,8 

Risperidona 0,9937 0,9930 0,9996 

16 79,8 6,93 4,01 

5,36 

72,2 4,36 5,28 
-7,4 

 
32 92,3 6,84 1,61 73,1 4,01 4,99 

90 81,1 3,47 1,87 79,8 3,96 0,83 

Haloperidol 0,9901 0,9901 0,9995 

16 74,9 7,15 548 

5,51 

76,1 4,91 4,05 
-6,2 

 
32 76,6 3,95 2,80 77,2 3,25 1,85 

90 95,6 3,36 1,58 78,4 1,97 1,34 

Pimozida 0,9944 0,9904 0,9982 

2 70,4 14,63 6,82 

-35,84 

70,5 4,36 1,57 
-5,32 

 
4 72,3 10,21 5,95 72,2 3,65 2,25 

9 99,2 7,15 3,52 73,9 3,74 1,11 

 

n=3                                                    Fonte: Autora 
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Tabela 11- Parâmetros avaliados no estudo de validação dos procedimentos de DLLME e SPE através do emprego 
da técnica de LC-ESI-MS. 
 

Analitos 

r2 

Fortificação 
(µg L-1) 

DLLME SPE 

Solvente 
Matriz 

Rec 
(%)  

RSD (%) Efeito 
matriz 

(%) 

Rec 
(%) 

RSD (%) Efeito 
matriz 

(%) 
DLLME SPE Intradiária Interdiária Intradiária 

Interdiári
a 

Olanzapina 0,9927 0,9836 0,9918 

0,3 77,20 10,61 9,15 

-76,06  

88,15 5,15 3,18 

-45,40 
  

1,5 77,45 3,77 3,98 88,54 3,14 2,78 

7,5 83,03 2.84 2,50 90,15 3,58 1,15 

Clozapina 0,9921 0,9954 0,9947 

0,5 70,85 11,50 8,96 

 -23,68 

89,16 4,14 3,58 

-13,24 
  

2,5 78,52 10,38 7,58 91,47 3,21 1,47 

12,5 81,25 6,10 5,62 95,17 1,25 1,25 

Clorpromazina 0,9917 0,9939 0,9975 

0,5 76,17 3,47 4,58 

-19,92  

78,47 3,47 4,56 

-12,57 
  

2,5 75,03 3,35 2,65 76,15 3,14 2,96 

12,5 86,20 5,11 4,57 81,17 2,58 2,57 

Risperidona 0,9937 0,9900 0,9964 

0,9 80,35 5,38 4,85 

 -28,80 

81,17 5,78 3,48 

-22,60  
  

4,5 90,76 8,56 7,36 89,25 3,47 2,73 

22,5 79,63 2,41 1,98 92,13 3,02 2,45 

Haloperidol 0,9901 0,9962 0,9979 

1,4 77,36 8,93 6,57 

 -30,31 

91,17 4,78 3,68 

-19,97 
  

7,0 78,70 6,87 5,41 90,58 3,89 2,52 

35,0 78,47 1,36 2,63 101,15 1,87 2,32 

Pimozida 0,9944 0,9967 0,9990 

1,4 81,46 2,29 3,15 

 -28,46 

78,13 2,47 4,25 

 1,37 
  

7,0 83,05 3,26 2,15 80,58 2,06 2,47 

35,0 90,88 4,79 4,91 82,15 1,58 2,89 

 

n=3                                                  Fonte: Autora
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4.5 APLICAÇÃO DAS METODOLOGIAS PARA VERIFICAR A OCORRÊNCIA 

DE RESÍDUOS DE ANTIPSICÓTICOS 

 

As amostragens de efluente hospitalar para determinação e quantificação 

dos antipsicóticos foram feitas em dois pontos de amostragem, durante  uma 

semana, conforme descrito no item 3.6.  

As amostras compostas diárias foram submetidas à etapa de extração pelas 
metodologias otimizadas e validadas e posteriormente à determinação por LC-
ESI-MS, conforme as condições descritas no item 4.1.2. As Tabela 12 e  

Tabela 13 apresentam as concentrações diárias quantificadas para os 

atipsicóticos nos dois pontos de amostragem, por ambos os procedimentos de 

extração. 

 

Tabela 12- Concentrações diárias (µg L-1) de antipsicóticos encontrada no ponto 
de coleta A. 
 

DLLME SPE DLLME SPE DLLME SPE DLLME SPE DLLME SPE

Domingo - - 0,91 ± 0,03 0,89 ± 0,01 1,65 ± 0,21 1,72 ± 0,12 - - - -

Segunda-feira - - 0,81 ± 0,06 0,78 ± 0,02 1,87 ± 0,23 1,90 ± 0,15 0,95 ± 0,06 1,91 ± 0,13 0,52 ± 0,03 0,51 ± 0,02

Terça-feira 0,31 ± 0,02 0,30 ± 0,019 0,56 ± 0,05 0,52 ± 0,04 - - 0,92 ± 0,05 0,89 ± 0,03 - -

Quarta-feira - - 0,97 ± 0,04 0,92 ± 0,03 1,5 ± 0,11 1,62 ± 0,23 - - - -

Quinta-feira <0,3 <0,3 0,69 ± 0,06 0,71 ± 0,02 2,73 ± 0,04 2,52 ± 0,03 - - - -

Sexta-feira - - 0,95 ± 0,13 0,91 ± 0,18 <1,4 <1,4 <0,9 <0,9 - -

Sábado - - - - <1,4 <1,4 <0,9 <0,9 - -

Dia da 

semana

Olanzapina Clozapina Haloperidol Risperidona Clorpromazina

 
-: não detectado. 

 
Tabela 13- Concentrações diárias (µg L-1) de antipsicóticos encontrada no ponto 
de coleta B. 
 

DLLME SPE DLLME SPE DLLME SPE

Domingo 0,52 ± 0,03 0,48 ± 0,01 - - <1,4 <1,4

Segunda-feira - - 0,93 ± 0,03 0,88 ± 0,04 1,61 ± 0,09 1,58 ± 0,1

Terça-feira - - 0,65 ± 0,02 0,68 ± 0,01 1,58 ± 0,08 1,53 ± 0,05

Quarta-feira - - 0,72 ± 0,03 0,76 ± 0,01 1,67 ± 0,04 1,71 ± 0,07

Quinta-feira <0,3 - 0,77 ± 0,11 0,73 ± 0,15 1,43± 0,12 <1,4

Sexta-feira 0,32 ± 0,01 <0,3 0,95 ± 0,05 0,91 ± 0,03 - -

Sábado - - - - 2,32 ± 0,13 2,41 ± 0,19

Olanzapina Clozapina Haloperidol
Dia da 

semana

 
-: não detectado. 
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As amostras foram coletadas no período de uma semana (14 a 21 de 

dezembro de 2017), sendo que os horários de coleta foram a cada duas horas 

entre 08:00 e 18:00. Cinco dos seis analitos estudados foram encontrados em 

concentrações superiores ao LOQm no ponto de coleta A. No ponto de coleta B 

três dos antipsicóticos foram encontrados em concentrações também superiores 

ao LOQm, em pelo menos um dos sete dias de coleta. 

Durante os dias avaliados, foi possível perceber que as concentrações 

encontradas quando aplicados os procedimentos de extração foram muito 

similares. Aplicou-se o teste T de Student, e as diferenças entre as 

concentrações obtidas por SPE e DLLME não foram significativas, indicando 

assim, que ambos os procedimentos podem ser utilizados. 

As maiores concentrações, em ambos pontos de coleta, foram obtidos 

para o haloperidol, o qual é utilizado para o tratamento do autismo e 

esquizofrenia crônica (uso contínuo). Cerca de 86% das amostras apresentaram 

concentrações acima de 1,43 µg L-1. Silveira et al. determinaram a presença de 

alguns fármacos, entre eles o haloperidol em amostras de águas superficiais por 

meio de LC-MS/MS, e encontraram o antipsicótico haloperidol em concentração 

média de 0,1 µg L-1 (SILVEIRA et al., 2013); estas concentrações são inferiores  

às concentrações encontradas pelo HUSM, visto que, os contaminantes 

encontram-se mais diluídos em águas superficiais. No estudo de Loos e 

colaboradores alguns contaminantes orgânicos foram determinados em 

efluentes de 90 ETEs na Europa, sendo que o haloperidol foi encontrado em 

cerca de 83% das amostras avaliadas e a concentração máxima foi de 2,69      

µg L-1 (LOOS et al., 2013), concentração superior à encontrada no efluente do 

HUSM. 

A clozapina foi encontrada em cerca de 79% das amostras avaliadas, em 

concentrações na faixa de 0,56 µg L-1 a 0,97 µg L-1. Estes valores estão de 

acordo com estudos prévios reportados em efluente hospitalar (YUAN et al., 

2013). Ademais, a clozapina também foi encontrada em amostras de água 

superficial na África, em concentrações maiores que aquelas encontradas no 

efluente do HUSM (MATONGO et al., 2015). Outros estudos reportam 

concenrações menores de clozapina em influente e efluente urbano (BOROVA et 

al., 2014; SHENG et al., 2014; LOGARINHO et al., 2016; DAVID et al., 2018). 
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O antipsicótico risperidona foi quantificado somente no ponto de coleta A 

(frequência de 29%), em concentrações na faixa de 0,92 µg L-1 a 0,95 µg L-1. De 

maneira geral, as concentrações encontradas no efluente do HUSM foram 

superiores às concentrações de risperidona encontradas em trabalhos prévios 

(0,003─0,36 µg L-1) (YUAN et al., 2013; BOROVA et al., 2014; VERGEYNST et 

al., 2015). Loos e colaboradores encontraram concentrações de risperidona 

(concentração máxima de 0,86 µg L-1) na Europa semelhantes às encontradas 

no efluente do HUSM (LOOS et al., 2013). 

Cerca de 36% das amostras estudadas apresentaram traços de 

olanzapina, em concentração na faixa de 0,31 a 0,52 µg L-1. Estes resultados 

também são considerados altos frente à trabalhos encontrados na literatura 

(YUAN et al., 2013; BOROVA et al., 2014). Entretanto, Santos et. al. avaliaram a 

ocorrência de alguns produtos farmaceuticos em efluentes de quarto hospitais 

em Portugal e encontraram olanzapina em concentrações de até 0,82 µg L-1 

(SANTOS et al., 2013), cujos valores são maiores que aqueles encontrados no 

efluente gerados pelo HUSM. Outros autores reportam olanzapina em 

concentrações próximas à 0,04 µg L-1 em amostras de águas superficiais 

(GRACIA-LOR; SANCHO; HERNÁNDEZ, 2011; K’OREJE et al., 2016). As 

divergências entre as concentrações encontradas em efluente urbano, efluente 

hospitalar e águas superficiais podem ser relacionadas à diluição das amostras. 

A clorpromazina foi quantificada somente na segunda feira (7% das 

amostras) da semana avaliada no Ponto A, em concentrações levemente acima 

do LOQm (0,50 µg L-1). Alguns autores relatam a ocorrência de clorpromazina em 

amostras de influente e efluente hospitalar em concentração na faixa de 0,002 a 

0,364 µg L-1 (FERNÁNDEZ et al., 2010; YUAN et al., 2013; LOGARINHO et al., 

2016). Asghari et al. desenvolveram um método sequecial DLLME/HPLC-UV 

para a determinação de clozapina e clorpromazina em amostras de efluente, no 

entanto não aplicaram a metodologia desenvolvida. (ASGHARI et al., 2017). 

O antipsicótico pimozida não foi detectado em nenhuma das amostras 

avaliadas, o que pode ser justificado ao seu uso limitado no HUSM. Nenhum 

estudo envolvendo a determinação de pimozida em efluentes hospitalares e/ou 

urbanos sobre a ocorrência de pimozida, foi encontrado em materiais disponíveis 

na literatura. 
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O conhecimento da ocorrência de drogas psicoativas em efluentes e seus 

efeitos sobre os ecossistemas é de grande importância, particularmente nos 

países em desenvolvimento, onde a maioria da população e os hospitais 

apresentam apenas sistemas sépticos para o tratamento de efluentes 

(BALAKRISHNA et al., 2017) e não se faz a diluição dos efluentes hospitalares 

com efluentes urbanos, por exemplo, antes do lançamento no meio ambiente. 

Através dos dados experimentais obtidos neste estudo, fica evidente que 

o sistema séptico utilizado pelo HUSM não é capaz de remover totalmente os 

resíduos desta classe de medicamentos. Assim, faz-se necessário o 

desenvolvimento e a aplicação de PAOs, permitindo a degradação completa 

destes resíduos e, consequentemente, reduzir os riscos ecotoxicológicos. 

 

4.6 AVALIAÇÃO DO RISCO AMBIENTAL 

 

As avaliações preliminares do risco permitem determinar os possíveis 

impactos dos produtos farmacêuticos no ecossistema. Embora vários estudos 

tenham sido publicados, principalmente a partir de 2013, sobre a ocorrência de 

antipsicóticos em matrizes ambientais, poucos desses estudos fazem a 

avaliação de risco. A concentração de psicofármacos no ambiente é baixa, no 

entanto, os valores da PNEC, para a maioria dos compostos pertencentes à esta 

classe, também são baixos. Motivo pelo qual requerem atenção especial. 

As diretrizes para conduzir uma avaliação de risco ambiental de 

medicamentos humanos (EMEA, 2006) estipulam que, na fase preliminar, a 

avaliação deve descobrir se os produtos farmacêuticos são persistentes, 

bioacumulativos e tóxicos (PBT) ao mesmo tempo. Compostos PBT são 

poluentes prioritários devido ao risco potencial que representam para a saúde 

humana e o ecossistema. Eles podem resistir à degradação biótica e abiótica e 

persistir inalterados por muito tempo. Além disso, eles podem interagir com 

humanos e animais selvagens, acumular-se em organismos vivos e ter efeitos 

tóxicos (SANGION; GRAMATICA, 2016). Os valores de PBT podem variar em 

uma escala de 0 a 3, onde 3 é considerado o nível mais alto (ZAHARIA; SUTEU, 

2012). 
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De acordo com a Tabela 14, os antipsicóticos risperidona, clozapina, 

haloperidol e pimozida são muito persistentes no ambiente. Clozapina, 

haloperidol e pimozida são bioacumulativos; e clozapina, clorpromazina e 

pimozida também apresentam alto grau de toxicidade. Devido à ocorrência de 

risperidona, haloperidol, clozapina e a clorpromazina no efluente do HUSM e aos 

elevados valores de PBT que estes resíduos podem apresentar, faz-se 

necessário estudar processos mais eficazes para o tratamento destes efluentes. 

 

Tabela 14- Valores de PNEC, QR e PBT para os analitos estudados. 
 

Analitos 
PNEC 
(µg L-1) 

Referencias
a 

QR 
P B T Referenciab 

 
Ponto 

A 
Ponto 

B 

Olanzapina 44 
(BERCU et 
al., 2008) 

0.007 0.012 0 0 2 

(STOCKHOLM 
COUNTY 

COUNCIL, 
2014) 

Risperidona 0.001 
(ORIAS; 

PERRODIN, 
2013) 

950 - 3 0 2 

(STOCKHOLM 
COUNTY 

COUNCIL, 
2014) 

Clozapina 0.0014 
(ORIAS; 

PERRODIN, 
2013) 

693 679 3 3 3 

(STOCKHOLM 
COUNTY 

COUNCIL, 
2014) 

Clorpromazina 0.000088 
(ORIAS; 

PERRODIN, 
2013) 

5909 - 2 2 3 

(ENVIRONMEN
TAL HEALTH 

ANALYSIS 
CENTER, 

2016) 

Haloperidol - - - - 3 3 2 

(STOCKHOLM 
COUNTY 

COUNCIL, 
2014) 

Pimozida - - - - 3 3 3 

(ENVIRONMEN
TAL HEALTH 

ANALYSIS 
CENTER, 

2016) 

 

Fonte: Autora. 

 

O risco pode ser classificado como baixo quando o QR está entre os 

valores de 0,01 e 0,10; moderado, quando QR encontra-se na faixa entre 0,10 e 
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1,00 e, como alto, se assume valores superiores à 1,00 (HERNANDO et al., 

2006). O QR pode ser calculado como a razão entre a concentração mais alta 

encontrada e o valor PNEC de cada composto. 

Nas concentrações medias de antipsicóticos encontrados no efluente do 

HUSM, os antipsicóticos clozapina, clorpromazina e risperidona apresentam um 

alto risco ambiental, uma vez que os valores do QR (679≥QR≤5909) são muito 

superiores a 1. A principal razão para isto é que os fármacos antipsicóticos que 

foram estudados têm valores muito pequenos de PNEC, como por exemplo, 

1,4x10-3, 1x10-3 e 8,8x10-5 µg L-1 para clozapina, risperidona e clorpromazina, 

respectivamente (ORIAS; PERRODIN, 2013). A olanzapina apresenta um baixo 

risco para o ecossistema (QR≤0,012). Ambos pontos de amostragem 

apresentaram um risco muito alto, podendo este ser atribuído à presença de 

clozapina, mas o risco apresentado pelo Ponto A foi muito maior, em virtude da 

ocorrência de clorpromazina e risperidona. 

 

4.7 APLICAÇÃO DE PROCESSOS AVANÇADOS DE OXIDAÇÃO 

 
4.7.1 Fotólise 

 

 A maioria dos compostos orgânicos que absorvem radiação UV 

apresentam em suas estruturas ligações duplas ou ligações duplas conjugadas, 

envolvendo átomos de carbono, nitrogênio ou oxigênio, e são caracterizadas por 

possuírem elétrons pi (π) desemparelhados. Estas características tornam os 

compostos propensos a absorverem a radiação UV (fotólise direta) ou a 

reagirem com espécies fotossensibilizadoras capazes de induzir a 

fotodegradação dos compostos em matrizes aquosas (fotólise indireta) 

(BOREEN; ARNOLD; MCNEILL, 2003). 

 Como descrito no item 3.13.1, no presente estudo aplicou-se o processo de 

fotólise para a degradação dos seis antipsicóticos estudados em efluente 

hospitalar. A Figura 26, demonstra a degradação (%) de cada um dos analitos 

quando utilizado o fotorreator de bancada desenvolvido no LATER (esquema 

apresentado na Figura 8) e equipado com uma lâmpada UVC. 

Todos os ensaios para os estudos de degradação foram conduzidos  

diretamente em solução de efluente hospitalar. Nesta etapa do estudo, não 
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foram aplicados planejamentos experimentais, devido ao elevado custo das 

substâncias padrão e à pequena quantidade de padrões sólidos dos analitos. 

Através da Figura 26 pode-se constatar que após 60 min de processo, 

apenas os antipsicóticos clozapina e pimozida não foram completamente 

degradados em nenhum dos valores de pH estudados. 

Para determinação da ordem de reação e da constante cinética dos 

analitos (kobs), estudou-se os decaimentos das curvas experimentais obtidas, 

ajustado-as ao modelo representado pela Equação 7, para pseudoprimeira 

ordem, pois a concentração dos antipsicóticos estudados foi variada e a 

intensidade da radiação UV foi mantida constante. 

 

                                  (Equação 7) 

 

 onde: C0 é concentração inicial do analito,  

           C é a concentração em determinado tempo 

           k é a constante de velocidade reacional. 

 

 A partir das curvas ln C/C0 versus tempo (Figura 27), foi possível 

determinar a kobs da degradação de todos os compostos, bem como os tempos 

de meia vida (t½) calculados através da Equação 8. 

 

                                      Equação 8 
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Figura 26 – Degradação dos antipsicóticos estudados por meio do processo de 
fotólise. 
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Fonte: Autora. 

 

 De maneira geral, a cinética de pseudoprimeira ordem tem sido reportada 

em muitos estudos envolvendo a fotodegradação de PPCPs (TRAWIŃSKI; 

SKIBIŃSKI; SZYMAŃSKI, 2018). Especificamente, para antipsicóticos em 

soluções aquosas, este modelo cinético foi reportado em dois estudos 

(REGULSKA; KARPIŃSKA, 2012; CALZA et al., 2016). 

 Pathak e Rajput aplicaram o processo de fotólise para o estudo da 

degradação de olanzapina, e relatam que este antipsicótico demonstra ser 

instável quando exposto à luz em condições ácidas, alcalinas ou neutras (faixa 
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de pH estudada no presente estudo (PATHAK; RAJPUT, 2009). Por outro lado, 

outro estudo relata que não houve degradação para olanzapina quando utilizada 

radiação UV-C (254 nm) (SHAH et al., 2008).  

 A maioria dos analitos apresentou maior valor para a kobs em pH 5. Estes 

resultados, demonstraram que pH interfere no processo fotoquímico, uma vez 

que, em condições neutras e alcalinas a maioria dos compostos é mais estável e 

a taxa de fotodegradação diminui. 

 

Figura 27 –Estudo cinético da degradação dos antipsicóticos em efluente 
hospiralar através do processo de fotólise. 
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Fonte: Autora. 
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Analisando-se as Kobs (Tabela 15) obtidas no estudo de fotodegradação 

dos antipsicóticos, pode-se observar que a clorpromazina apresentou maior 

valor, sendo assim, sua degradação completa ocorre em um tempo menor ao 

comparar aos demais analitos. Os analitos clozapina e pimozida foram os 

compostos que apresentaram as menores eficiências de degradação quando 

comparados aos dados obtidos para os demais antipsicóticos. 

 

Tabela 15- Constante cinética, t½ e ajuste do modelo da degradação de 
antipsicóticos por meio do processo de fotólise. 
 

 

Analito kobs (min-1) t½ (min) r2 

Risperidona 9,55 x 10-2 7,2 0,9141 

Olanzapina 7,92 x 10-2 8,7 0,9719 

Haloperidol 7,9 x 10-2 8,8 0,9362 

Pimozida 3,3 x 10-2 21,0 0,9517 

Clozapina 1,6  x 10-2 43,3 0,9602 

Clorpromazina 1,1 x 10-1 6,3 0,9117 

 
Fonte: Autora. 

 

Ao aplicar o processo de fotólise para o antipsicótico clorpromazina, 

evidenciou-se a variação na cor da solução. Inicialmente a solução não 

apresentava coloração, e com o decorrer do tempo de irradiação a solução 

apresentou coloração em tons avermelhados. Esta variação na coloração 

também foi reportada no estudo de Trautwein e Kümmerer, os quais relatam que 

com o aumento do tempo de irradiação, o sinal do analito diminui e outros sinais 

analiticos podem ser visualizados nos cromatogramas em tempos de retenção 

inferiores aos do analito possibilitando a formação de aproximadamente 57 

fotoprodutos (TRAUTWEIN; KÜMMERER, 2012), como demonstrado Figura 28 

também verificado no presente estudo. 
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Figura 28 –Cromatogramas obtidos para a clorpromazina ambos em solução de 
efluente hospitalar com pH ajustado à 7 (a) antes do início do processo de 
fotólise e (b) após 60 min de processo. 

 

 Embora os contaminantes orgânicos absorvem radiação UV, a 

concentração destes compostos no meio ambiente é baixa (µg L-1 ou ng L-1) 

quando comparada ao teor de matéria orgânica e inorgânica presente no meio, 

assim a porção de luz absorvida é muito baixa. Neste caso, pode ocorrer uma 

competição pela luz UV incidida no tratamento e, consequentemente, uma 

redução na eficiência da remoção destes compostos quando comparado à 

processos que utilizam outros mecanismos para a degradação. 

  

4.7.2 Ozonização 

 
Assim como na fotólise, os ensaios por meio de ozonização foram 

conduzidos no reator de bancada desenvolvido no LATER e os testes foram 

feitos em efluente hospitalar. 

Como demonstrado na Figura 29, todos os antipsicóticos estudados foram 

degradados quase totalmente na faixa de pH avaliado, em no máximo 30 min de 

ozonização.  

A estrutura química e os grupos funcionais de cada composto estudado 

determinam se a substância é facilmente ou dificilmente degradada através do 

ozônio. Ainda, devido à sua configuração eletrônica, o ozônio pode executar 

diferentes tipos de reações na água, incluindo reações de oxidação, cicloadições 

e reações de substituição eletrofílica (ANTONIOU et al., 2013). 

(a) 

(b) 

clorpromazina 

clorpromazina 
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O pH do meio reacional apresenta influência no mecanismo de reação, ou 

seja, quando o pH do meio reacional encontra-se entre 4 e 9 ambos os 

mecanismos podem estar presentes, tanto ozonização direta quanto via 

radicalar. Em valores de pH superiores a 9 a reação via radicalar é preferencial 

(GUNTEN, 2003). Na faixa de pH avaliados no presente estudo, tem-se ambos 

os mecanismos acontecendo (reação direta e reação indireta). 

Através dos dados contidos na Tabela 16 e na Figura 30, pode-se concluir 

que por meio do processo de ozonização, a clozapina é o antipsicótico que se 

degrada mais rapidamente e a pimozida é o analito que degrada-se mais 

lentamente. 

 

Figura 29 – Degradação dos antipsicóticos estudados por meio do processo de 
ozonização. 
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Fonte: Autora. 
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Figura 30 – Estudo cinético da degradação dos antipsicóticos em efluente 
hospiralar através do processo de ozonização. 
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Fonte: Autora.  

 

Na Tabela 16 estão apresentados os valores de kobs e também o t1/2 para 

cada analito estudado. O t½ segue a ordem inversa à kobs, sendo a clozapina o 

antipsicótico que apresentou o menor t½ e a pimozida o analito que apresentou o 

maior t½, o antipsicótico que necessita maior tempo de ozonização para reduzir a 

sua concentração inicial para a metade. 
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Tabela 16- Constante cinética de pseudoprimeira ordem (kobs), t½ e ajuste do 
modelo da degradação de antipsicóticos por meio do processo de ozonização. 
 

 

Analito kobs (min-1) t½ (min) r2 

Risperidona 9,8 x 10-2 7,1 0,9372 

Olanzapina 4,6 x 10-2 15,1 0,9191 

Haloperidol 9,9 x 10-2 6,9 0,9329 

Pimozida 5,2 x 10-2 13,3 0,9682 

Clozapina 1,7 x 10-1  3,9 0,9261 

Clorpromazina 1,3 x 10-1 5,3 0,9155 

 
Fonte: Autora. 

 

O estudo de Antoniou e colaboradores, demonstra que a risperidona se 

degrada rapidamente e o haloperidol apresenta degradação moderada quando 

empregado o processo de oxidação avançado ozonização (ANTONIOU et al., 

2013). No estudo relativo à degradação de antipsicóticos no efluente do HUSM, 

o haloperidol apresentou degradação levemente mais rápida que a risperidona, 

este fato pode estar relacionado à grande quantidade de substâncias presente 

no efluente do HUSM, as quais acabam interferindo na degradação dos analitos. 

Quando comparados os dois processos de degradação estudados, é 

possível perceber que através da ozonização obtem-se a degradação completa 

para todos analitos, e adicionalmente mais rápida do que pelo processo de 

fotólise. Isto já era esperado, pois o ozônio pode atuar seletivamente, com baixa 

cinética de reação ou através da formação HO., que atua de modo não seletivo e 

com alta cinética de reação, aumentando a eficiência do processo.  
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5. CONCLUSÃO 
 

Através deste estudo, foi possível realizar a quantificação de seis 

antipsicóticos em amostras de efluentes hospitalares utilizando LC-ESI-MS. Para 

isso, dois procedimentos de extração foram otimizados e validados de acordo 

com os critérios exigidos por órgãos nacionais e internacionais. 

Os critérios de validação mostraram boa linearidade, seletividade, efeito 

matriz, precisão, exatidão e LOQm ≤1,4 µg L-1 para todos os analitos em ambos 

os procedimentos de extração estudados, ressaltando-se que ambos podem ser 

aplicados à matriz de efluente hospitalar. Em ambos os procedimentos de 

extração estudados, o uso de curvas de calibração na matriz foi necessário para 

compensar os efeitos da matriz. 

Os métodos validados foram empregados para determinação dos analitos 

em amostras de efluente hospitalar, nas quais olanzapina, risperidona, 

haloperidol, clozapina e clorpromazina foram encontrados em pelo menos um 

dos dois pontos de amostragem investigados. 

A avaliação preliminar do risco ecotoxicológico revelou que a ocorrência 

de risperidona, clozapina e clorpromazina nos efluentes tratados no HUSM, é 

capaz de afetar o ecossistema aquático, pois seus QRs foram muito elevados. 

Ademais, devido aos seus índices de PBT, os antipsicóticos avaliados 

apresentam alta probabilidade de levar à persistência, bioacumulação e 

toxicidade no ecossistema. 

Para o estudo da degradação dos antipsicóticos, dois processos avançados 

de oxidação foram conduzidos em solução efluente hospitalar. A oxidação 

fotoinduzida demonstrou ser mais lenta quando comparada ao processo de 

ozonização: o t½ dos antipsicóticos durante a degradação por meio da fotólise 

foi de no máximo 43,3 min (clozapina). Por outro lado, durante o processo de 

ozonização, o maior t½ obtido foi de 15,1 min (olanzapina). No processo de 

fotólise os analitos demonstraram maior degradação em valores de pH ácidos, 

enquanto que no processo de ozonização a degradação foi mais rápida em meio 

neutro e básico (pH 7,0 e 9,0, respectivamente). 
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6. DESTINAÇÃO DOS RESÍDUOS GERADOS 
 

Os resíduos gerados no desenvolvimento deste trabalho foram 

encaminhados ao almoxarifado do Departamento de Química da UFSM e sua 

destinação final ficou sob responsabilidade de uma empresa terceirizada. Foram 

gerados resíduos líquidos e resíduos sólidos. Os líquidos foram armazenados 

em frascos identificados como halogenados e não-halogenados, de acordo com 

a presença ou ausência de halogênios em sua composição química, enquanto 

que os resíduos sólidos foram colocados em sacos plásticos, devidamente 

identificados.  
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7. SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 
 

 

As seguintes atividades são propostas para trabalhos futuros: 

 

 Analisar outros medicamentos antipsicóticos, tais como os antipsicóticos 

de terceira geração;  

 Avaliar a presença de antipsicóticos em água superficial e sedimentos 

e/ou lodo; 

 Investigar mais profundamente a avaliação de risco de fármacos lançados 

não apenas pelo HUSM, mas também por outras fontes presentes na 

cidade de Santa Maria; 

 Identificar os produtos de degradação formados durante os processos de 

degradação de clorpromazina, clozapina, haloperidol, olanzapina, 

risperidona e pimozida empregando a técnica instrumental de 

cromatografia Líquida acoplada ao Espectrômetro de Massas em série 

(LC-MS/MS), ou de alta resolução (LC-TOF ou LC-QTOF). 

 Verificar a toxicidade dos produtos de degradação; 

 Avaliar e propor rotas de degradação para os antipsicóticos estudados. 
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9. APÊNDICES 
 

APÊNDICE A - Caracterização do efluente hospitalar. 

 

Parâmetro Limites 
(CONAMA) 

Limites 
(CONSEMA) 

Efluente 
(PA-HUSM) 

Alcalinidade (mg L-1 HCO3
-) - - 39,5 

Cloreto (mg L-1) - - 86,6 
Fosfato (mg L-1) 1 - 13,9 
Nitrato (mg L-1) <10 - 3,8 
Sulfato (mg L-1) - - 21,0 
Potássio (mg L-1) - - 25,0 ± 0,3 
Sódio (mg L-1) - - 45,9 ± 0,7 
Sólidos suspensos (mg L-1) ≤ 150 ≤ 140 25 
Sólidos totais (mg L-1) - - 460,7 

pH 5-9 6-9 8,2 
Temperatura média (°C) < 40 < 40 23,0 
 
Fonte: Análises executadas pelo, LABORATÓRIO DE ANÁLISES QUÍMICAS INDUSTRIAIS E 
AMBIENTAIS (LAQIA), no ano de 2015. 
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Apêndice B - Seleção dos melhores solventes extratores e dispersores, a 
presença de agitação e de sal. 
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Apêndice C - Resultados da análise da regressão dos analitos procedimento de DLLME empregando HPLC-DAD-FLD. 
 

Analitos 
Teste de 

Normalidade 
Teste de 
Cochran 

Teste de 
Independência 

Faixa linear 
(µg L-1) 

r2 

Curva analítica preparada em solvente orgânico 

Risperidona 0,050 0,644 0,249 800 a 13500 0,9937 
Olanzapina 0,052 0,667 0,052 400 a 6750 0,9927 
Haloperidol 0,116 0,498 0,055 800 a 13500 0,9901 
Clozapina 0,051 0,658 0,468 400 a 6750 0,9921 

Clorpromazina 0,901 0,526 0,576 400 a 6750 0,9917 
Pimozida 0,812 0,372 0,078 100 a 1687,5 0,9944 

  Curva analítica preparada em matriz (DLLME) 

Risperidona 0,060 0,416 0,051 800 a 13500 0,9930 
Olanzapina 0,463 0,465 0,190 400 a 6750 0,9894 
Haloperidol 0,631 0,540 0,640 800 a 13500 0,9901 
Clozapina 0,053 0,416 0,052 400 a 6750 0,9912 

Clorpromazina 0,364 0,591 0,120 400 a 6750 0,9815 
Pimozida 0,092 0,479 0,069 100 a 1687,5 0,9904 
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Apêndice D - Resultados da análise da regressão dos analitos estudados para o procedimento da SPE empregando HPLC-DAD-
FLD. 

 

Analitos 
Teste de 

Normalidade 
Teste de 
Cochran 

Teste de 
Independência 

Faixa linear 
(µg L-1) 

r2 

Curva analítica preparada em solvente orgânico 

Risperidona 0,050 0,644 0,2496 800 a 13500 0,9937 
Olanzapina 0,052 0,667 0,052 400 a 6750 0,9927 
Haloperidol 0,116 0,498 0,550 800 a 13500 0,9901 
Clozapina 0,051 0,658 0,468 400 a 6750 0,9921 

Clorpromazina 0,901 0,526 0,576 400 a 6750 0,9917 
Pimozida 0,812 0,372 0,910 100 a 1687,5 0,9944 

  Curva analítica preparada em matriz (SPE) 

Risperidona 0,265 0,545 0,675 800 a 13500 0,9996 
Olanzapina 0,124 0,623 0,070 400 a 6750 0,9994 
Haloperidol 0,347 0,449 0,805 800 a 13500 0,9995 
Clozapina 0,156 0,453 0,057 400 a 6750 0,9966 

Clorpromazina 0,083 0,4641 0,209 400 a 6750 0,9984 
Pimozida 0,340 0,589 0,401 100 a 1687,5 0,9982 
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Apêndice E - Resultados da análise da regressão dos analitos estudados para o procedimento de DLLME empregando LC-ESI-
MS. 

 

Analitos 
Teste de 

Normalidade 
Teste de 
Cochran 

Teste de 
Independência 

Faixa linear 
(µg L-1) 

r2 

Curva analítica preparada em solvente orgânico 

Risperidona 0,052 0,618 0,314 45 a 4500 0,99300 
Olanzapina 0,064 0,669 0,067 15 a 1500 0,99810 
Haloperidol 0,056 0,527 0,623 70 a 7000 0,99620 
Clozapina 0,053 0,456 0,065 25 a 2500 0,99530 

Clorpromazina 0,051 0,451 0,953 25 a 2500 0,99580 
Pimozida 0,051 0,580 0,052 70 a 7000 0,99890 

  Curva analítica preparada em matriz (DLLME) 

Risperidona 0,053 0,631 0,792 45 a 4500 0,99400 
Olanzapina 0,311 0,368 0,110 15 a 1500 0,99220 
Haloperidol 0,886 0,341 0,400 70 a 7000 0,99810 
Clozapina 0,346 0,404 0,057 25 a 2500 0,99770 

Clorpromazina 0,100 0,616 0,078 25 a 2500 0,99770 
Pimozida 0,051 0,590 0,426 70 a 7000 0,99840 
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Apêndice F - Resultados da análise da regressão dos analitos estudados para o procedimento da SPE empregando LC-ESI-MS. 
 
 

Analito 
Teste de 

Normalidade 
Teste de 
Cochran 

Teste de 
Independência 

Faixa linear 
(µg L-1) 

r2 

Curva analítica preparada em solvente orgânico 

Risperidona 0,529 0,620 0,327 45 a 4500 0,99870 
Olanzapina 0,054 0,548 0,419 15 a 1500 0,99810 
Haloperidol 0,650 0,412 0,057 70 a 7000 0,99620 
Clozapina 0,055 0,576 0,051 25 a 2500 0,99530 

Clorpromazina 0,057 0,691 0,120 25 a 2500 0,99580 
Pimozida 0,311 0,608 0,794 70 a 7000 0,99890 

  Curva analítica preparada em matriz (SPE) 

Risperidona 0,070 0,623 0,317 45 a 4500 0,99820 
Olanzapina 0,649 0,664 0,068 15 a 1500 0,97050 
Haloperidol 0,051 0,607 0,086 70 a 7000 0,99860 
Clozapina 0,052 0,645 0,370 25 a 2500 0,99500 

Clorpromazina 0,314 0,670 0,050 25 a 2500 0,99860 
Pimozida 0,096 0,640 0,740 70 a 7000 0,99999 

 

 
 
 
 
 
 
  


