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RESUMO

Trabalhos recentes tém buscado estabelecer uma nova abordagem para
estimar de forma rapida e segura o consumo de drogas de abuso (DA)
considerando-se a analise do esgoto bruto gerado por uma populacdo quanto a
concentracdo dessas substancias e de seus metabdlitos. Nesse contexto, o presente
trabalho apresenta uma estimativa do consumo de cocaina (COC) da populacdo do
Distrito Federal (DF) obtida a partir da anédlise de amostras de esgoto coletadas em
oito estacdes de tratamento de esgoto (ETE) durante uma Unica campanha realizada
em abril de 2012. A estimativa foi realizada com base nos valores de concentracao
de benzoilecgonina (BE), principal metabdlito urinario da COC, em amostras de
esgoto bruto. A determinacdo envolveu etapas de extracdo e concentracdo dos
analitos empregando extracdo em fase solida (SPE) e determinacdo por HPLC-
MS/MS. Para avaliar a eficiéncia do método SPE testes de recuperacdo foram
realizados com base em um planejamento fatorial 2°. As melhores recuperacées
foram obtidas com cartuchos SPE Strata-X, condicionamento da fase sélida e
eluicdo das substancias de interesse com solucdo de ACN/MeOH (60:40) e
passagem da amostra acidificada a pH 2. Pela primeira vez, testes de preservagao
das amostras foram realizados para investigar o comportamento da COC e da BE
durante o envio das amostras de esgoto bruto pelos correios. A acidificacdo da
amostra bruta a pH 2 mostrou-se a maneira mais eficaz de reduzir as variacées nas
concentracfes dos analitos. A presenca de COC e BE foi confirmada em todas as
amostras analisadas e as concentracdes ficaram entre 519 e 1260 ng L™ e 1228 e
4297 ng L™, respectivamente. A regido correspondente a ETE Brasilia Norte
apresentou 0 maior consumo per capita de COC base livre (4453 doses ano™ 1000
hab™), seguida da ETE Samambaia (4049 doses ano™ 1000 hab™) e da ETE Gama
(3607 doses ano™ 1000 hab™). O consumo de COC base livre para a populagéo do
DF foi estimado em 753 kg ano™, o que corresponde a um consumo per capita de
aproximadamente 2930 doses ano™ 1000 hab™. A partir da analise de amostras de
esgoto coletadas da ETE Brasilia Norte durante o periodo de 19 a 25 de abril de
2012, tambeém foi possivel estabelecer o perfil semanal de consumo da regido norte
de Brasilia, DF. O maior consumo de COC foi observado nos finais de semana.

Palavras-chave: cocaina, benzoilecgonina, estimativa de consumo, esgoto, epidemiologia do
esgoto, epidemiologia forense.
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ABSTRACT

The battle against drug use and trafficking depends on many factors. Among
them, stands out the obtention of information regarding consumption trends including
the amount of drugs of abuse (DA) used by a given population. In this context, recent
studies aimed to establish an alternative approach for drug use estimates based on
the analysis of the raw sewage generated by a population through the quantification
of selected substances and their metabolites in the samples. For that reason, this
work presents an estimate of cocaine (COC) use in the Brazilian Federal District (FD)
obtained from the analysis of raw sewage samples collected at eight wastewater
treatment plants (WTP) serving more than 70% of the FD inhabitants. The estimate
was based on the quantification of benzoylecgonine (BE), the main urinary
metabolite of COC, in samples of raw sewage. Solid phase extraction (SPE) and
HPLC-MS/MS were employed for sample preparation and analysis, respectively.
Based on a 23factorial design, recovery tests were carried out to evaluate the
efficiency of the SPE method. Better recoveries were obtained using acidified
samples (pH 2) and comercial hydrophilic/lipophilic solid phases with conditioning
and elution steps based on the use of a 60:40 mixture of acetonitrile:methanol. For
the first time, to the best of our knowledge, preservation tests of sewage samples
were carried out to investigate the stability of COC and BE during shipment of
samples through the mail. The acidification of the sample of sewage to pH 2 showed
to be the most effective procedure in order to avoid analyte degradation and/or
transformation. The occurrence of COC and BE was confirmed in all analyzed
samples and the concentrations varied between 519 to 1260 ng L™ for COC and from
1228 to 4297 ng L™ for BE. The region corresponding to the North Brasilia WTP had
the highest per capita consumption of COC free base (4453 doses year 1000 inhab
1, followed by Samambaia WTP (4049 doses year™ 1000 inhab™) and Gama WTP
(3607 doses year™ 1000 inhab™). The consumption of COC free base for the DF
population was estimated at 753 kg vyear?, which corresponds to a per
capita consumption of approximately 2930 doses year™ 1000 inhab™. The weekly
consumption profile of the north region of Brasilia was established based on the
analysis of sewage samples collected for seven consecutive days. The weekly profile
showed concentration peaks on Saturday and valleys on Tuesday reflecting the
highest COC consumption on weekends. The results also showed the possible
existence of distinct groups of users who make constant and/or intermittent use of
COcC.

Keywords: cocaine, benzoilecgonine, sewage, drug use estimation, sewage

epidemiology, forensic epidemiology.
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1. INTRODUCAO

O consumo de substancias psicoativas, seja para fins recreativos, religiosos
ou terapéuticos, estd presente na historia da humanidade desde seus primérdios
(Nunes e Jdlluskin, 2007). Todavia, as primeiras iniciativas internacionais visando a
fiscalizacdo e o controle dessas substancias iniciaram somente no inicio do século
XX, primeiramente com a Conferéncia de Xangai, em 1909, e mais tarde com a
Convencao Internacional do Opio realizada em 1912 em Haia, na Holanda (UNODC,
2008).

Desde entdo, inumeros esforcos tém sido dedicados a diminuicdo do
consumo e do trafico de drogas de abuso em todo o mundo devido aos varios
problemas de carater politico, social e econdmico relacionados a esse tema. Apesar
dos esforgos, segundo o World Drug Report (UNODC, 2011), publicado pelo
Escritorio das NacgGes Unidas sobre Drogas e Crime, a quantidade de usuarios de
drogas de abuso tem aumentado desde a década de 1990.

Foi estimado que o numero de pessoas que consumiram drogas de uso
controlado ou proibido pelo menos uma vez, entre 2009 e 2010, possa chegar a 300
milhdes, correspondendo a 6,6 % da populacdo mundial com idade entre 15 e 64
anos (UNODC, 2012). Ainda de acordo com o mesmo relatério, estima-se que o
namero de mortes relacionadas ao uso de drogas em 2010 esteja entre 99.000 e
253.000.

Entre os usuérios de drogas de abuso, aqueles que fazem uso de cannabis —
termo genérico referente aos varios produtos derivados da planta de maconha
(Cannabis sativa L.) — sdo maioria. Os consumidores de anfetaminicos, uma ampla
classe de substancias presentes em drogas de abuso como ecstasy ou em farmacos
como os anorexigenos (medicamentos utilizados para reduzir o apetite), respondem
pelo segundo maior grupo de usuarios de drogas, seguido dos usuérios de cocaina
(COC) e opioides, respectivamente (UNODC, 2011).

Diante desse panorama, entidades nacionais e internacionais de diferentes
setores da sociedade tém se dedicado a compreensdao dos mecanismos
relacionados ao trafico e ao consumo de drogas e, igualmente, a repressédo dessas
atividades. No entanto, a implantacdo de estratégias eficazes e o planejamento
adequado de politicas publicas estdo ligados a obtencéo de dados epidemioldgicos

a respeito das tendéncias de consumo, das localidades com maior ocorréncia do uso
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de drogas e da quantidade de drogas utilizadas num determinado pais, cidade ou
regiao (SENAD, 2006).

Tradicionalmente, esse tipo de levantamento depende de indicadores
indiretos e por vezes subjetivos ou incompletos baseados em pesquisas sOcio
epidemioldgicas, dados de apreensdes de drogas, registros de internacdes médicas
em hospitais e em clinicas de recuperacdo, pesquisas populacionais e entrevistas
com usuarios (EMCDDA, 2008a; SENAD, 2006). Além disso, essas abordagens sao
muito trabalhosas e o periodo entre a coleta dos dados e a divulgacdo dos mesmos
€ normalmente longo, dificultando o monitoramento e a identificacdo rapida de
tendéncias no uso e no trafico dessas substancias que obedecem a dinamicas
diversas relacionadas a oferta e a demanda de drogas.

No Brasil, a Secretaria Nacional Antidrogas (SENAD) € o 6rgao do governo
federal responsavel por promover a realizacdo de estudos e pesquisas sobre o uso
de drogas. No ultimo levantamento nacional, realizado em 2005, os dados foram
obtidos por meio de entrevista. O questionario utilizado foi o do SAMHSA (sigla para
0 termo em inglés, Substance Abuse and Mental Health Services Administration),
orgdo vinculado ao Departamento de Saude e Servicos Humanos dos Estados
Unidos, que foi traduzido e adaptado a realidade brasileira (SENAD, 2006). A recusa
em responder as perguntas, dificuldade em encontrar as residéncias escolhidas para
a pesquisa e desinteresse por parte dos entrevistados foram algumas das
dificuldades relatadas pelos aplicadores do questionario supracitado.

Nota-se, diante desse contexto, a necessidade da proposi¢cdo de abordagens
que possam fornecer informac6es de maneira rdpida e segura as autoridades
responsaveis por monitorar esse fendbmeno. Nesse sentido, uma abordagem
alternativa para estimar o consumo de drogas de uma populacéo foi proposta por
Christian G. Daughton, pesquisador da U.S.EPA (do inglés, United States
Environmental Protection Agency), em 2001 (Daughton, 2001). Segundo ele, o
consumo de drogas poderia ser estimado a partir da andlise de amostras de esgoto
bruto desde que, algumas informagfes tais como, a concentracdo da droga de
abuso (DA) e/ou de seus metabdlitos no esgoto, o metabolismo da droga no
organismo, o percentual de excrecdo de cada metabdlito e/ou da droga inalterada

(DI), a vazdo de entrada de esgoto na estacdo de tratamento e o numero de



pessoas atendidas pela estacdo de tratamento de esgoto (ETE) investigada fossem
conhecidas (Daughton, 2001).

Caracterizada pela rapidez e objetividade na obtencédo de informacdes, esta
nova abordagem, denominada pela comunidade cientifica como “epidemiologia do
esgoto” ou “epidemiologia forense” tem sido utilizada no monitoramento do consumo
e do tréfico de drogas, apresentando-se como mais uma ferramenta no

enfrentamento as drogas (Daughton, 2011; van Nuijs et al., 2011a).
1.1. Cocaina

Entre as diversas drogas de abuso existentes, a COC tem sido a substancia
mais investigada pela epidemiologia do esgoto em funcéo do seu elevado padréo de
consumo global. De acordo com o World Drug Report (UNODC, 2012), o0 numero de
pessoas com idade entre 15 e 64 anos que fizeram uso de COC pelo menos uma
vez em 2010 estéa entre 13 e 19,5 milhdes. No Brasil, a porcentagem de pessoas
que fizeram o uso de algum preparado a base de COC (cloridrato de cocaina, crack
ou merla) pelo menos uma vez na vida corresponde a 3,8% da populacdo (SENAD,
2006). A Figura 1 mostra a prevaléncia do consumo de COC (base livre e cloridrato
de cocaina) no mundo para o ano de 2010 de acordo com os dados oficiais mais

recentes de cada pais.
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Figura 1. Prevaléncia do consumo de COC no mundo em 2010. Adaptado de UNODC (2012).



Pertencente a classe dos alcaloides tropanicos, a COC é uma substancia que
pode ser sintetizada a partir da ecgonina (ECG) ou obtida, majoritariamente, a partir
das folhas de uma das vérias espécies da planta de coca, a Erythroxylum coca (E.
coca), que ocorre principalmente nas regides andinas da América do Sul.
Consequentemente, a maior parte da COC consumida no mundo é produzida em
paises tais como Colémbia, Peru, Equador e Bolivia (Goldstein et. al., 2009;
EMCDDA, 2008a; Castiglioni et al., 2011).

A forma de consumo da COC relaciona-se com sua forma quimica de
apresentacdo. Devido a sua baixa solubilidade em agua a COC costuma ser
extraida com o auxilio de solventes organicos como, por exemplo, querosene
(Goldstein et. al., 2009). Nesse processo, a COC ¢é obtida na forma de base livre
(crack) que costuma ser fumada devido a sua baixa solubilidade em agua e,
portanto, dificil absorcdo através das mucosas (Melis et al., 2011). Por outro lado,
caso o produto obtido apdés a extracdo seja tratado com &acido cloridrico ha a
formacéo de um sal, o cloridrato de cocaina, que é bastante sollivel em meio aquoso
e, geralmente, é inalado ou injetado pelo usuario (Goldstein et al., 2009; Melis,
2011).

Por ser um poderoso estimulante do sistema nervoso central o consumo
continuo e em longo prazo de COC, além de dependéncia quimica, pode ocasionar
problemas cardiovasculares, neurologicos e psiquiatricos, assim como um aumento
do risco de transmissdo de doencas sexualmente transmissiveis devido a situacéo

de vulnerabilidade® a qual o usuério acaba sendo exposto (EMCDDA, 2010)
1.1.1. Metabolismo e excre¢do da cocaina em seres humanos

Ao entrar no organismo a COC é metabolizada por hidrélise espontéanea e/ou
pela a acdo de enzimas presentes principalmente no figado e na corrente
sanguinea, denominadas esterases, que sdo responsaveis por catalisar a hidrolise
de suas ligacOes éster (Goldstein et. al., 2009; Castiglioni et al., 2011). Os principais
produtos da metabolizacdo da COC sdo mostrados na Figura 2.

No figado, aproximadamente 45 % da COC absorvida pelo organismo é
hidrolisada a benzoilecgonina (BE) pela enzima carboxilesterase-1 (Goldstein et al.,

2009). Ainda no figado, outro processo, denominado desmetilacdo, pode levar a

! O conceito de vulnerabilidade pode ser entendido como a pouca ou nenhuma capacidade do individuo ou grupo
social de decidir sobre sua situacao de risco (SENAD, 2006).
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formacao da nor-cocaina (nor-COC), um metabdlito comum na urina e no sangue de
usuarios (EMCDDA, 2008b). Todavia, quando consumida concomitantemente com
bebida alcodlica, a COC é preferencialmente transformada em cocaetileno (CE) pela
transesterificacdo da droga na presenca de etanol (EtOH). Posteriormente, o CE
formado é transformado em nor-cocaetileno (nor-CE) e ecgonina etil éster (EEE)
(EMCDDA, 2008b; Goldstein et al., 2009).
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Figura 2. Principais produtos da metabolizacdo da cocaina em seres humanos. Adaptado de
EMCDDA, 2008b.

Na corrente sanguinea, as enzimas responsaveis pela metabolizacdo da COC
sdo a pseudocolinesterase-2 e carboxilesterase-2 que a transformam em ecgonina
metil-éster (EME). Esta, por sua vez, pode ser hidrolisada levando a formagéo de
ecgonina (ECG) (Castiglioni et al., 2011). As quantidades de BE e EME excretadas
na urina respondem por aproximadamente 85 % do total de COC absorvida pelo
organismo (Castiglioni et al., 2008; Goldstein et al., 2009).



Quando consumida sob a forma de crack a COC é fumada e outras
substancias, além das mencionadas, sdo produzidas em fungdo do processo de
queima da droga denominado pirdlise (Goldstein et. al., 2009). A anidroecgonina
(AE) é o principal produto formado durante esse processo e seu principal metabdlito,
a anidroecgonina metil-éster (AEME), costuma ser utilizado na identificagcdo de
usuarios de crack (EMCDDA, 2008b).

Finalmente, depois de metabolizada, apenas uma pequena fracdo da COC
consumida (1-9 %) é excretada sob sua forma inalterada (EMCDDA, 2008; Zuccato
e Castiglioni, 2009; Castiglioni et al., 2011).

1.2. Determinacao de drogas de abuso em esgoto bruto

A possibilidade de utilizar as informacdes sobre a ocorréncia de DA em
esgoto como indicador para a area forense e de seguranca e saude publicas
aumentou o interesse com relacdo a presenca de tais substancias nesse tipo de
matriz (Huerta-Fontela et al., 2008a; van Nuijs et al., 2011a; Postigo et al., 2011).
Nos ultimos anos, diversos estudos destinados a deteccdo e quantificacdo dessas
substancias em esgoto bruto foram realizados em paises como Espanha, (Gonzalez-
Marifio et. al., 2010; Postigo et. al.,, 2010; Vazquez-Roig et. al., 2010; Martinez
Bueno et. al., 2011; Pedrouzo et. al., 2011; Fontanals et. al.,, 2011), Suica
(Castiglioni et. al., 2006; Berset et. al., 2010; Mathieu et. al., 2011), Alemanha
(Hummel et. al., 2006), Bélgica (Gheorghe et. al., 2008; van Nuijs et. al., 2009a; van
Nuijs et. al., 2009b) e Brasil (Maldaner et al., 2012).

Devido a complexidade da matriz investigada e, igualmente, aos baixos niveis
de concentracdo das substancias de interesse, geralmente na faixa de ng L™, a
determinacdo de drogas e de seus metabdlitos em esgoto bruto requer a utilizacéo
de técnicas analiticas de alta sensibilidade e especificidade o que constitui 0 maior
desafio do ponto de vista quimico relacionado a aplicacdo dessa nova abordagem
(van Nuijs et al., 2011a). Logo, cada uma das etapas envolvidas na determinagéo
dessas substancias, desde a amostragem e preservacdo da amostra até a
determinacao analitica, precisam ser muito bem planejadas e executadas de modo

gue levem a resultados fidedignos e representativos.

1.2.1. Amostragem e preservacao



Na maior parte dos trabalhos envolvendo a determinacdo de drogas de abuso
em esgoto bruto, a amostragem é realizada de maneira composta ou acumulada
durante um periodo pré-estabelecido, geralmente, 24 h (van Nuijs et al., 2011a). A
utilizacdo da amostragem composta esta relacionada ao fato de que, desta forma, a
amostra obtida apresentara maior representatividade para a realizacdo das
estimativas de consumo.

Depois de coletadas, as amostras costumam ser preservadas sob
refrigeracdo de 4°C em frascos de vidro ambar até a extracao, se for necessaria, ou
andlise. Contudo, essas condi¢cBes ndo garantem necessariamente a estabilidade
das substancias de interesse nas amostras de esgoto bruto haja vista a intensa
atividade biolégica desse tipo de matriz (Castiglioni et al., 2006).

Nesse contexto, Castiglioni e colaboradores (2006) mostraram, com base em
testes realizados com amostras de esgoto bruto enriquecidas com 16 residuos de
drogas de abuso, que todos os compostos sofreram variagées de concentracao apos
trés dias de estocagem em frasco de vidro ambar a 4°C. Em estudo realizado em
2010, Gonzalez-Marifio e colaboradores (2010) avaliaram a estabilidade de sete DA
em esgoto bruto sob trés condi¢cdes diferentes durante 12 semanas. Na primeira
condicdo, depois de filtradas e enriquecidas, as amostras foram estocadas em
frascos de vidro ambar a 4°C. Na segunda, foi adicionado NaN3 (0,2 %), um biocida
potente, as amostras e estas também foram estocadas em vidro ambar a 4°C. Por
fim, cartuchos de extracdo em fase solida (SPE, do inglés, solid phase extraction)
foram utilizados na extracdo de aliquotas das amostras de esgoto e estocados, sem
passar pela etapa de eluicdo, a -20°C. Os resultados revelaram que, ap6s 12
semanas, somente as substancias presentes nas amostras preservadas nos
cartuchos de SPE a -20°C nao apresentaram degradacéao significativa.

Atualmente, grande parte dos trabalhos emprega etapas de diminuicao do pH,
filtracdo em membranas de diferentes porosidades e estocagem a -20°C na tentativa
de preservar as amostras de esgoto (van Nuijs et al. 2009b; Gheorghe et al., 2008;
Lai et al., 2011; Kasprzyk-Hordern et al., 2009). Entretanto, ainda ndo existe uma
definicdo clara sobre a ordem de execucdo destas etapas que apresente melhores

resultados para a preservacao das substancias de interesse.

1.2.2. Preparo de amostra



O preparo da amostra €, sem davida, a etapa mais critica de qualquer método
analitico que vise a determinacdo de substancias em niveis de concentracdo trago
em amostras ambientais. Devido as baixas concentracdes das substancias de
interesse e a presenca de interferentes da matriz, os métodos empregados para a
determinacdo de DA e de seus metabdlitos em esgoto bruto envolvem, de uma
maneira geral, uma etapa de filtragdo com membranas de diferentes porosidades e
outra etapa de pré-concentragcéo e/ou clean up baseada em SPE.

Apesar de onerosa, a SPE € uma técnica de separacdo simples,
relativamente rgpida quando comparada aos métodos classicos de separagao
(extracdo liquido-liquido, cromatografia liquida preparativa, entre outras) e de facil
automacado (Valcarcel et al.; 2012; Jurado et al., 2012; Postigo et al. 2011). Os
mecanismos de separacdo envolvidos nessa técnica podem ser baseados em
processos fisicos (exclusdo por tamanho), quimicos (adsor¢ao, particdo, troca idnica,
ligacdo quimica, etc.) ou ambos. De modo geral, a SPE envolve quatro etapas: (1)
condicionamento do cartucho: uso de solvente adequado para disponibilizar os sitios
ativos e para ajustar as forcas dos solventes de eluicdo com o solvente da amostra,
(2) extracdo das substancias de interesse da amostra; (3) lavagem do cartucho para
eliminar possiveis interferentes e (4) eluicdo das substancias de interesse para
posterior andlise (Lancas, 2004). A Figura 3 apresenta um esquema das etapas

envolvidas em SPE.
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Figura 3. Esquema das etapas envolvidas em SPE. Adaptado de Lancgas, 2004.

No caso da extracdo de DA e de seus metabdlitos, os adsorventes (fases

sélidas) mais utilizados séo aqueles que empregam polimeros com propriedades
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hidrofilicas e lipofilicas como os cartuchos Oasis HLB (Waters, Estados Unidos) e
Strata-X (Phenomex, Estados Unidos) ou adsorventes mistos baseados em fase
reversa e troca catibnica como a linha Oasis MCX (Waters) e Strata-XC
(Phenomenex). Além destes, cartuchos com fases sdlidas que possuem carater
pouco polar como, por exemplo, do tipo C8 e C18 também tem sido testadas em
estudos envolvendo a extracdo e concentracdo de DA (Kasprzyk-Horden et al.,
2007; Gheorghe et al., 2008).

Nos cartuchos do tipo Oasis HLB a fase sélida trata-se de um copolimero de
n-vinilpirrolidona e divinilbenzeno com propriedades hidrofilica e lipofilica, o que faz
desse cartucho um dos mais empregados no que diz respeito a extracdo de DA e
seus metabdlitos em meio aquoso (Zuccato e Castiglioni, 2009; Postigo et al., 2008).
A Figura 4 apresenta a estrutura do copolimero empregado nos cartuchos do tipo
Oasis HLB.

Sitio hidrofilico __{ "}

™

Sitio lipofilico

\ ',/
N-VINILPIRROLIDONA DIVINILBENZENO

Figura 4. Estrutura quimica do copolimero utilizado como fase sdlida nos cartuchos Oasis HLB.

Adaptado de www.waters.com.

Os cartuchos Strata-X, além da similaridade de sua fase sélida com a fase
dos cartuchos Oasis HLB, também tém sido empregados na concentracdo e
recuperacdo de DA em matrizes aquaticas devido, principalmente, ao fato de

possuirem um menor custo quando comparados aos cartuchos Oasis. Na Figura 5 &


http://www.waters.com/

apresentada a estrutura quimica do polimero empregado como fase sélida nos

cartuchos Strata-X.

Sitio lipofilico
Sitio hidrofilico

Figura 5. Estrutura quimica do polimero utilizado como fase sdlida nos cartuchos Strata-X. Adaptado
de www.phenomenex.com

Nos cartuchos do tipo C8 e C18 a fase sélida apresenta grupos alquila de oito
e 18 carbonos, respectivamente, e, por isso, exibem um maior carater apolar. A
influéncia dos tipos de fase sélida e dos parametros de extracao tem sido bastante
investigada em estudos recentes (Castiglioni et al., 2011; Vazquez-Roig et al., 2010;
Bisceglia et al., 2010).

A configuracdo on-line da SPE, apesar de pouco frequente, também ja tem
sido aplicada para a determinacdo de drogas de abuso em esgoto. Postigo e
colaboradores (2008) descreveram o primeiro método baseado em SPE on-line
acoplado a HPLC-MS/MS para a determinacao de 17 DA e metabdlitos em amostras
de efluentes de estacdes de tratamento de esgoto (ETE) e esgoto bruto. Esse tipo
de configuracdo apresenta algumas vantagens quando comparada a SPE off-line,
como minimizacdo de problemas relacionados a contaminagdo da amostra, menor
exposicdo do analista a materiais perigosos (solventes organicos, por exemplo) e
menor consumo de solventes e da prépria amostra (Postigo et al., 2008; Postigo et
al. 2010).

1.2.3. Determinacéao analitica

A identificacdo e/ou quantificacdo das DA e de seus metabdlitos em diferentes
matrizes aquaticas tem sido realizada por meio de técnicas analiticas de separacéao,
tais como cromatografia gasosa, cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do

inglés high performance liquid chromatography) e cromatografia liquida de ultra
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eficiéncia (UPLC, do inglés ultra performance liquid chromatography) acopladas, na
vasta maioria das vezes, a espectrometros de massas.

Espectrdmetros com analisadores de massas do tipo quadrupolo, captura de
ions (IT, do inglés ion-trap), tempo de vbéo (TOF, do inglés time-of-flight), simples,
hibridos ou ainda do tipo in tandem, como os triplo quadrupolos (QgQ), podem ser
empregados para a investigacdo sobre o contetdo de DA em &guas superficiais e
residuarias. Entretanto, grande parte dos trabalhos publicados lanca mao da
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em triplo quadrupolo
devido, principalmente, a grande sensibilidade, seletividade e rapidez na aquisi¢cao
de dados (Zuccato e Castiglioni, 2011). O diferencial desta técnica hifenada esta na
utilizacado de duas etapas de espectrometria de massas no monitoramento de ions
especificos de cada substancia de interesse na medida em que sdo eluidas pelo
sistema cromatografico. Desta maneira, a interferéncia de substancias presentes na
matriz € drasticamente reduzida podendo levar a limites de deteccdo (LD) e

qguantificacdo (LQ) compativeis com as concentracdes encontradas nas amostras.
1.3. Estimativa do consumo de drogas por epidemiologia do esgoto

A presenca de DA e de seus metabdlitos no esgoto relaciona-se,
principalmente, a excrecdo de tais substancias através da urina e das fezes dos
usuarios, ou ainda, ao descarte direto (acidental ou ndo) da droga no sistema de
esgoto (Zuccato e Castiglioni, 2009). Uma vez no esgoto, a concentracédo de tais
substancias pode ser determinada e a estimativa realizada por meio de um
“retrocélculo” que leva em consideracdo a concentracdo da droga e/ou de seus
metabdlitos no esgoto, além de uma série de informacdes complementares. A Figura
6 apresenta um esquema geral das etapas consideradas em epidemiologia do
esgoto desde o uso da droga pelo usuério até a realizacdo da estimativa de

consumao.
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Figura 6. Esquema geral das etapas consideradas em epidemiologia do esgoto.

A Equacdo 1 mostra que a estimativa de consumo (C, em g dia™ 1000 hab™)
pode ser obtida com base na concentracdo da substancia-alvo presente no esgoto
(c, em g L™), na vazdo volumétrica do esgoto que aflui na ETE (Qv, em L dia™), na
razdo molar (f,) entre a droga inalterada (DI) e a substancia-alvo, na fracdo molar da
droga (x) excretada sob a forma da substancia-alvo e no nimero de habitantes
(1000 hab ) atendidos pela ETE.

C= cX Qv Xfy
~ 1000 hab x x (1)

A estimativa obtida a partir desse retrocalculo depende, sobremaneira, da
substancia-alvo investigada, isto €, da substancia que tera sua concentracdo
determinada no esgoto e da fracdo molar da DA excretada sob a forma de tal
substancia. Logo, tendo em vista que a substancia-alvo pode ser qualquer
metabdlito ou a prépria DI, diferentes valores podem ser considerados na estimativa
de consumo de uma mesma DA por epidemiologia do esgoto. Na Tabela 1 séo
apresentadas as razdes e fraces molares comumente adotadas nas estimativas de

consumo de diferentes DA.
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Tabela 1. Razdes e fracdes molares comumente adotadas para 6 drogas de abuso.

A Fracdo molar Razéao Molar
Droga Inalterada (DI) Substéncia-alvo (%) DI/Substancia-alvo
BE h i
. 457, 35 1,05
Cocaina
EME? 15' 1,52
Maconha THC-COOH" 0,6" 0,91
Anfetamina AMP® 30™ 1,0
Metanfetamina MAMP* 43™! 1,0
Ecstasy MDMA® 65"; 20' 1,0
Morfina' A
. 42 1,29
Heroina
6-ACM? 1,3 1,13

2ecgonina metil éster; "11-nor-9-carboxi-A-9-tetrahidrocanabinol; ‘anfetamina; “metanfetamina; °metilenodioximetanfetamina;
"Metabolito majoritario, mas n&o exclusivo da heroina; %6-acetilmorfina; "van Nuijs et al., 2011a; 'EMCDDA, 2008.

As estimativas de consumo realizadas para COC por meio da epidemiologia
do esgoto costumam adotar a BE como a substancia-alvo a ser investigada e uma
taxa de excrecdo (fracdo molar) de 45 % para esse metabdlito. Apesar de menos
frequente, alguns estudos tém adotado outros metabdlitos e a propria COC na
realizacdo dos retrocalculos (van Nuijs et al., 2011b).

O primeiro trabalho a colocar em pratica a epidemiologia do esgoto foi
realizado por Zuccato e colaboradores (2005). Nesse estudo, as concentracdes de
COC e BE foram determinadas em amostras de esgoto bruto de quatro cidades
italianas por HPLC-MS/MS (QgQ). A quantidade de COC consumida foi estimada a
partir da massa de BE encontrada nas amostras de esgoto. De acordo com 0s
autores 0 consumo de COC obtido empiricamente (0,44 g dia™® 1000 hab™) foi
consideravelmente superior aquele relatado em dados oficiais.

Em trabalho realizado em 2008, Huerta-Fontela e colaboradores (2008a)
utilizaram aproximacdes semelhantes as realizadas pelo grupo de Zuccato para
estimar, com base em amostras de esgoto de 42 ETE da Espanha, o consumo de
COC e metilenodioximetanfetamina (MDMA). Os resultados apontaram um consumo
médio de 1,4 g dia® 1000 hab™ para COC e 0,4 g dia* 1000 hab™* para MDMA
considerando-se apenas usuarios na faixa etaria entre 15 e 64 anos e 15 e 34 anos,

respectivamente.
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Em publicacdo recente, van Nuijs e colaboradores (2011b) avaliaram o
consumo de COC, MDMA, anfetamina (AMP), metanfetamina (MAMP), metadona
(MTD) e heroina (HER) em Bruxelas (Bélgica) com base em resultados referentes a
um ano de investigacdo. Diversas condi¢des relacionadas ao calculo da estimativa
de consumo foram exploradas, dentre elas a estabilidade das substéncias no
sistema de esgotamento sanitario, o numero real de habitantes atendidos pelas ETE
e a taxa de excrecdo do metabolito ou da droga inalterada. Os autores estimaram o
consumo de COC, AMP, MDMA, MAMP, MTD e HER em 0,002, 0,138, 0,415, 0,519,
0,076 e 0,013 g dia™* 1000 hab™, respectivamente.

Postigo e colaboradores (2011) apresentaram uma nova possibilidade para a
aplicacdo da epidemiologia do esgoto ao investigarem o consumo de DA em um
complexo penitenciario localizado na regido da Catalunha (Espanha). O consumo
médio diario de MTD, alprazolam, efedrina (EPH), maconha e COC foi estimado em
3,9, 0,129, 1,15, 0,99 e 0,3 g dia™ 1000 presidiario™, respectivamente. Também foi
constatado um consumo esporadico de HER, AMP, MAMP e MDMA.

No Brasil, o primeiro trabalho a colocar em prética a epidemiologia do esgoto
foi realizado por Maldaner e colaboradores (2012). O consumo de COC foi estimado
a partir da determinacdo de BE em amostras de esgoto bruto provenientes de seis
ETE instaladas no Distrito Federal (DF), que atendem juntas cerca de 70% da
populacao daquela regido. Os resultados revelaram um consumo estimado de 0,92 g
dia™ 1000 hab™.

Diante das possibilidades mencionadas, a aplicacdo dessa abordagem a
realidade brasileira apresenta perspectivas que vao além daquelas pensadas sob o
ponto de vista dos estudos realizados em outros paises. Devido ao grande consumo
de COC no Brasil e a localizacdo geografica do pais — vizinho dos maiores
produtores de COC do mundo (Bolivia, Peru e Colémbia) — existem rotas
importantes de abastecimento interno e dos mercados europeu e norte-americano
(UNODC, 2012; Maldaner et al., 2012). Assim, a epidemiologia do esgoto pode ser
empregada ndo s na realizacdo de estimativas de consumo, mas também na

identificacdo de possiveis locais de refino e distribuicdo de COC no Brasil.
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1.4. Objetivos

Com base no apresentado até aqui, o presente trabalho tem como objetivo
principal consolidar uma sequéncia analitica para a determinagdo de COC e BE em
amostras de esgoto bruto como suporte a realizacdo de estimativas do consumo de
COC para a populacdo do DF e fornecer, desta maneira, uma rotina analitica
passivel de ser aplicada em outras regides do pais.

A fim de alcancar o objetivo principal, os seguintes objetivos especificos foram
delimitados:

i. Estabelecer pontos amostrais representativos nas ETE que atendem o DF e
planejar uma rotina amostral que contemple variacdes espaciais e temporais;

ii. Otimizar métodos de extracdo e concentracdo de COC e BE em amostras de
esgoto bruto;

iii. ldentificar e quantificar COC e BE em amostras de esgoto bruto por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em triplo
quadrupolo, HPLC-MS/MS (QqQ);

iv.  Investigar o comportamento das substancias de interesse nas amostras de
esgoto e estabelecer condi¢cbes de preservacao que possam ser adotadas em
situacdes de envio das amostras pelos correios;

v. Reduzir o tempo referente ao preparo da amostra e, consequentemente, o

tempo de andlise a fim de tornar a aplicacdo dessa nova abordagem viavel.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Locais de amostragem

A representatividade das estimativas realizadas por epidemiologia do esgoto
depende, em parte, da abrangéncia e do tipo de sistema de esgotamento sanitario
que atende a populacédo investigada. No caso do DF, a maior parte da populagéo
urbana (88,9 %) tem seu esgoto canalizado para uma das 16 ETE que compdem o
sistema de esgotamento dessa regido (CAESB, 2012).

Para este trabalho, amostras de afluente de esgoto foram coletadas de oito
ETE instaladas no DF em uma Unica campanha amostral realizada no dia 19 de abril
de 2012. Para a ETE Brasilia Norte foram realizadas, ainda, mais seis amostragens
de esgoto bruto entre os dias 20 e 25 de abril desse mesmo ano o0 que permitiu o
estabelecimento do perfil semanal de consumo para essa regidao. A populagéo
atendida pelas oito ETE investigadas corresponde a aproximadamente 73% da
populacao total do DF (IBGE, 2010). Para a realizacdo dos testes de recuperacao e
preservacdo das substancias de interesse em esgoto bruto, amostras de esgoto
foram coletadas na ETE Brasilia Norte nos meses de maio e novembro de 2011. A
Figura 7 mostra as regides atendidas pelas oito ETE investigadas neste trabalho.

B ETE Melchior

B ETE Brasilia Norte
B ETE Samambaia
B ETE Gama

B ETE Paranoa

[0 ETE Planaltina

ETE Riacho Fundo
ETE Brasilia Sul

Figura 7. Regides atendidas pelas oito ETE investigadas. Fonte: Google Earth.
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Na Tabela 2 sdo apresentadas as regides atendidas por cada ETE, o numero

total de habitantes atendidos e a vazdo média de entrada do esgoto no dia 19 de

abril de 2012.

Tabela 2. Caracteristicas das oito ETE investigadas no presente estudo.

ETE

Regides atendidas

n total de habitantes®

Vazdo média
(m® dia™)

Melchior

Brasilia Sul

Samambaia

Planaltina

Brasilia Norte

Gama

Paranoa

Riacho Fundo

Taguatinga
Samambaia
Ceilandia
Vicente Pires
Aguas Claras

Asa Sul

Guara

Nucleo Bandeirante
Candagolandia
Lago Sul

Aguas Claras
Cruzeiro
Sudoeste/Octogonal
S.ILA.

Park Way

Samambaia
Taguatinga

Planaltina

Asa Norte

Lago Norte

Varjao

S.C.I.A (Estrutural)

Gama

Paranoa
Itapoa

Riacho Fundo

575.092

500.836

203.808

162.480

139.640

136.447

110.980

37.445

72.184

104.447

28.530

8.098

51.291

17.335

6.704

4.072

% Namero estimado a partir de dados do censo 2010 (IBGE).
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2.2. Procedimento de coleta e preservacao das amostras

A amostragem feita no dia 19 de abril de 2012 foi realizada de maneira
composta durante o periodo de 24 h, com inicio as 00h00min do dia 19 e término as
00hOOmin do dia 20 de abril. O mesmo procedimento foi adotado para as amostras
coletadas do dia 20 ao dia 25 de abril de 2012 na ETE Brasilia Norte. Para compor
as amostras foram coletadas aliquotas de esgoto bruto em intervalos de 1 h. Os
volumes das aliquotas foram definidos através da variacdo da vazdo média de
esgoto que afluia na ETE no momento da coleta, ou seja, quanto maior a vazao de
esgoto bruto na ETE maior o volume da aliquota coletada para compor a amostra.
Amostradores automaticos refrigerados modelo SD900AWR HACH-115 (Hach,
Estados Unidos) foram utilizados na coleta de todas as amostras compostas.

Ja& a amostragem do esgoto bruto destinado aos testes de recuperagdo e
preservacao das substancias de interesse foi realizada de maneira simples com o
auxilio de frascos de cloreto de polivinil (PVC). Todos o procedimento de coleta das
amostras foram realizados por funciondrios da Companhia de Saneamento
Ambiental do Distrito Federal (Caesb).

O volume final de todas as amostras foi de 1 L. Os frascos de vidro ambar
utilizados para armazenar as amostras foram previamente lavados com &gua
corrente, detergente comercial e escova. Em seguida, foram enxaguados com agua
destilada, agua ultrapura (Quartex ou osmose reversa), alcool e acetona. Por fim, os
frascos foram colocados para secar na estufa sob temperatura de 100°C. Depois de
armazenadas, as amostras de esgoto foram transportadas para o laboratério em
caixas de isopor e preservadas em refrigerador a 4°C por no maximo 24 h até a

extracao.

2.2.1. Testes de preservacdo das amostras

Para que as estimativas de consumo obtidas por epidemiologia do esgoto
sejam fidedignas e representativas é necessario que as amostras de esgoto bruto
sejam processadas e analisadas pouco tempo apos a coleta devido, principalmente,
a rapida variacdo nas concentracbes das substancias de interesse presentes no
esgoto (Castiglioni et al., 2006). Para tanto, se faz necessario ndo sO0 a

disponibilidade de equipamentos, mas também de recursos humanos qualificados
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proximos aos locais de amostragem e/ou condi¢des de preservacao que garantam a
estabilidade das substancias de interesse durante o transporte até o local de analise.

Nesse contexto, um dos desafios a ser considerado na aplicacdo da
epidemiologia do esgoto a realidade brasileira relaciona-se as dimensdes
continentais do Brasil, isto €, como garantir estimativas fidedignas e representativas
a partir de amostras de esgoto coletadas em regifes distantes dos locais de analise?

Uma possibilidade seria equipar laboratorios proximos a esses locais. Mas tal
alternativa € bastante onerosa. Outra possivel solucdo, mais factivel, seria
centralizar as analises em um determinado local, tratar as amostras de forma a
garantir a estabilidade dos analitos e envia-las pelos correios para esse local onde
seriam realizadas as analises.

Visando consolidar a segunda alternativa, buscou-se investigar a variacdo na
concentracdo das substancias de interesse em aliquotas de uma mesma amostra de
esgoto bruto tratadas de oito maneiras diferentes apos envia-las pelos correios. Na
Tabela 3 sdo apresentadas as oito condicbes de preservacdo empregadas no

tratamento das aliquotas de esgoto.

Tabela 3. Condi¢Bes de preservacao e os respectivos tratamentos dados as aliquotas de esgoto
bruto.

g?ensdeif\/é:ggs Tipo de tratamento
1 Sem tratamento.
2 Filtragdo com membrana com 0,45 pm de poro.
3 Filtracdo com membrana de polietersulfona (PES) com 0,22 um de poro.
4 Acidificagdo a pH 2 com acido cloridrico 50%.
5 FiItra_(;éo com r_n_embNrana de acetato de celulose com 0,45 um de poro
seguida de acidificacéo a pH 2.
6 Adicao de azida de sodio, NaN3 (0,2 % m/v).
7 Adicéo de formaldeido (5 % v/v).
8 Extracdo em fase sélida e armazenamento do cartucho de extragdo antes

da eluicdo das substancias de interesse.

Depois de tratadas as aliquotas foram armazenadas em frascos de vidro
ambar de 50 mL de maneira a preencher todo o recipiente, ou seja, de forma a
eliminar todo o ar dentro do frasco. Em seguida, foram colocadas, juntamente com o
cartucho de extracdo utilizado na condigédo de preservacédo (8) (Tabela 3), em uma

caixa de isopor com gelo e foram enviadas pelos correios. O periodo entre o envio
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da caixa de isopor e 0 seu retorno ao laboratério para a analise foi de trés dias. No
laboratério, as sete aliqguotas armazenadas nos frascos de vidro ambar foram
submetidas ao método SPE utilizando o sistema de extracao Il descrito na secao 2.3
deste trabalho. O cartucho de extracdo utilizado no tratamento (8) teve a etapa de
eluicdo das substancias de interesse realizada. Os resultados obtidos depois do
envio pelos correios foram comparados ao resultado obtido para uma aliquota
analisada no mesmo dia da coleta e que foi denominada amostra-controle. Todos os

ensaios experimentais descritos nesta secao foram realizados em triplicata.

2.3. Preparo de amostra

Neste trabalho a primeira etapa de preparo de amostras era inicialmente feita
por meio da filtracdo do esgoto bruto em papel de filtro a fim de retirar o material
particulado mais grosseiro. Em seguida, as amostras eram filtradas em membranas
de fibra de vidro de 1,2 um de poro (Schleicher & Schuell) e, finalmente, passadas
por membranas de acetato de celulose de 0,45 um de poro (Sartorius). Depois de
filtradas as amostras eram submetidas a extracdo em fase sélida. Todavia, o tempo
gasto nesse procedimento era bastante elevado — cerca de uma hora para cada 200
mL de amostra. Nesse contexto, foi proposto um novo sistema de extragdo em que
apenas um chumaco de |a& de vidro foi utilizado para retirar o material particulado

mais grosseiro da amostra.

2.3.1. Sistema de extracao

No presente trabalho, a extracdo foi realizada inicialmente empregando-se um
sistema limpo em linha adaptado de Sodré e colaboradores (2010) em que uma
bomba peristaltica (Minipuls Evolution, Gilson®) era empregada para forcar a
passagem da amostra pelo cartucho a uma vazdo de aproximadamente 3 mL min™.
A partir desse momento esse sistema sera denominado como sistema de extracao |.

Apesar do sistema de extragcdo | apresentar vantagens em relacdo aos
sistemas convencionais empregados nesse tipo de procedimento (Sodré et al.,
2010), algumas limitagbes operacionais motivaram o desenvolvimento de um novo
sistema de extracao para o processamento das amostras de esgoto bruto. Na Figura

8 séo apresentadas fotos do sistema de extracao I.
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Figura 8. Sistema adaptado de Sodré e colaboradores (2010) empregado na extracdo em fase soélida
de COC e BE em amostras de esgoto bruto.

Uma das limitacdes estava relacionada a escala desse sistema. No presente
estudo foram utilizadas aliquotas de 50 mL de esgoto em todas as etapas do
trabalho. No entanto, o sistema adaptado de Sodré e colaboradores (2010) permitia
o processamento de até 1 L de amostra. Devido a essa caracteristica, frascos de 1 L
eram utilizados para armazenar as amostras durante a extracdo e, portanto, existia a
necessidade de limpa-los e descontamina-los 0 que demandava bastante tempo e
esforco. Além disso, a etapa de filtracdo da amostra era indispensavel e o nimero
de extracdes simultdneas ficava limitado a quantidade de canais da bomba
peristaltica e a viabilidade de dispor cada conjunto de extracdo ao redor da mesma,
permitindo apenas quatro extracées simultaneas.

Sendo assim, um sistema de extracdo proprio foi desenvolvido com os
seguintes objetivos: (1) equiparar a escala do sistema a escala das amostras, (2)
reduzir o nimero de etapas de pré-tratamento da amostra e (3) aumentar o nimero
de extracBes realizadas ao mesmo tempo sem alterar os parametros de meérito
inerentes ao método analitico e sem aumentar o custo do processo. A partir desse
momento esse novo sistema sera denominado como sistema de extracao II.

A fim de evitar a contaminagdo das amostras 0s materiais utilizados na
confeccdo do novo sistema de extracdo incluiram pecas em PTFE (sigla para o

termo em inglés, polytetrafluoroethylene), conexdes de latdo e aco em inox. A
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Tabela 4 traz a descricdo detalhada de cada um dos materiais utilizados, a
guantidade e o custo.

Tabela 4. Materiais utilizados para a confeccao do sistema de extracao.

Item Descricédo Quantidade Preco (R$)
1 Pecas em PTFE 28 um 315,00
2 Valvula esfera mini M/F ¥4 BSP 14 um 147,98
3 Espigao 1lum 5,90
4 Mangueira de silicone 30cm 8,67
5 Conector (niple) reto M/M ¥4 NPT 14 un 49,00
6 Seringas descartaveis de 60 mL 14 un 49,00

Recipiente de vidro com 25 cm de

! didmetro e capacidade de 2 L. Lun 20,00

8 Tabua de polietileno 30x40x1,5 cm lun 50,00

9 Bomba a vacuo Prismatec 121 lun 1.132,00

10 Fita de PTFE 50 m lun 1,99

11 Fita adesiva dupla face de silicone 24 1un 13,10

mmx1,5 m

12 La de vidro 100 g 24,90

TOTAL 1817,54

As pecas confeccionadas em PTFE foram empregadas para afixar a
extremidade inferior dos cartuchos SPE a valvula esfera e a extremidade superior
dos mesmos a seringa descartavel utilizada para armazenar a amostra durante a
extracdo. Na peca utilizada para afixar a parte superior do cartucho SPE existe um
orificio que permite o encaixe da seringa e é especialmente Util, pois viabiliza a
adicdo dos reagentes necessarios na ativacao da fase sélida dos cartuchos.

Um conector (niple) reto de latdo foi utilizado para interligar a valvula esfera a
tabua de polietileno. Esta, por sua vez, foi colocada como uma tampa no recipiente
de vidro e fixada com a fita dupla face. O vacuo necessério para forcar a passagem
da amostra através do cartucho SPE foi criado com o auxilio de uma bomba a vacuo
conectada a tampa de polietileno por meio de uma mangueira plastica e um espigéo
de latéo.

Diante do baixo volume de amostra empregado nas analises, a etapa de
filtracdo pode ser eliminada empregando-se um pequeno chumaco de 1a de vidro a

extremidade da seringa de maneira a evitar a passagem do material particulado
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mais grosseiro para o interior do cartucho SPE. A Figura 9 mostra um esquema

[ 1 Seringa

INRENRRTRNTN

Pegas em
PTFE

representativo do sistema de extragcédo proposto neste trabalho.
— La de vidro
Valvula esfera —%ﬂl
_.E.

Cartucho SPE
Mangueira
silicone
Niple o &
Tabua de polietileno .
Recipiente de
vidro (2 L)

Figura 9. Sistema empregado na extracédo de COC e BE em amostras de esgoto bruto.

Espigao

2.3.2. Extracdo em fase sélida

O método SPE foi escolhido ap6s duas etapas de otimizacdo e empregou
cartuchos Strata-X (Phenomex, Estados Unidos) contendo 500 mg de fase soélida e 6
mL de volume interno. O condicionamento da fase solida foi realizado com 6 mL de
uma solucdo de acetonitrila (ACN)/metanol (MeOH) 60:40 (v/v) e 3 mL de &agua
ultrapura a pH 2. Os cartuchos foram carregados com aliquotas de 50 mL de
amostra (previamente filtradas quando o sistema de extracdo | foi empregado) e
ajustadas a pH 2,0 com HCI 50 % (v/v). A eluicdo das substancias de interesse
também foi feita com 6 mL da solucao de ACN/MeOH 60:40 (v/v) e nao foi realizada
nenhuma lavagem apoés a extracao.

O extrato obtido foi seco sob fluxo de nitrogénio, lacrado e conservado no
congelador (-20°C) até a analise cromatografica. No momento da analise, os
extratos secos foram avolumados para 1,0 mL em solucdo de acido férmico 0,1 %
em agua/MeOH, 90:10 (v/v) e colocados no ultrassom por 3 minutos. Feito isso,
todos os extratos foram diluidos na proporcdo de 1:10 (v/v) em solucédo de &cido
férmico 0,1 % em agua/MeOH, 90:10 (v/v) e, finalmente, aliquotas de 5 pL foram
injetadas em um sistema de cromatografia liquida acoplada in tandem a
espectrometria de massas (HPLC-MS/MS, do termo em inglés High performance

liquid chromatography in tandem with mass spectrometry).
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2.3.3. Otimizacdo do método de extracdo em fase sélida

No desenvolvimento do método SPE testes de recuperacdo foram
empregados com o intuito de avaliar a eficiéncia de extracdo para as substancias de
interesse. Para tanto, depois de filtradas, aliquotas de 50 mL de esgoto bruto foram
enriquecidas & concentracdo de 2 ug L™ com padrées de COC (National Mensure
Institute, Australia) e BE (Lipomed, Estados Unidos) de pureza superior a 98 %.
ApOs a extracdo, as substancias de interesse foram eluidas e os extratos obtidos
foram secos sob fluxo de nitrogénio, lacrados e conservados no congelador (-20°C)
até a analise cromatografica.

Na primeira etapa de otimizacdo as aliquotas de esgoto foram empregadas
sem ajuste de pH. Os cartuchos SPE empregados foram o Oasis HLB (500 mg, 6
mL) da fabricante Waters (Estados Unidos), SPE-ed C18/22 % (500 mg, 6 mL) da
Applied Separations (Estados Unidos) e AccuBond Il C8 (1000 mg, 6 mL) da Agilent
Technologies (Estados Unidos). Nessa etapa, a otimizacdo do método SPE foi
realizada por meio de um planejamento fatorial 23,

Os fatores adotados para o planejamento fatorial, bem como seus respectivos

niveis sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Fatores adotados para o planejamento fatorial 2% e seus respectivos niveis.

Niveis/Fatores 1 - Solvente 2 — Lavagem 3 — Fator de
concentragao
Lavagem com MeOH 5 %
Nivel alto (+) MeOH ) 5X
em agua
Nivel Baixo (-) MeOH/ACN (40:60) Sem 50x

O fator 1 refere-se ao tipo de solvente empregado no condicionamento da
fase solida e eluicdo das substancias de interesse. O fator 2 esta relacionado a
realizagdo de uma etapa de lavagem da fase solida com 6 mL MeOH 5 % em agua
ultrapura ap6s o carregamento da amostra. Por fim, o fator 3 refere-se a
concentracdo do extrato injetado no cromatégrafo que, apesar de nao ter relagao
direta com a eficiéncia da extragdo, tem influéncia na determinagcdo por HPLC-
MS/MS (QgQ) — o qual é detalhado na se¢édo 2.4 (pagina 23) —, pois quanto mais
concentrado o extrato maiores sdo as chances de ocorrer supressao do sinal
analitico devido ao efeito de matriz.
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Ao todo foram realizados 24 ensaios em duplicata. A Tabela 6 apresenta os
oito ensaios experimentais realizados com os trés cartuchos SPE mencionados
acima. Os ensaios experimentais foram realizados de forma aleatéria e durante uma

semana.

Tabela 6. Fatores adotados para o planejamento fatorial 2% e seus respectivos niveis.

Ensaio 1 - Solvente 2 — Lavagem 3 — Fator de concentracéo
1 ACN/MeOH (60:40) Sem 50x
2 MeOH Sem 50x
3 ACN/MeOH (60:40) Com 50x
4 MeOH Com 50x
5 ACN/MeOH (60:40) Sem 5x
6 MeOH Sem 5X
7 ACN/MeOH (60:40) Com 5x
8 MeOH Com 5x

O condicionamento da fase solida foi realizado com 6 mL do solvente indicado
na Tabela 6 e 3 mL de agua ultrapura. A lavagem apds a extracdo, quando
realizada, empregou 3 mL MeOH a 5 % em agua ultrapura e a eluicdo das
substancias de interesse foi feita com 6 mL do mesmo solvente utilizado no
condicionamento.

Na segunda etapa de otimizacdo do método SPE, além dos cartuchos C8 e
Oasis HLB, empregados na primeira etapa de testes, foram utilizados mais trés tipos
de cartuchos SPE, a saber, Strata-X (500 mg, 6 mL) e Strata-SAX (500 mg, 6mL)
ambos da fabricante Phenomenex e CHROMABOND Drug (200 mg, 3 mL) da
fabricante Macherey-Nagel (Alemanha). O cartucho Strata-X foi escolhido pelo fato
de empregar uma fase sélida semelhante aquela dos cartuchos Oasis HLB, com a
vantagem de possuir um custo menor quando comparado aos primeiros. O cartucho
CHROMABOND Drug foi incluido nos testes devido ao fato de ser bastante utilizado
na extracao e concentragdo de COC e BE em amostras biologicas (Weinmann et al.,
2000) e o Strata-SAX devido a possibilidade de ser utilizado em uma etapa de clean-
up da amostra em que as substancias de interesse passam pelo cartucho e os

interferentes ficam retidos.
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Nesta etapa, buscou-se inicialmente realizar um planejamento fatorial 2° para
avaliar, além da eficiéncia dos cartuchos incluidos nos testes, a influéncia do pH e
da matéria organica na recuperacdo das substancias de interesse. Nesse sentido,
para simular a presenca de matéria organica nas amostras foram adicionadas
quantidades conhecidas de &cido humico comercial (Aldrich - 35% de C) a aliquotas
de esgoto. Porém, nos ensaios experimentais em que o esgoto bruto contendo &cido
hamico comercial foi acidificado a pH 2 observou-se a precipitacdo deste, o que
comprometeu a realizacdo do planejamento fatorial proposto. Diante do observado,
apenas a influéncia do pH da amostra na recuperacéo das substancias de interesse
foi avaliada nesta etapa de otimizacdo. Para tanto, depois de filtrar o esgoto bruto,
algumas aliquotas de 50 mL de esgoto bruto tiveram o pH ajustado para 2,0 e outras
para 6,0.

O condicionamento da fase sélida foi realizado com 6 mL de ACN/MeOH
60:40 (v/v) e 3 mL de &gua ultrapura. Os cartuchos foram carregados com 50 mL
das aliquotas preparadas de acordo com o descrito no paragrafo anterior. A eluicéao
das substancias de interesse também foi feita com 6 mL de ACN/MeOH 60:40 (v/v) e

nao foi realizada nenhuma lavagem apds a extragao.

2.4. Determinacéao analitica

A analise dos extratos foi realizada em um cromatdgrafo liquido modelo
Agilent 1200 acoplado a um espectrbmetro de massas modelo Agilent 6410
equipado com analisador de massas do tipo triploquadrupolo e ionizagcdo por
eletrospray (ESI). A separacdo cromatografica foi feita utilizando uma coluna Zorbax
SB-C18 com 30 mm de comprimento por 2,1 mm de diametro interno e tamanho de
particula de 3,5 um (Agilent Technologies).

A fase movel (FM) utilizada na eluicdo das substéncias de interesse
empregou solucdes de acido formico 0,1 % (v/v) preparadas em agua ultrapura e
MeOH a uma vazédo de 0,3 mL min™. Inicialmente, a concentracéo relativa de MeOH
em agua foi mantida em 10 % por 4 minutos. Em seguida, essa propor¢ao aumentou
para 100 % de MeOH em 6 minutos e foi mantida durante 1 minuto até o final da
analise, totalizando 11 minutos de corrida cromatografica. Encerrada a corrida o
sistema foi reequilibrado por 7 minutos nas condi¢@es iniciais do gradiente, isto €,

agua/MeOH 90:10 (v/v). O gradiente de eluicdo utilizado, bem como as
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caracteristicas da corrida cromatografica foram adaptadas de Locatelli (2011) e
Maldaner e colaboradores (2012).

Depois da separacdo cromatografica, a COC e a BE foram ionizadas na fonte
ESI operando no modo positivo. A determinacdo das substancias de interesse foi
realizada no modo MRM (sigla para o termo em inglés, multiple reaction monitoring)
que permite o monitoramento dos produtos de fragmentacdo gerados a partir dos
ions moleculares de cada substancia. A identificacdo e quantificacdo da COC e da
BE foram realizadas utilizando as trés transicdes ion precursor - ion produto de
maior abundancia. Na Tabela 7 s&do apresentadas as condi¢bes utilizadas na
determinacao de COC e de BE no modo MRM.

A quantificacdo da COC e da BE nas amostras de esgoto bruto foi realizada
por meio de calibracdo externa conforme método desenvolvido por Locatelli (2011).
As solucées padrdo foram preparada a partir de uma solucéo estoque de 20 mg L™
obtida pela pesagem dos padrdes sélidos.

Tabela 7. Tempos de retencdo e transicbes ifon precursor->ion produto selecionadas para a
determinacdo de COC e BE em esgoto bruto.

o Tempo de o Energia de
Substancia ) Fragmentador (V)  Transi¢des (m/z) _
retencéo (min) coliséao (V)
304,2->182,2 15
coc 8,8 120 304,2->105,1 30
304,2->82,2 30
290,2->168,2 15
BE 77 110 290,2->105,1 30
290,2>77,2 35

2.4.1. Analises exploratoérias

Visando estudos posteriores, buscou-se investigar a presenca de outras 16
substancias nas amostras de esgoto bruto com o intuito de se obter informacdes
preliminares sobre a possivel ocorréncia de tais substancias nesse tipo de matriz. A
Tabela 8 apresenta informacdes sobre os padrées analiticos utilizados nessa
analise.

As substancias apresentadas na Tabela 8 e classificadas como cocainicos
referem-se a metabolitos urinarios da COC. A AMP e a MAMP representam 0s

estimulantes anfetaminicos enquanto o MDMA e seus analogos -
27



metilbenzodioxolilbutanamina (MBDB), o 3,4-metilenodioxianfetamina (MDA), o 3,4-
metilenodioxietilanfetamina (MDEA) — s@o substancias utilizadas como principio
ativo do ecstasy (UNODC, 2012). O canabinol (CBN) é uma substancia encontrada
na planta de maconha (Cannabis sativa) e exibe atividade biologica. J4 o THC-
COOH é o principal metabdlito excretado pela urina de pessoas que fazem uso de
preparados a base de maconha. Por fim, o levamisol (farmaco empregado como
anti-helmintico?) e a fenacetina (analgésico de uso e comercializacéo controlados no
Brasil) também foram investigadas por serem bastante empregados como

adulterantes do cloridrato de cocaina (Botelho, 2011).

Tabela 8. Nome, abreviatura e marca dos padrBes das substéncias investigadas.

Nome Abreviatura Marca
Cocainicos
Anidroecgonina metil-éster AEME Cerilliant (Estados Unidos)
Ecgonina ECG NMI?
Ecgonina metil-éster EME Lipomed
Nor-benzoilecgonina nor-BE Cerilliant
Nor-cocaina nor-COC NMI

Anfetaminicos e outros alucindégenos

Anfetamina AMP Lipomed
Metanfetamina MAMP Lipomed
Metilbenzodioxolilbutanamina MBDB Lipomed
3,4-metilenodioxianfetamina MDA Lipomed
3,4-metilenodioxietilanfetamina MDEA Lipomed
3,4-metilenodioximetanfetamina MDMA Lipomed

Canabinoides
Canabinol CBN Lipomed
11-nor-9-carboxi-delta-9-tetrahidrocanabinol THC-COOH Cerilliant
Adulterantes
Levamisol - -

Fenacetina - -

*National Mensurement Institute, Australia.

Esta etapa do trabalho n&o envolveu a otimizagdo de parametros

instrumentais, etapa esta essencial ao desenvolvimento de métodos analiticos, mas

2 Anti-helminticos s3o farmacos (naturais ou sintéticos) que agem localmente para expelir os vermes do trato
gastrointestinal.
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sim procurou prover condigdes para que uma analise exploratoria sobre a presenca
de possivel analitos de interesse fosse realizada. As condi¢cdes cromatograficas
utilizadas foram as mesmas empregadas por Locatelli (2011) e Maldaner e
colaboradores (2012). Ja os parametros adotados para a determinacdo no modo
MRM foram adaptados de trabalhos disponiveis na literatura (Locatelli, 2011;
Castiglioni et al., 2008; Castiglioni et al.,, 2006; Gonzéalez-Marifio et al., 2010;
Vazquez-Roig et al., 2010). Procurou-se investigar a presenca das 16 substancias
por meio da construcdo de curvas analiticas de oito pontos com concentracéo inicial
de 5 pg L™ e final de 80 pg L™. As solucbes padrédo foram preparadas a partir de
uma solucgéo estoque de 20 mg L™. A Tabela 9 traz as condicdes empregadas na
determinacao por HPLC-MS/MS (QqQ) no modo MRM.

Tabela 9. Transi¢Bes ion precursor->ion produto selecionadas para a determinacdo de dezesseis
substancias simultaneamente.

A Modo de . Energia de
Substéncia ionizac&o no ESI Fragmentador (V)  Transi¢des (m/z) colisdo (V)
Cocainicos

182,0>118,0 20
AEME positivo 120 182,0>122,0 20
182,0->105,1 15
1 -168,1 1
ECG Positivo 120 86,0168, S
186,0~>81,9 30
- 200,0~>182,0 15

EME Positivo 120
200,0>82,1 20
- 276,6->136,0 10

nor-BE Positivo 150
276,6>153,8 15
2 ->1 1
nor-COC Positivo 120 89,9->168,0 0
289,9->136,0 15

Anfetaminicos

136,1->91,1 10
AMP Positivo 70 136,1->119,1 5
136,1->65,1 40
150,1->91,2 20
MAMP Positivo 80 150,1>119,2 5
150,1->65,2 35
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MBDB

MDA

MDEA

MDMA

CBD
CBN

THC-COOH

Levamisol

Fenacetina

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Negativo

Positivo

Positivo

Positivo

80

70

90

80

Canabinoides

60

61

135

Adulterantes

116

96

208,0->134,9
208,0->162,9
208,0~>104,9

180,1->163,1
180,1->105,1
180,1>77,1

208,1->163,1
208,1->105,1
208,1>77,2

194,1->163,1
194,1->135,1
194,1->105,1

312,9>245,1
311,2->223,1

343,2->299,2
343,2->245,1
343,2->191,1

205,1>177,9
205,1->90,9

180,1->109,9
180,1->137,9

15

20

20
40

20
50

20
20

28
81

18
30
33

21
45

21
13

2.5. Analise estatistica dos dados

Os testes de Tukey e Dunnett utilizados neste trabalho foram realizados por

meio do software livre Action 2.3 (www.portalaction.com.br).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho, o método analitico envolveu a extracdo e a
concentracdo de COC e BE e sua determinacdo por HPLC-MS/MS (QQqQ) em
amostras de esgoto bruto. Com base nos resultados obtidos, o consumo de COC em
diferentes regides do Distrito Federal (DF) foi estimado. Dessa maneira,
primeiramente serdo discutidos os resultados dos testes e das adaptagbes
realizadas na definicdo do método analitico para, em seguida, serem apresentadas
as concentracdes de COC e BE determinadas nas amostras e os perfis de consumo

da populacéo atendida pelas oito ETE investigadas.

3.1. Avaliacdo do novo sistema de extracao

O sistema de extracao Il desenvolvido neste trabalho apresentou os mesmos
resultados do sistema de extragdo | utilizado inicialmente e atendeu todos os
objetivos propostos. Com o novo sistema foi possivel realizar a extracdo de 14
amostras simultaneamente e a etapa de filtracdo foi eliminada, o que reduziu o
tempo de preparo das amostras de uma hora e meia para apenas 20 min para cada
200 mL de esgoto bruto.

A utilizacdo das valvulas esfera para cada conjunto de extracao possibilitou o
controle individual da passagem da amostra e da vazao. Além disso, a vazao do
sistema pode ser mantida constante numa faixa de vaz&o de 3,0 a 23 mL min™* e ndo
foram observados vazamentos. Dessa maneira, 0 nivel hidrostatico da amostra no
cartucho permaneceu constante durante todo o procedimento de extracao,
permitindo, assim, uma extracdo ininterrupta e sem a intervencdo do analista. A

Figura 10 mostra fotos do sistema de extracdo proposto.
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Figura 10. Sistema empregado para extracdo em fase sélida de COC e BE em amostras de esgoto
bruto.

Um sistema convencional de extracdo em fase solida costuma empregar trés
equipamentos principais: uma bomba de vacuo (que estabelece o vacuo no interior
do manifold), uma bomba peristaltica (que promove o gotejamento continuo da
amostra no cartucho SPE) e um manifold a vacuo de 12 portas (onde o cartucho
SPE é afixado e a amostra é recolhida em recipientes acondicionados em seu
interior apos serem processadas). O custo estimado para esse conjunto € de
aproximadamente R$ 15.000,00. O sistema de extragdo descrito é detalhado no

esquema mostrado na Figura 11.

Tubos para
Cartucho bombeamento
SPE I N
="
| | -l | |
Bomba a
vacuo Amostra
Manifold Bomba
peristaltica

Figura 11. Sistema de extracdo convencional empregado para a extracdo em fase soélida de
compostos organicos em matrizes aquaticas. Adaptado de Sodré et al., 2010.
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O custo total do sistema de extragcdo desenvolvido neste trabalho foi de
aproximadamente R$ 1.817,54, valor proximo ao do sistema de extracdo | (R$
1775,40) adaptado de Sodré e colaboradores (2010). Comparado ao sistema

apresentado na Figura 11, o sistema proposto teve um custo 8 vezes menor.
3.2. Otimizacdo do método SPE

O estabelecimento de um método de preparo de amostras é crucial na
determinacao de DA e de seus metabdlitos em esgoto bruto devido, principalmente,
aos baixos niveis de concentracdo e a complexidade da matriz. Logo, para este
trabalho optou-se por utilizar um método de extracdo em fase sélida (SPE, do inglés
solid phase extraction) na preparacdo das amostras, ja que este tem sido
empregado com sucesso ha extracdo e concentracdo de DA e de seus metabdlitos
em diversos estudos desse tipo (Gonzalez-Marifio et al., 2010; Postigo et al., 2008;
Huerta-Fontela, et al., 2008a).

A eficiéncia do método de SPE foi avaliada com base nas porcentagens de
recuperacdo de BE e COC a patrtir da analise, por HPLC-MS/MS (QgQ), de aliquotas
de 50 mL de esgoto bruto enriquecidas com concentracdes conhecidas dessas
substancias (2 pg L™?). Para obter o método mais eficiente diversos testes de
recuperacado foram realizados. A primeira etapa de otimizacao foi realizada por meio
de um planejamento fatorial 2° e a segunda através da andlise univariada da

influéncia do pH da amostra na recuperacdo das substancias de interesse.
3.2.1. Planejamento fatorial

Na Figura 12 é apresentado um grafico com as porcentagens médias de
recuperacdo para todos 0s ensaios experimentais realizados de acordo com o
planejamento fatorial 23. O gréfico foi dividido em trés grupos (C8, C18 e HLB) e
colocado em ordem crescente das porcentagens de recuperagdo para melhor
visualizacdo dos resultados. Nesta etapa de otimizagdo do método SPE foi

empregado o sistema de extracao | (Secéo 2.3.1).
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Figura 12. Porcentagens médias de recuperagdo de COC e BE obtidas com cartuchos C8, C18 e
Oasis HLB em oito condi¢Bes de extracdo diferentes (n = 2).

O primeiro grupo (C8) corresponde aos ensaios realizados com cartuchos do
tipo C8. Pela Figura 12 observa-se que as recuperacdes obtidas foram inferiores a
43 % e 4 % para BE e COC, respectivamente. Para 0os ensaios realizados com
cartuchos do tipo C18 — segundo grupo (C18) mostrado na Figura 12 — as
porcentagens de recuperacao para COC ficaram entre 41 % e 67 % e ndo passaram
de 8 % para BE. Com base nesses resultados, pode-se afirmar que tais cartuchos
sdo pouco eficientes na extracdo e concentracdo das substancias de interesse.
Todavia, diante da baixa eficiéncia do cartucho C8 é possivel que este, em
condicdes especificas de extracdo, possa ser empregado em uma etapa de clean up
gue anteceda a passagem da amostra por um cartucho de maior eficiéncia visando
eliminar interferentes da matriz e assim melhorar as recuperagdes com o segundo
cartucho.

JA nos ensaios em que foram empregados cartuchos Oasis HLB, as
recuperagbes encontradas foram satisfatérias para ambas as substancias de
interesse. Com porcentagens de recuperacao que variaram entre 69 % a 116 % para
BE e de 79 % a 90 % para COC, o cartucho em questdo mostrou-se o mais indicado
para a extracdo de tais substancias. Esse perfil de recuperacdo esté relacionado,
sobremaneira, com as propriedades quimicas do material utilizado como fase soélida

em cada um dos cartuchos e, consequentemente, com o tipo de interacdo quimica
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(van der Waals, ligacdo de hidrogénio, forcas eletrostaticas) existente entre a
superficie da fase soélida e as substancias de interesse (Bauerlein et al., 2012).

Conclusbes semelhantes as observadas no presente trabalho foram
discutidas em estudo realizado por Gheorghe e colaboradores (2008). Neste, a
eficiéncia de extragdo de sete cartuchos SPE diferentes, entre eles os cartuchos
Oasis HLB (500 mg, 6 mL) e Insolute C18 (500 mg, 6 mL) da fabricante Biotage
(Suécia), foi avaliada. Para os cartuchos Oasis HLB foram testadas duas condi¢cfes
de extracdo/eluicdo. As porcentagens meédias de recuperacdo apresentadas por
Gheorghe e colaboradores (2008) para COC e BE foram superiores a 91,8 % nas
duas condicOes de extracdo/eluicdo em que foram empregados cartuchos Oasis
HLB enquanto que nos ensaios realizados com cartuchos do tipo C18 as
porcentagens médias foram de 86,0 % para COC e 80,6 % para BE (Gheorghe et
al., 2008). Apesar das recuperacfes para os cartuchos C18 terem sido melhores do
que as obtidas no presente trabalho, os resultados obtidos por Gheorghe e
colaboradores (2008) também indicaram o cartucho Oasis HLB como o mais
indicado para a extracdo e concentracdo de COC e BE presentes em amostras de
esgoto.

De acordo com os resultados obtidos a partir do planejamento fatorial
realizado no presente estudo também foram observadas diferencas entre as
recuperacdes a depender da condicdo de extracdo adotada. Como o cartucho Oasis
HLB foi o Unico a apresentar porcentagens de recuperacéo satisfatorias, a discusséo
a respeito das médias de recuperacdo e da influéncia dos trés fatores avaliados foi
restringida aos oito ensaios experimentais realizados com esse cartucho.

Como mostrado na Figura 12, o ensaio 5 com cartucho Oasis HLB apresentou
as melhores porcentagens de recuperacdo para COC (90 %) e BE (116 %). Nesse
ensaio, 6 mL de uma solucdo de ACN/MeOH (60:40) e 3 mL de agua ultrapura foram
utilizados no condicionamento da fase solida e eluicdo das substancias de interesse,
nao foi realizada lavagem apo0s a extragdo e o extrato foi injetado no cromatografo
com fator de concentragdo de 5 vezes. O ensaio experimental 7 também apresentou
bons resultados. Com recuperacbes de 108 % e 86 % para BE e COC,
respectivamente, as condi¢des de extracéo utilizadas incluiram o condicionamento e

eluicdo das substancias de interesse com 6 mL de ACN/MeOH (60:40) e 3 mL de
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agua ultrapura, lavagem com 6 mL de solucdo 5% MeOH em &gua ultrapura e
injecdo do extrato com fator de concentracao de 5 vezes.

Para avaliar quais fatores e quais interacdes entre eles exibiram influéncia
estatisticamente significativa nas porcentagens de recuperacdo, seus efeitos — a
variacdo causada na resposta devido a um fator ou interacdo entre eles — foram
calculados. A Tabela 10 apresenta os efeitos calculados para o planejamento fatorial
23 e seus respectivos erros-padrao (Sefeito)-

Os efeitos considerados estatisticamente significativos, com 95% de
confianga, sdo aqueles cujos valores absolutos diferem do produto entre o erro-
padrdo de um efeito (Sefeito) € 0 Valor do t de Student para 95% de confianca e oito
graus de liberdade. Assim, entre os efeitos principais foram considerados
significativos o efeito do solvente e do fator de concentracdo para ambas as
substancias de interesse e o efeito da lavagem para a COC. Ja para as interacdes
foram considerados significativos o efeito da interagdo solvente/fator de
concentracdo para ambas as substancias de interesse, o efeito da interacéo
solvente/lavagem/fator de concentracdo para a BE e o efeito da interacéo

solvente/lavagem para a COC.

Tabela 10. Efeitos calculados para o planejamento fatorial e seus erros-padréo (%).

Efeitos BE cocC
Principais
1 (Solvente) -17,7+ 2.8 -124+1,5
2 (Lavagem) 3,5+28 -6,5+1,5
3 (Fator de conc.) 14,0+2,8 10,9+1,5

De interacdo

12 52+2,8 -55+1,5
13 -15,1+2,8 -3,7+1,5
23 3,0+28 -26+1,5
123 85+2,8 04+15
tsXSefeito 6,4 3,6

Com base nos resultados obtidos e nos efeitos calculados observou-se que:
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1. A utilizacdo de ACN/MeOH (60:40) como solvente promove um aumento de
17,7+£2,8% e 12,4 + 1,5 %na recuperacao de BE e COC, respectivamente.

2. Com excecao do ensaio 6 para BE, ao injetar o extrato menos concentrado,
ou seja, com fator de concentracdo de 5 vezes as porcentagens de
recuperacédo para BE aumentam 14,0 £ 2,8 % e as de COC 10,9 £ 1,5 %
devido, possivelmente, a uma diminuicdo do efeito de matriz durante a analise
cromatografica.

3. Realizar uma etapa de lavagem com 5% de MeOH em &gua ultrapura leva a
perdas de 6,5 + 1,5 % na recuperacdo de COC.

Assim, dos testes de recuperacdo realizados, 0 correspondente ao ensaio
experimental 5 (ACN/MeOH, sem lavagem e fator de concentracdo de 5 vezes) foi o
gue se mostrou mais indicado para ser utilizado na extracdo de COC e BE devido as
elevadas porcentagens de recuperagdo, ao menor numero de etapas envolvidas na
extracdo e por apresentar recuperacfes dentro dos intervalos aceitaveis (70% a

130%) para substancias em concentracéo-traco (U.S.EPA, 2010).
3.2.2. Influéncia do pH da amostra

Os testes de recuperacao realizados nesta etapa de otimizacdo tiveram por
objetivo avaliar a influéncia do pH das amostras nas porcentagens de recuperacao
de COC e BE e a eficiéncia de cartuchos SPE de menor custo quando comparado
aos cartuchos Oasis HLB. Logo, partindo do melhor resultado obtido para o
planejamento fatorial (ensaio 5 com cartuchos Oasis HLB), dez ensaios
experimentais foram realizados em duplicata. Todos os resultados apresentados
deste momento em diante foram obtidos empregando-se o sistema de extracéo Il
(Secdo 2.3.1) na etapa de preparacdo das amostras. As porcentagens médias de

recuperacdo sao mostradas na Figura 13.
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Figura 13. Porcentagens médias de recuperacéo para COC e BE obtidas com as andlises utilizando
cartuchos drug, Strata-SAX, C8, Oasis HLB e Strata-X em amostras com pH 2 e pH 6 (n=2).

Pela Figura 13 observa-se que apenas 0s ensaios realizados com cartuchos
Oasis HLB e Strata-X apresentaram recuperacdes na faixa aceitavel de 70 a 130 %
para ambas as substancias de interesse. Para 0s ensaios realizados com cartuchos
Oasis HLB as recuperacdes foram de 81 e 89 % para BE e COC, respectivamente,
quando o pH da amostra foi ajustado 2,0. Ja a pH 6 as recuperacdes foram de 122
% para BE e 116 % para a COC.

Os resultados obtidos com a utilizacdo de cartuchos Strata-X foram
comparaveis aos obtidos com cartuchos Oasis. Os melhores resultados foram
obtidos a pH 2,0 (110 % para BE e 88 % para COC). As recuperacgdes obtidas com
os cartuchos Strata-SAX e Drug foram inferiores a 17 e 31 % para BE e COC,
respectivamente. No que se refere aos resultados obtidos com cartuchos C8, nota-
se um comportamento bastante distinto do observado na primeira etapa de

BN

otimizacdo do método SPE quanto a recuperacdo de BE. Na primeira etapa de
ensaios, a recuperacdo de BE nado superou os 45 %. No entanto, com a amostra
ajustada a pH 6 a recuperacdo dessa substancia com cartuchos C8 foi de 103 %.
Apesar desse resultado ndo é possivel afirmar que essa melhora na recuperacao
esteja relacionada ao ajuste do pH da amostra haja vista que o pH do esgoto bruto

in natura é bastante proximo de 6.
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Diante dos resultados obtidos optou-se por empregar cartuchos Strata-X na
extracdo das substancias de interesse, ja que estes possuem custo menor que 0S
cartuchos Oasis HLB e apresentaram recuperacdes relativamente melhores quando
as amostras foram ajustadas a pH 2. Além disso, a acidificacdo das amostras a pH 2
contribui para a preservacado das mesmas como seré evidenciado na se¢ao seguinte
deste capitulo. Sendo assim, o método SPE escolhido para o processamento das
amostras de esgoto bruto empregou cartuchos Strata-X (500 mg, 6 mL). O
condicionamento da fase sélida foi realizado com 6 mL de uma solucdo de
ACN/MeOH 60:40 (v/v) e 3 mL de agua ultrapura. Os cartuchos foram carregados
com aliquotas de 50 mL de amostra previamente ajustadas a pH 2,0 com HCI 50%
(v/v). A eluicdo das substancias de interesse também foi feita com 6 mL da solucdo

de ACN/MeOH 60:40 (v/v) e néo foi realizada nenhuma lavagem apds a extracao.

3.3. Preservacao das amostras

Quando a analise de amostras de esgoto bruto ndo é realizada imediatamente
apos a coleta, estas costumam ser armazenadas a temperatura de 4°C em frascos
de vidro ambar até a extracdo, se for necesséria, e analise (Hummel et al., 2006;
Huerta-Fontela et al., 2008a). No entanto, tais condi¢cbes nao garantem a
preservacdo das substancias de interesse devido a possiveis perdas mediante a
ocorréncia de degradacao, biotransformacao, hidrélise, particdo, etc. (Castiglioni et
al., 2006). Logo, estabelecer um método eficiente de preservacdo das amostras de
esgoto representa um entre os varios desafios no sentido de consolidar a
epidemiologia do esgoto como ferramenta forense.

Tendo-se em vista a aplicacdo dessa abordagem as dimensdes continentais
brasileiras, testes para avaliar diferentes condi¢cdes de preservacdo das amostras
foram realizados a fim de estabelecer uma rotina de coleta e preservagcédo capaz de
garantir a menor alteragdo nas concentragdes de COC e BE no esgoto bruto. Para
tanto, aliguotas de uma mesma amostra de esgoto foram tratadas de oito maneiras
distintas e submetidas a extracdo em fase solida.

Os resultados obtidos para cada uma das condigcbes de preservagdo sao
apresentados na Figura 14. Com excecéo da condi¢cdo de preservacéo 1, todas as
condicdes investigadas tiveram por objetivo principal eliminar ou diminuir a atividade

biologica da amostra.
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Figura 14. Erro relativo em porcentagem com relagdo a amostra-controle quanto a concentracdo de
COC e BE (n=3). (1) sem tratamento, (2) filtragdo com membrana com 0,45 pm de poro, (3) filtragédo
com membrana com 0,22 pm de poro, (4) acidificacdo a pH 2, (5) filtragdo com membrana com 0,45
pm de poro seguida de acidificacdo a pH 2, (6) adicdo de NaN3, (7) adicdo de formaldeido e (8)
extracdo em fase sélida (SPE) e armazenamento do cartucho de extragdo sem eluir os analitos.

Analisando a Figura 14 observa-se que 0S ensaios experimentais
apresentaram variacdes entre —86,0 % e 30,3 % na concentracdo das substancias
de interesse frente a amostra-controle, isto é, com relacdo a amostra que foi
submetida a extracéo e eluicdo das substancias de interesse imediatamente apos a
coleta.

Na condicéo de preservagao 1, a amostra foi armazenada na sua forma bruta,

ou seja, sem qualquer pré-tratamento, a fim de avaliar o comportamento “natural”
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das substancias de interesse em esgoto bruto. Nessa condicédo, foi observada uma
diminuicao de 29,4 + 4,2 % na concentracdo de COC e um aumento de 11,3 + 1,7%
na concentracdo de BE. Esse comportamento pode estar relacionado a fatores
como, por exemplo, a hidrélise espontanea da COC a BE em sistemas com pH
acima de 4 (EMCDDA, 2008), a possivel metabolizacdo da COC por micro-
organismos presentes no esgoto ou, ainda, a processos de foto e biodegradacéo
que também podem ocasionar alteracdes na concentracdo das substancias de
interesse.

O mesmo padrdo de variacdo nas concentracdes foi observado para as
condicbes 2, 3, 5 e 6. No entanto, para as condicbes de preservacdo 2 e 3, nas
quais foram realizadas etapas de filtracdo com membranas de 0,45 pm e 0,22 um de
poro, respectivamente, as variagdes com relacdo a amostra-controle foram muito
superiores ao observado na condicédo 1 (Figura 14). Tais observacdes sugerem que
a realizacdo de etapas de filtracdo das amostras de esgoto bruto ocasiona a
aceleracdo dos processos de degradacao da COC ou, até mesmo, perdas de massa
das substancias de interesse, comprometendo, portanto, a representatividade dos
resultados e das estimativas de consumo realizadas com base nas concentracoes
de BE presentes no esgoto.

Comparando os resultados para estas duas condi¢cdes de preservacdo nota-
se, ainda, que para a condicdo 3 a diminuicdo na concentracdo de COC foi
relativamente maior (-86,0 + 18,5 %). Tendo em vista esse maior desvio na
concentracdo de COC para a condicdo de preservacdo em que foi empregada a
membrada de menor porosidade (0,22 um), é possivel supor que a perda de massa
seja consequéncia de processos de adsorcao e/ou absor¢cdo da COC ao material da
prépria membrana ou, mais provavel, ao material particulado retido por ela.

No ensaio referente a condi¢do de preservacao 4, a amostra de esgoto bruto
foi acidificada a pH 2 antes de ser armazenada. Com base no mostrado na Figura
14, observa-se que a condicdo de preservacdo 4 apresentou as menores variagdes
de concentragdo com relagdo a amostra-controle e, portanto, € a mais indicada caso
seja necessario realizar o envio das amostras do ponto de coleta para o local de
analise.

Gheorghe e colaboradores (2008) apontaram resultado semelhante ao

investigar a estabilidade de COC e BE em amostras de agua superficial. De acordo
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com esse estudo quando acidificadas a pH 2 as concentragbes de BE e COC
mantiveram-se praticamente inalteradas durante cinco dias de armazenamento sob
diferentes temperaturas. Assim, apesar do esgoto bruto apresentar caracteristicas
bastante diferentes quando comparado a amostras de aguas superficiais, a
acidificacdo desse tipo de amostra também se mostrou eficiente na preservagéo de
COC e BE.

Outro ponto importante € que para a condicdo de preservacdo 4 houve uma
inversdo na direcdo das variacbes. Enquanto a concentracdo de BE sofreu um
decréscimo de 4,2 + 0,5 % a de COC aumentou 10,9 + 2,5 %. Isso pode ser
explicado considerando o equilibrio envolvendo a hidrélise da COC a BE. A
degradacdo espontanea da COC envolve uma hidrolise de éster em que o0 grupo
metdxi (—OCHg) da COC € substituido por um grupo hidroxila (-OH) (EMCDDA,
2008). Em meio acido a reacdo inversa € catalisada e o equilibrio deslocado,
levando a esterificacdo da BE a COC e, portanto, a variacao no sentido de formacéao

da COC. A Figura 15 mostra a equacao de equilibrio entre a COC e a BE.
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Figura 15 Equacédo de equilibrio entre a COC e a BE. A reacéo de hidrélise da ligagdo éster (direta) &
favorecida em meios com pH acima de 4 e a reacdo de esterificacdo (inversa) é favorecida em meios
com pH abaixo de 4.

Ja na condicdo 5, antes de ser acidificada a pH 2, a amostra passou por uma
etapa de filtracdo com membrana de 0,45 um de poro. O desvio nas concentracdes
de COC e BE foram maiores do que o apresentado na condi¢cdo 4 e, assim como
nas condi¢cOes de preservacdo 1, 2 e 3, houve um aumento na concentracéo de BE
(9,8 £+ 1,1 %) e um decréscimo na de COC (-23,0 + 5,2 %). Tais observacdes
evidenciam a interacdo entre a influéncia da acidificacdo e da filtracdo nos erros

relativos. Mesmo a acidificacdo contribuindo para a preservacéo das substancias de
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interesse, a forte influéncia da filtracdo causou um desvio intermediario entre aquele
apresentado na condicdo de preservacéo 2 e o apresentado na condicdo 4 (Figura
14).

Na condicdo 8 a amostra bruta foi extraida e o cartucho foi armazenado sem
passar pela etapa de eluicdo das substancias de interesse. Um decréscimo de 6,8 +
1,6 % e 11,5 + 6,6 % foi observado para BE e COC, respectivamente. Considerando
gue o efeito da matriz foi eliminado no processo de extragcdo supde-se que 0S erros
relativos apresentados sejam consequéncia de variagdes na recuperacao de tais
substancias.

Nas condicbes de preservacdo 6 e 7, reagentes com reconhecida atividade
antibacteriana foram adicionados as amostras. Na condicao 6, a adicdo de NaN3 ndo
contribuiu para a preservacdo das substancias de interesse, pelo contrario,
ocasionou uma variacao maior do que a apresentada na condicdo de preservacao 1
(20,3 + 2,3 % para BE e -42,1 + 9,6 %). Em estudo realizado em 2010, Gonzalez-
Marifio e colaboradores também empregaram NaN3; como agente de preservacao
em testes com amostras de esgoto bruto. Assim como evidenciado no presente
trabalho, a adicdo de NaNz ndo impediu alteracBes nas concentracdes de BE e
COC. Porém, no estudo mencionado, as amostras de esgoto foram previamente
filtradas com membranas de acetato de celulose com 0,45 um de poro antes da
adicdo do NaN3 e os resultados, quando comparados a amostras que foram apenas
filtradas, revelaram uma menor degradacao das substancias de interesse.

Na condicdo de preservagdo 7 houve um decréscimo nas concentragdes de
ambas substancias de interesse (-14,8 + 2,3 % para a BE e -19,4 + 9,1 % para
COCQC). O erro relativo nas concentracdes apresentou um padrdo bastante diferente
daquele exibido pelos demais ensaios experimentais. Esta constatacdo fica evidente
ao se comparar as razoes entre as variacoes de BE e COC em cada condigcéo de
preservacdo. Um gréafico indicando a razdo entre o0s erros relativos das
concentracbes das substancias de interesse para cada uma das condicbes de

preservacao é apresentado na Figura 16.
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Figura 16. Razéo entre os erros relativos nas concentragdes de BE e COC para cada condi¢cdo de
preservacdo e o desvio padrdo correspondente.

Analisando a Figura 16 observa-se pouca variagdo na razao entre oS erros
relativos para as condi¢des de 1 a 6. Isso evidencia que independentemente do erro
observado e das condi¢cdes de preservacao empregadas as concentracées de BE e
COC mantiveram uma mesma proporcao entre si, ou seja, 0S mesmos processos de
degradacédo observados na condicdo de preservagdo 1 possivelmente ocorreram
nos demais ensaios em maior ou menor extensao. Ja na condicdo de preservagao 7
a adicdo de formaldeido deve ter ocasionado processos diferentes daqueles
observados para as condicbes de 1 a 6. Somente um estudo detalhado quanto a
essa condicao poderia de fato esclarecer o motivo desse comportamento.

Para estabelecer quais condi¢cbes diferem estatisticamente da amostra-
controle, lancou-se méo do teste de Dunnett para comparar as concentragbes
médias de COC e BE nos oito ensaios experimentais com a concentracdo dessas
substancias na amostra-controle. O teste de Dunnett serve exclusivamente para
comparacoes desse tipo, em que se pretende avaliar se existe diferenca entre um
tratamento controle ou testemunha e outros tratamentos. A Tabela 11 mostra os

resultados do teste de Dunnett para as oito condi¢des de preservacéo estudadas.
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Tabela 11. Concentracdes médias de COC e BE para as condi¢des de preservacao avaliadas e suas
respectivas classificacdes® segundo o teste de Dunnett (a = 0,05, n = 3).

Condicao de Concentracdo média de Concentracdo média de .
preservacio BE (ng L™ CcoC (ng L™ Razéo BE/COC
Controle 3124,2a 964,6a 3,2a
1 3477,3a 680,6b 5,1b
2 4065,4b 276,0b 14,7b
3 4069,6b 135,4b 30,0b
4 2993,8a 1069,6a 2,82
5 3430,0a 743,0a 4,6b
6 3758,5b 558,5b 6,7b
7 2661,3a 777,6a 3,48
8 2911,2a 853,4a 3,42

®As médias de uma mesma coluna seguidas por letras diferentes sio estatisticamente diferentes entre si com 95% de
confianga. As médias seguidas pela mesma letra sdo estatisticamente iguais.

De acordo com os resultados mostrados na Tabela 11, as amostras
submetidas as condi¢cdes de preservacdo 2 (filtracdo com membrana 0,45 pm), 3
(fitracBdo com membrana 0,22 pm) e 6 (adicio de NaN3z) apresentaram
concentracbes de BE estatisticamente diferentes, com 95% de confianca, da
concentragdo apresentada pela amostra-controle. J& as amostras submetidas as
condi¢cbes 1 (esgoto bruto), 4 (acidificacdo pH 2), 5 (filtracdo com membrana 0,45
um e acidificacdo pH 2), 7 (formaldeido) e 8 (extracdo em fase sdlida e
armazenamento do cartucho) apresentaram concentracbes de BE iguais,
estatisticamente, a concentracdo da amostra-controle com 95% de confianca.

Para as concentragfes de COC, observa-se, por meio da Tabela 11, que as
amostras submetidas as condicbes de preservacdo 1, 2, 3 e 6 apresentaram
concentracdes diferentes da concentracdo determinada na amostra-controle com 95
% de confianga, enquanto as concentracfes das amostras submetidas as condi¢oes,
4,5, 7 e 8 sdo igual a da amostra-controle.

Comparando as raz0es entre as concentracdes de BE/COC, observa-se que
as condicoes 4, 7 e 8 apresentaram razdes iguais, com 95% de confianga, a razao
da amostra-controle. Isto indica que ao considerar tanto a BE quanto a COC, as trés
condicbes mencionadas foram as que apresentaram o melhor resultado do ponto de
vista estatistico. No entanto, nota-se pela Figura 16 que a adicdo de formaldeido a
amostra (condicdo de preservacdo 7) alteraram o comportamento das substancias

de interesse no esgoto bruto haja vista que o comportamento esperado é um
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aumento na concentracdo de BE quando ha uma diminuicdo na de COC e vice-
versa. Ja extracdo com armazenamento do cartucho (condicdo de preservacao 8)
envolve um maior numero de etapas dificultando sua aplicacdo em uma rotina que
vise agilidade no envio das amostras.

Como mostrado na Figura 16 para estas duas condigcdes de preservagao
houve diminuicdo das concentragBes de ambas as substancias de interesse. Além
disso, o esgoto bruto acidificado a pH 2 (condicdo de preservacao 4) foi o tratamento
gue apresentou o menor erro relativo tanto para a COC quanto para a BE, assim
como O menor custo e numero de etapas quando comparado aos demais
tratamentos. Devido a todos esses fatores a condicdo de preservacao 4 apresentou-
se como a melhor op¢édo de preservacao e pode ser incluida na sequéncia analitica
possibilitando a aplicacdo da epidemiologia do esgoto em localidades diferentes

daquela na qual a analise sera realizada.

3.4. Determinacao analitica de COC e BE em esgoto bruto

No presente trabalho, a determinacdo de COC e BE foi realizada por
cromatografia liqguida acoplada in tandem a espectrometria de massas empregando-
se 0 método de padronizacdo externa que compara a area das substancias a serem
quantificadas com as areas obtidas com solucbes padrdo de concentracdo
conhecidas. A Figura 17 mostra curvas analiticas tipicas obtidas para COC e BE a
partir do método de padronizacédo externa. Observa-se pela Figura 17 a existéncia
de correlacdo linear entre a area do pico e a massa injetada no cromatografo tanto
para COC (R? = 0,989) quanto para a BE (R? = 0,9985).

46



A 60000 -
50000 - <
40000
®
$ 30000
< y = 59,422x + 1108,6
20000 A R2=0,989
10000 -
D T T T T 1
0 200 400 600 800 1000
massa injetada (pg)
B 25000 -
20000 A
15000 -
&
.&- 10000 4 Y= 28,734X+ 453,92
Rz =0,9985
5000 -
O T T T T 1
0 200 400 600 800 1000
massa injetada (pg)

Figura 17. Curva analitica tipica obtida pelo método de padronizacé@o externa para (A) COC e (B) BE.

A Figura 18 traz um cromatograma tipico de uma amostra de esgoto bruto
enriquecida com 2 pg L™ das substancias de interesse e analisada por HPLC-
MS/MS (QqQ), bem como as transi¢cbes ion precursor - ion produto selecionadas
para realizar a quantificacdo das substancias de interesse. Nota-se, no entanto, que
o tempo de residéncia da BE na coluna cromatogréafica foi um pouco elevado (quase

1 minuto). Apesar desse fato, a quantificagdo nao foi comprometida.
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Figura 18. Cromatograma tipico obtido no modo MRM a partir da analise de uma amostra de esgoto
bruto.

As concentracdes de COC e BE encontradas nas amostras de esgoto bruto
analisadas sdo apresentadas na Tabela 12. Na Tabela 12 observa-se que as
substancias de interesse foram determinadas em todas as amostras analisadas. As
concentracdes variaram entre 1228 ng L™ e 4297 ng L™ para BE e 519 ng L™ e 1260
ng L™ para COC. As concentracdes de BE foram superiores as determinadas para a
COC em todas as amostras.

Tabela 12. Concentracdes de BE e COC em amostras de esgoto bruto de oito ETE do Distrito
Federal e a raz&o entre elas (n = 3).

ETE BE (ng L) COC (ngL™) Raz&o BE/COC
Brasilia Sul 1228 520 2,4
Brasilia Norte 1426 519 2,7
Riacho Fundo 1754 1239 1,4
Melchior 3053 1181 2,6
Gama 3338 1175 2,8
Samambaia 3404 1260 2,7
Planaltina 3778 893 4,2
Paranoa 4297 1080 4,0

Na Tabela 12 também sdo apresentadas as razdes entre a concentracdo de
BE e COC (razdo BE/COC) para cada amostra. Em cinco das oito amostras
analisadas as razbes BE/COC ficaram entre 2,4 e 2,8. Nas amostras da ETE
Planaltina e da ETE Paranod as razdes foram de 4,2 e 4,0, respectivamente,
enquanto para ETE Riacho Fundo a razéo foi de 1,4. Assumindo taxas de excregao
por volta de 9 % para COC e 45 % para BE (van Nuijs et al., 2011a) e considerando

a excrecdo como a unica fonte de entrada de COC e BE no esgoto bruto, era
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esperado razdes BE/COC proximas a 5,0, ou seja, as concentragbes encontradas
para BE deveriam ser, de acordo com tais consideragdes, pelo menos cinco vezes
mais elevadas que as concentracdes de COC no esgoto.

No entanto, observa-se que todas as razées BE/COC das amostras de esgoto
analisadas foram inferiores a razdo esperada com base no perfil de excrecao
urinaria presente na literatura. Tais discordancias tém sido observadas em outros
trabalhos envolvendo epidemiologia do esgoto (Castiglioni et al., 2011) e sugerem a
existéncia de outras fontes de entrada de COC no sistema de esgotamento sanitario.
Essas fontes secundarias podem estar relacionadas com atividades de refino,
preparo ou distribuicdo da droga. Assim, razdes de BE/COC préximas a 5,0 como no
caso da ETE Planaltina (4,2) e da ETE Paranoé (4,0) podem indicar regiées em que
prevalece o consumo de COC. Por outro lado, razdes muito inferiores a esse valor,
caso da ETE Riacho Fundo (1,4), podem indicar a existéncia de laboratérios
clandestinos destinados a manipulacao de COC.

3.5. Estimativa do consumo

A estimativa da quantidade de COC base livre consumida no Distrito Federal
(DF) foi realizada com base na proposta sugerida por Zuccato e colaboradores
(2005) a partir das concentracfes de BE nas amostras de esgoto analisadas e de
informacdes a respeito da taxa de metabolizacdo da COC, da vazdo do esgoto que
aflui em cada ETE e da populagéo atendidas por elas.

Considerando os valores de concentracdo de BE (Tabela 12) e as vazbes
médias de esgoto apresentadas na Tabela 2, a quantidade em massa de BE que
aflui em cada uma das ETE em g dia® foi estabelecida. A utilizacdo das
concentracdes de BE no retrocélculo para estimar o consumo de COC é preferivel,
pois a presenca desse metabdlito no esgoto é uma comprovacdo do consumo
humano, ele é o metabdlito majoritario da COC e o mais estavel no esgoto quando
comparado a outros produtos de metabolizacdo dessa droga (van Nuijs et al.,
2011a).

Assumindo que toda BE encontrada no esgoto provém do consumo, a
quantidade de COC consumida na forma de base livre foi calculada a partir da
equacdo 1 (Secdo 1.3, pagina 12). A partir desse momento todas as estimativas

apresentadas se referem ao consumo de COC base livre. A Figura 19 mostra a
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estimativa do consumo anual de COC da populacdo atendida por cada ETE
investigada e o resultado do teste de Tukey para a comparacao das médias.
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Figura 19. Consumo anual de COC base livre em kg ano™ pelas comunidades servidas pelas ETE
investigadas e suas respectivas classificagbes segundo o teste de Tukey (a = 0,05, n = 3).

Pela Figura 19 observa-se que das ETE estudadas a maior parcela da COC
consumida (35 %) € atribuida a regido atendida pela ETE Melchior que concentra a
maior parte da populacédo atendida pelas oito ETE estudadas (575.092 habitantes).
As regides atendidas pelas ETE Brasilia Sul, Samambaia e Brasilia Norte também
apresentaram consumo elevado de COC contribuindo com 19 %, 15 % e 12 % do
total, respectivamente. Com 1 % do total estimado, a populacdo atendida pela ETE
Riacho Fundo apresentou a menor contribuicdo para o consumo de COC. Sabendo
qgue as oito ETE investigadas atendem a aproximadamente 73 % da populacdo do
DF (IBGE, 2010) foi possivel, por extrapolacdo, estimar que o consumo anual de
COC no DF possa chegar a 753 kg ano™ ou 2930 doses ano™ 1000 hab™.

Para estabelecer quais valores de consumo sao iguais ou diferentes entre si
estatisticamente langou-se mao do teste de Tukey a 95 % de confianga para
comparar as médias de consumo em cada ETE. Observa-se pela Figura 19 que o
consumo das regides servidas pelas ETE Paranoa e Planaltina € igual com 95 % de
confianga. O mesmo € observado para o consumo das regides atendidas pelas ETE
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Gama e Brasilia Norte. J& o consumo de COC referente a populagdo servida pela
ETE Melchior é de fato maior visto que, de acordo com o teste de Tukey, o valor
observado para essa regido difere estatisticamente do consumo estimado nas
demais regides.

Comparando as estimativas realizadas no presente trabalho com as obtidas
por Maldaner e colaboradores (2012) em junho de 2010 a partir de amostras de
esgoto de seis ETE do DF é possivel observar proximidade entre os valores
apresentados, 0 que indica certa reprodutibilidade e consisténcia das estimativas
realizadas por epidemiologia do esgoto. A Figura 20 mostra os resultados obtidos
por Maldaner e colaboradores (2012) e os gerados no presente estudo.
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Figura 20. Consumo de COC no Distrito Federal obtido por epidemiologia do esgoto em junho de
2010 e abril de 2012.

Observa-se pela Figura 20 que, de acordo com as estimativas realizadas em
abril de 2012, houve uma reducdo no consumo anual de COC em todas as regides
investigadas, exceto na ETE Samambaia em que o consumo em 2012 foi 28 %

maior que o consumo estimado para o ano de 2010° (Maldaner et al., 2012). Para as

® O consumo de COC reportado por Maldaner e colaboradores (2012) para a ETE Samambaia foi
corrigido, pois a vazéo considerada para esta ETE ndo correspondia a unidade das demais (L s™).
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demais regides, a redugao no consumo ficou entre 6% (ETE Melchior) e 28% (ETE
Sul).

Considerando que uma dose padrédo de COC equivale a 100 mg da droga
(EMCDDA,2008), na Figura 21 é apresentada uma estimativa do consumo anual per
capita de COC para a populacédo servida por cada uma das ETE investigadas. A
regido correspondente & ETE Brasilia Norte foi a que apresentou o maior consumo
anual de COC em doses por 1000 habitantes (4453 + 209 doses ano™ 1000 hab™),
seguida das regifes atendidas pela ETE Samambaia (4049 + 13 doses ano™ 1000

hab™) e pela ETE Gama (3607 + 79 doses ano™ 1000 hab™).
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Figura 21. Consumo per capita da populacéo atendida por cada ETE investigada e suas respectivas
classificagdes segundo o teste de Tukey (a = 0,05, n = 3).

Com base no teste de Tukey, observa-se que o0 consumo das regibes
atendidas pelas ETE Planaltina, Riacho Fundo e Brasilia Sul é estatisticamente igual
com 95 % de confianca (Figura 21). As regides atendidas pelas ETE Melchior, Gama
e Samambaia também apresentaram o mesmo consumo de COC segundo o teste
de Tukey realizado. Ja o consumo da regido servida pela ETE Brasilia Norte foi
estatisticamente diferente do consumo de seis regides estudadas. No entanto, em
relacdo ao consumo estimado a partir das amostras de esgoto da ETE Samambaia,
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nao € possivel rejeitar a hipétese de que as estimativas de consumo per capita
nessas duas regides sejam iguais.

Na Figura 22 é apresentado um grafico comparativo entre os resultados deste
trabalho e os reportados por Maldaner e colaboradores (2012), o consumo per capita
apresentado neste trabalho foi menor que o consumo estimado em junho de 2010
(Maldaner et al., 2012) em todas as regifes, com excecdo das regibes atendidas
pelas ETE Melchior e Samambaia que apresentaram um aumento de

aproximadamente 5 % e 17 % no consumo de COC, respectivamente.
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Figura 22. Consumo per capita de COC no Distrito Federal obtido por epidemiologia do esgoto em
junho de 2010 e abril de 2012.

Considerando o total de COC consumida e a populacdo total atendida por
todas as ETE, o consumo médio de COC foi de 0,8 g dia™ 1000 hab™, que equivale
a 8 doses dia™ 1000 hab™. Extrapolando esse consumo para 100 % da populacédo
do DF (2.570.160 habitantes) o consumo médio de COC pode chegar a 1,08 g dia™
1000 hab™. A Tabela 13 mostra estimativas para o consumo de COC obtidas por

epidemiologia de esgoto em diferentes paises.
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Tabela 13. Consumo de cocaina estimado via epidemiologia do esgoto em varios paises.

Pais Consumo (g dia™ 1000 hab™) N def =TE Referéncia
investigadas

Italia 0,44 4 Zuccato et al., 2005

Espanha 1,4° 42 Huerta-Fontela et al., 2008a
Reino Unido 0,9 2 Kasprzyk-Hordern et al., 2009

Bélgica 0,053-1,828 30 van Nuijs et al., 2009
Espanha 1,79% 7 Postigo et al., 2010
Bélgica 0,52 1 van Nuijs et al., 2011b

Brasil 0,92 6 Maldaner et al. 2012

Brasil 1,08 8 Presente estudo

@ Estimado para a populagdo com idade entre 15 e 64 anos.

Observa-se pela Tabela 13 que o consumo de COC estimado no presente
estudo é comparavel aos resultados obtidos em outros paises. Isso indica que as
estimativas obtidas por epidemiologia do esgoto podem ser utilizadas na realizacéo
de estudos relacionados ao consumo de COC em diferentes partes do mundo. No
entanto, é necessario ressaltar que para isso um grande nimero de amostras de
esgoto deve ser analisado e, além disso, as amostras devem ser representativas de
toda a populacdo o que configura um grande desafio no contexto brasileiro haja vista
as dimensdes e diferencas regionais do Brasil. Mesmo assim, assumindo a hipétese
de que o resultado obtido nesse estudo seja representativo de toda a populacdo
brasileira (193.946.886 habitantes) estima-se que o consumo de COC no Brasil
possa chegar a 57 ton ano™. Extrapolacdes semelhantes foram reportadas por
Postigo e colaboradores (2010), que estimaram o consumo de COC de toda a
populacdo da Espanha com idade entre 15 e 64 anos (31.869.008 habitantes) a
partir de resultados obtidos pela andlise de amostras de esgoto de sete ETE
localizadas na regido da Catalunha. O consumo de COC na Espanha foi estimado

em 21 ton ano™.
3.5.1. Perfil semanal

O perfil semanal para o consumo de COC foi estabelecido a partir da analise
de amostras de esgoto bruto coletadas da ETE Brasilia Norte. As coletas foram

realizadas entre os dias 19 e 25 de abril de 2012. Em todas as amostras analisadas
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foi possivel quantificar as substancias de interesse. As concentragdes de BE e COC,
bem como as razbes entre elas para cada amostra séo mostradas na Tabela 14.

Tabela 14. Concentracdes de BE e COC em amostras de esgoto bruto coletadas na ETE Brasilia
norte no periodo de 19 a 25 de abril de 2012 e a razao entre elas (n = 3).

Dia da semana BE (ngL™) COC (ng L™ Razédo BE/COC
Quinta (19/04/2012) 1426 519 2,7
Sexta (20/04/2012) 1750 610 2,9

Sabado (21/04/2012) 2929 1039 2,8
Domingo (22/04/2012) 2258 699 3,2
Segunda (23/04/2012) 1669 617 2,7
Terca (24/04/2012) 1291 602 2.1
Quarta (25/04/2012) 1293 547 2,4

Por meio dos resultados mostrados na Tabela 14 € possivel observar que as
concentracbes de BE foram superiores as concentragcfes de COC em todas as
amostras. Nota-se ainda, analisando as razdes entre as concentracfes de BE e
COC (Razédo BE/COC), que na amostra referente ao domingo a razdo BE/COC
apresentou o maior valor, o que indica um maior aporte de BE em relagcédo ao aporte
de COC na ETE nesse dia. Considerando que o comportamento das substancias de
interesse no sistema de esgotamento sanitario seja parecido durante toda a semana,
tal resultado indica que esse maior aporte de BE é consequéncia do aumento no
consumo de COC durante o final de semana.

A Figura 23 traz o consumo de COC para cada dia da semana estudada. O
perfil semanal para a regido atendida pela ETE Brasilia Norte mostra um aumento
no consumo de COC a patrtir de quinta-feira, com o maximo no sabado e 0 minimo
na terga-feira. Estima-se que o consumo durante o final de semana estudado foi de
cerca de 7000 doses ou 50 doses 1000 hab™, o que esta de acordo com o fato de
gue grande parte do consumo de COC ocorre durante festas e outras atividades de
recreacdo (EMCDDA, 2009). Além disso, o perfil de consumo observado sugere a
existéncia de grupos distintos de usuarios. Um correspondente as pessoas que
fazem uso constante da droga, isto €, sdo dependentes quimicos, e outro referente
as pessoas que fazem uso intermitente da droga e contribuem com aumento do

consumo de COC em aproximadamente duas vezes durante o final de semana.
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Figura 23. Perfil do consumo semanal de cocaina para a regido atendida pela ETE Brasilia Norte.

Em estudo realizado por van Nuijs e colaboradores (2011b), o perfil semanal
do consumo de COC na cidade de Bruxelas (Bélgica) foi estabelecido. Assim como
no presente estudo, os resultados apontaram para um maior consumo de COC nos
finais de semana. O mesmo perfil de consumo também foi reportado por Zuccato e
colaboradores (2008) para a cidade de Mildo (Espanha).

No entanto, durante o final de semana a ingestdo de bebida alcodlica
juntamente ao uso de drogas também é comum e a literatura mostra que ocorre uma
diminuicdo significativa na excre¢do de COC na forma de BE quando 0 uso dessa
droga é realizado concomitantemente ao uso de &lcool (Harris et al., 2003* apud van
Nuijs et al. 2011; Goldstein et al., 2009). Nesse sentido, a fim de realizar uma
estimativa mais fiel do consumo de COC durante o final de semana estudado, um
retrocalculo considerando uma taxa de excrecdo de 35 % para BE também foi
realizado. Nessas condi¢cdes, o consumo de COC no final de semana em que o
estudo foi feito pode chegar a 9000 doses ou 65 doses 1000 hab™.

Outro ponto importante observado a partir do perfil semanal é que os

consumos anuais apresentados nas figuras 20 e 22 (paginas 50 e 52,

* HARRIS, D. S.; EVERHART, E. T.;, MENDELSON, J.; JONES, R. T. The pharmacology of
cocaethylene in humans following cocaine and ethanol administration. Drug Alcohol Depend. v. 72,
n. 2, p. 169-82, 2003.
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respectivamente) podem estar subestimados dado que todas essas estimativas
foram realizadas a partir das concentragcbes de BE determinadas em amostras
coletadas numa quinta-feira, ou seja, em um dia da semana em que o consumo é
bastante baixo (Figura 23). Sendo assim, considerando o perfil semanal de consumo
apresentado para a regido atendida pela ETE Brasilia Norte foi possivel estimar o
consumo anual para essa regido com base na concentracdo média de BE no esgoto
durante a semana e a concentracdo maxima obtida no sabado.

Considerando a concentracédo média de BE no esgoto o consumo anual foi de
69 kg ano™ ou 4937 doses ano™ 1000 hab™. Por outro lado, com base na
concentracdo maxima dessa substancia no esgoto o consumo anual foi de 103 kg
ano™ ou 7349 doses ano™ 1000 hab™. Comparando tais estimativas aos resultados
obtidos a partir da concentracdo de BE no esgoto coletado na quinta-feira (62 kg
ano™® ou 4453 doses ano™® 1000 hab™) de fato o consumo foi subestimado.
Admitindo ainda que o perfil semanal de consumo para as demais ETE devem ser
parecidos ao observado para a regido atendida pela ETE Brasilia Norte é de se
esperar um consumo de COC base livre superior a 753 kg ano™ para a populacéo do
DF.

A Figura 24 mostra as quantidades diarias (g dia™) de BE e COC que foram
transportadas até a ETE Brasilia Norte no periodo de estudo.
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Figura 24. Quantidades diarias (g dia™) de BE e COC transportadas até a ETE Brasilia Norte.
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Observa-se, claramente, por meio da Figura 24, que a quantidade de COC e
BE que entra na ETE varia de acordo com o dia da semana. Durante o final de
semana ocorre um aumento no aporte dessas substancias na ETE. Além disso,
nota-se um aumento mais pronunciado do aporte de BE, fato que condiz com as
raz0es BE/COC observadas (Tabela 14).

3.6. Analises Exploratorias

Além da COC e da BE, buscou-se investigar no presente estudo a presenca
de outras 16 substancias nas amostras de esgoto bruto analisadas, a saber: AEME,
ECG, EME, nor-BE, nor-COC, AMP, MAMP, MBDB, MDA, MDEA, MDMA, CBD,
CBN, THC-COOH, levamisol e fenacetina. Cromatogramas tipicos da solucao
padrdo contendo 15 das 16 substancias mencionadas sao apresentados na Figura
25.
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Figura 25. Cromatograma tipico obtido no modo MRM a partir da analise da solugéo padrdo contendo
quinze das dezesseis substéncias investigadas.

Observa-se pela Figura 25 que o CBN e o0 THC-COOH néao foram detectados
pelo método empregado. Tal observacao relaciona-se possivelmente ao fato dessas

substancias, ao contrario das outras, serem substancias reconhecidamente acidas.
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Como a fase movel empregada utiliza acido férmico para favorecer a formacédo de
ions positivos acredita-se que tais substancias ndo foram ionizadas e, portanto, ndo
foi possivel detecta-las. Com excecdo do MDMA e MBDB que apresentaram picos
em dois tempos de retencédo e do MDEA que possui transicdes muito proximas das
transicbes do MBDB, curvas analiticas foram construidas para as demais
substancias a partir das solu¢cdes padrdo. Na Figura 26 € mostrado um

cromatograma tipico obtido por meio da analise de amostras de esgoto bruto.
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Figura 26. Cromatograma tipico obtido a partir da anélise de amostras de esgoto bruto.

Na Tabela 15 sdo apresentados os resultados obtidos a partir da analise de
amostras de esgoto bruto coletadas da ETE Melchior. O “X” na Tabela 15 significa
que a transicdo foi incluida no método e foi observada na analise. O hifen (-)
significa que a transicéo foi incluida no método, mas néo foi observada na andlise.

Observa-se pela Tabela 15 que apenas algumas transi¢cfes ion precursor >
ion produto foram observadas nas amostras de esgoto bruto. A fenacetina foi a
Gnica substancia que apresentou todas as transi¢cdes incluidas no método em
concordancia com o tempo de retencdo (TR) apresentado pelo padrdo. Mesmo
assim, nao foi possivel determinar sua concentracdo na amostra. O interesse em
determinar tanto a fenacetina quanto o levamisol em amostras de esgoto bruto surge
da possibilidade de inferir, caso sejam encontradas concentracdes elevadas destas
substancias no esgoto, se a COC consumida foi adulterada caracterizando o
consumo por parte dos usuarios finais da droga, ou se a COC apresenta-se “pura” o
que indica uma possivel regido de distribuicdo da droga vinda dos paises produtores

(Peru, Colébmbia e Bolivia). Tal possibilidade baseia-se no fato dessas substancias
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estarem sendo comumente encontradas em amostras de COC apreendidas no
Brasil, como tem sido mostrado pelo programa de perfil de impurezas de COC da
Policia Federal, também conhecido como projeto PeQui (sigla para Perfil Quimico de
Drogas) (Botelho, 2011).

Tabela 15. Resultados obtidos a partir da analise de amostras de esgoto bruto.

Substancia 1 transicdo 2% transicéo 32 transigdo Concordancia entre TR do
(quantificacdo)  (confirmagcéo) (confirmac&o) padrdo e da amostra
Cocainicos
AEME - X X N&o observado

ECG - - NI -

EME X - NI N&o observado
nor-BE X X NI N&o observado

nor-COC X - NI N&o observado
Anfetaminicos

AMP X - X N&o observado
MAMP X X X N&o observado
MBDB _ - - -

MDA X X X Parcialmente observado
MDEA - - X N&o observado
MDMA X - - N&o observado

Canabinoides
CBD - NI NI -
CBN - NI NI -
THC-COOH - - - -
Adulterantes
Levamisol - X NI Observado
Fenacetina X X NI Observado

*N&o incluido no método.

O MDA apresentou as trés transi¢des incluidas no método, mas apenas as
transicdes de confirmagéo apresentaram TR em concordancia com o padrédo (Tabela
15). Assim como foi observado para os padrdes, nenhuma transicao referente aos
canabinoides foi identificada nas amostras de esgoto. O mesmo resultado foi
apresentado para o MBDB. Quanto as demais substancias, pelo menos uma das
transi¢des incluidas no método foi identificada, porém os TR obtidos foram bastante
diferentes dos observados para os padrdes. Logo, as transicdes observadas né&o
correspondem as substancias investigadas.
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4. CONCLUSOES

Este trabalho contribuiu para consolidar uma sequéncia analitica para a
determinacdo de COC e BE com vistas a realizacdo de estimativas do consumo de
COC em cidades brasileiras. Pela primeira vez, testes de preservacao para avaliar a
estabilidade das substancias de interesse durante o envio das amostras de esgoto
pelos correios foram realizados. O esgoto bruto acidificado a pH 2 apresentou a
menor variagao nas concentracoes de COC e BE.

Tal resultado mostrou-se bastante importante do ponto de vista da aplicacao
futura desta ferramenta forense na realizagcdo de estimativas do consumo de COC
em todo o Brasil. Logo, acidificar as amostras a pH 2 e envia-las pelos correios para
uma central de analises responsavel por gerar os dados a respeito do consumo
pode contribuir ndo s6 com a logistica da aplicacdo desta ferramenta, mas também
com a reducao de custos.

O sistema de extracdo desenvolvido neste trabalho mostrou-se adequado
para o processamento de pequenos volumes de esgoto bruto (cerca de 50 mL).
Além disso, possibilitou a eliminacdo da etapa de filtracdo e permitiu a realizacdo de
14 extragOes simultaneas o que reduziu o tempo de preparo das amostras de uma
hora e meia para apenas 20 min para cada 200 mL de amostra. Essa redugao no
tempo de preparo da amostra refletiu na reducdo do tempo de analise como um todo
contribuindo de fato para a obtencéo de estimativas em tempo real.

O método SPE empregando cartuchos Strata-X (500 mg, 6 mL),
condicionamento da fase solida com 6 mL de uma solucdo de ACN/MeOH 60:40
(v/v) e 3 mL de &gua ultrapura, amostra com pH 2,0 previamente ajustado com HCI
50% (v/v) e eluicdo com 6 mL da solucdo de ACN/MeOH 60:40 (v/v) mostrou-se o
mais eficiente e barato na extracdo das substancias de interesse.

A andlise dos extratos por HPLC-MS/MS (QgQ) apresentou bons resultados
quanto a determinacdo de COC e BE. As substancias investigadas foram
encontradas em todas as amostras analisadas e as concentragcdes de BE foram
superiores as de COC na totalidade destas.

Com base nas concentracbes de BE, o consumo de COC base livre da
populacéo do Distrito Federal foi estimado em 753 kg ano™. A regido atendida pela
ETE Brasilia Norte apresentou o maior consumo per capita de COC base livre com

relacdo as outras sete regides (4453 doses ano™ 1000 hab™). As estimativas obtidas
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no presente estudo apresentaram bastante coeréncia com relacdo aos resultados
obtidos por Maldaner e colaboradores (2012) a partir de amostras coletadas de seis
ETE do DF em 2010, evidenciando a reprodutibilidade dos resultados obtidos por
epidemiologia do esgoto. Além disso, no presente estudo as estimativas foram
estendidas para outras duas regides do DF (Planaltina e Gama) e a partir da andlise
de amostras de esgoto bruto coletadas no periodo de 19 a 25 de abril, o pefrfil
semanal para regido atendida pela ETE Brasilia Norte também foi estabelecido.

De acordo com o perfil semanal foi estimado que o consumo no final de
semana estudado possa ter chegado a 9000 doses, que € praticamente o dobro do
consumido durante a semana. Os resultados também evidenciaram a possivel
existéncia de grupos distintos de usuarios que fazem uso constante e intermitente da
droga. Sendo assim, foram obtidas informacdes em tempo real sobre a quantidade
de COC consumida no DF e, igualmente, a respeito da dindmica envolvida no uso e
na oferta da droga na regido estudada.

Por fim, este trabalho foi importante para consolidar a aplicacdo da
epidemiologia do esgoto na realizacdo de estimativas quanto ao consumo de COC
no DF ou em qualquer cidade brasileira além de ter contribuido ndo s6 para a
geracdo de dados, mas também para disponibilizacdo de estratégias que possam
tornar a utilizacdo desta ferramenta pelas autoridades competentes viavel do ponto

de vista financeiro e logistico.
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