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RESUMO

MARIANO JUNIOR, Durval Reis. Otimizacdo de Metodologia Analitica para
Avaliacdo da Extensdo da Contaminacdo por Cocaina em Cédulas de Real
Circulantes no Municipio de Seropédica-RJ. 2018. 50p. Dissertacdo (Mestrado em
Quimica). Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Instituto de Ciéncias Exatas,
Seropédica, RJ, 2018.

Cocaina é um alcaloide tropanico extraido da Erythroxylon coca, popularmente
conhecida como coca. Representa 80% dos alcaloides totais encontrados na coca.
Aproximadamente 18,8 milhdes de pessoas com idade entre 15 e 64 anos fizeram uso de
cocaina pelo menos uma vez, no periodo de 1998 a 2014. O cloridrato de cocaina, uma
das formas de apresentacdo da cocaina, é o sal da cocaina altamente soltvel em &gua, o
que faz com que sua administracdo possa ser por via nasal, aspirando-se 0 po, ou
endovenoso. E um pd branco, inodoro, sendo de alto valor no mercado por ser um
produto de refino caro, incentivando a adulteracdo. O papel moeda estd contaminado
com cocaina, devido ao seu uso como ferramenta no consumo da droga e a0 manuseio
dos traficantes. E também pela contaminacdo em maquinas contadoras e caixas
eletrénicos. Muitos usuarios utilizam as cédulas para inalar o p6, formando um canudo.
Por esse motivo, € importante determinar a presenca de tracos dessa droga nas notas,
como uma evidéncia forense na tentativa de relacionar o usuario e a droga. Neste
trabalho, é apresentada a técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com
detector DAD para a analise das cédulas coletadas no municipio de Seropédica, Rio de
Janeiro. Para a extracdo da cocaina das cédulas, € utilizado banho ultrassom, mostrando
taxas de recuperacdo de até 95% quando acido acético diluido é utilizado como solvente
extrator. O método apresentou linearidade de 0,5 a 50 ug/mL, com limites de deteccéo e
quantificacdo de 0,130 e 0,394 ug/mL, respectivamente. Trinta e duas notas foram
analisadas, sendo que em trés delas ndo foi encontrada cocaina a niveis quantificaveis e
vintee e nove notas apresentaram massas de cocaina na faixa de 11,44 ug/nota a
429,487 ug/nota.

Palavras-chave: Cocaina. Cédulas. HPLC. Banho ultrassom.



ABSTRACT

MARIANO JUNIOR, Durval Reis. Optimization of Analytical Methodology
to Evaluate the Extension of Cocaine Contamination in Real Circulating
Banknotes in the Municipality of Seropédica-RJ. 2018. 50p. Dissertation (Master
Science in Chemistry). Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Instituto de
Ciéncias Exatas, Seropédica, RJ, 2018.

Cocaine is a tropical alkaloid extracted from Erythroxylon coca, popularly
known as coca. It represents 80% of the total alkaloids found in coca. Approximately
18.8 million people aged 15-64 years have used cocaine at least once from 1998 to
2014. Cocaine hydrochloride, one of the forms of cocaine presentation, is the salt of
highly soluble cocaine In water, which causes its administration to be nasal, aspirating
the powder, or intravenous. It is a white, odorless powder, being of high value in the
market because it is an expensive refining product, encouraging adulteration. Paper
money is contaminated with cocaine, due to its use as a tool in drug use and the
handling of traffickers. And also by the contamination in counting machines and ATMs.
Many users use the ballots to inhale the powder, forming a straw. For this reason, it is
important to determine the presence of traces of this drug in the notes, such as forensic
evidence in attempting to relate the user and the drug. In this work, the High
Performance Liquid Chromatography technique with UV-VIS detector is presented for
the analysis of banknotes collected in the municipality of Seropédica, Rio de Janeiro.
For the extraction of cocaine from the banknotes, ultrasonic bath is used, showing
recovery rates of up to 95% when diluted acetic acid is used as solvent extractor. The
method presented linearity from 0,5 to 500 pg/mL, with limits of detection and
quantification of 0.130 and 0.394 ug/L, respectively. 32 notes were analyzed, and in 3
of them no cocaine was found at quantifiable levels. 29 notes had masses of cocaine in
the range of 11.44 pg/note to 429.487 pg/note

Key words: Cocaine. Banknotes. HPLC. Ultrasonic bath.
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1 INTRODUCAO

Pela definicdo, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), droga €
qualquer substancia que interfere no funcionamento do organismo quando ingerida.
Quando usada para fim terapéutico, passa a denominar-se medicamento. Caso a
producéo, a comercializacdo e o consumo de determinada droga sejam proibidos em um
pais, essa droga é chamada de droga ilicita e geralmente seus efeitos sdo estimulantes,
depressivos, ou perturbadores do sistema nervoso central.

O uso de drogas ilicitas é um problema de salde puablica mundial,
principalmente durante a adolescéncia, devido a essa fase ser critica para o
desenvolvimento das relagOes pessoais e interpessoais, incluindo outras competéncias
necessérias para a vida adulta. De acordo com um estudo realizado pela OMS, em 2006
0 uso de cigarro, alcool e outras drogas ilicitas esta entre os 20 maiores problemas de
satde no mundo, onde o tabaco e o alcool sdo 0s maiores responsaveis pelos casos de
morte principalmente pela sua facilidade no acesso. Influéncia dos pais usuérios,
problemas de relacionamentos sociais, contato com grupos também usuarios, entre
outros, sdo fatores que favorecem a iniciagdo ao uso de drogas.

Segundo dados de um estudo feito pelo Escritério das Nagdes Unidas sobre
Drogas e Crime, UNODC, o mercado de drogas ilicitas move cerca de 500 bilhdes de
dolares por ano.

Aproximadamente 18,8 milhGes de pessoas com idade entre 15 e 64 anos
fizeram uso de cocaina pelo menos uma vez, no periodo de 1998 a 2014. Os paises com
as maiores apreensdes de cocaina sdao Colémbia e Estados Unidos, embora o mercado
de cocaina esteja mudando para areas que ndo estavam associadas ao trafico ou o uso,
como Américas do Sul e Central, Asia. (Unodc, 2016)

O papel moeda estd contaminado com cocaina, devido ao Seu USO como
ferramenta no consumo da droga e ao manuseio dos traficantes. Muitos usuarios
utilizam as cédulas para inalar o pd, formando um canudo. Por esse motivo, €
importante determinar a presenca de tracos dessa droga nas notas, como uma evidéncia
forense na tentativa de relacionar o usuario e a droga. Entretanto, devido a alta
circulacdo das notas, mesmo uma pessoa ndo usuaria da cocaina e que nao tenha contato
com o trafico pode estar portando notas contaminadas com a droga.

Existem diversos métodos laboratoriais diferentes para analisar a contaminacéao
das cédulas por cocaina e outros contaminantes presentes na cocaina, como cafeina,
benzoilecgonina, que sdo adicionados a cocaina para aumentar o volume, ou ainda
amenizar seu odor, sabor. 1sso mostra ser possivel desenvolver outros métodos fazendo
adaptacOes aos ja existentes, para que as condi¢fes de trabalho e recursos disponiveis
sejam otimizadas para cada caso.

Tendo em vista a existéncia desses métodos, o presente trabalho objetiva adaptar
as condicGes cromatograficas e o método de extracdo da cocaina dos trabalhos
encontrados a fim de desenvolver um método capaz de avaliar a extensdo da
contaminacdo das cédulas circulantes no municipio de Seropédica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. A Cocaina

Cocaina é um alcaloide tropanico extraido da Erythroxylon coca, popularmente
conhecida como coca. Representa 80% dos alcaloides totais encontrados na coca. A
coca € nativa da Bolivia e do Peru, e é a partir de suas folhas que a cocaina é obtida. Os
andinos ainda mantém o habito de mascar folhas de coca a fim de diminuir a fome e a
fadiga, muito comum em areas de grandes altitudes. (Bahls, 2002)

Figura 1. Erythroxylon coca, obtido em plants.usda.gov acessado em 12 de junho de 2017

2.2. Propriedades Fisico-quimicas da Cocaina
Tabela 1: Propriedades fisico-quimicas da cocaina

Nome Cocaina
Ponto de fuséo 98 °C

pKa 8,61
Solubilidade em agua a 25 °C 1800 mg/L
Massa molar 303,36 g/mol
Formula C17H21NO4

Fonte: https://www.drugbank.ca acessado em mar¢o/2018

2.3. Historico
Em 1855 houve a primeira extracdo do ingrediente ativo da coca, pelo quimico
Friedrich Gaedecke. Quatro anos mais tarde, em 1859, outro quimico isolou o alcaloide
e denominou-o cocaina. A partir dai a cocaina passou a ser utilizada em muitos produtos
como vinhos e medicamentos, abrindo caminho para seu uso na forma pura,
principalmente nos Estados Unidos, pais em que sua venda era livre durante boa parte
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do século XIX, sendo inclusive incluida na formula do refrigerante Coca-Cola. (Carlini-
Cotrim, 1995)

No Brasil além da venda ser permitida, a compra da cocaina em farmécia era
incentivada com promocdes em farmacia, como mostra Carlini et al. (1996). Uma
propaganda anunciada na Gazeta Médica de Séo Paulo em 1910 dizia que ao comprar
um frasco de cocaina, o comprador ganharia uma caixinha para guardar os comprimidos
no bolso.

Em 1914, nos Estados Unidos, comecaram a haver restricbes ao uso da cocaina,
pois verificou-se que os usuarios desenvolviam alta dependéncia, além de quadros de
delirios, paranoides, vomito, e com isso seu uso comegou a declinar, passando a ser
considerada uma droga de efeitos muito perigosos. No Brasil essa nova viséo sobre a
cocaina também surtiu efeito até que, em 06 de julho de 1921, o Congresso Nacional
decretou a lei 4.292 que estabelecia penalidades para a venda de cocaina e a criacdo de
um estabelecimento especial para tratamento dos dependentes da cocaina, entre outros
pontos. (Carlini, 1996)

Entretanto, mesmo com esses esforcos, no inicio da década de 1970 houve um
ressurgimento da disponibilidade e consumo da cocaina nos Estados Unidos, devido
principalmente a dois fatores. Primeiro, houve uma diminuigdo do temor nas restrigdes
legais, pois muitos jovens usavam maconha e outros alucinogenos na década de 1960.
Além disso, houve também um conceito social e médico de que o uso moderado da
cocaina poderia trazer beneficios a saude, embora o consumo fosse ilegal. Esse
crescimento no ressurgimento da cocaina nos Estados Unidos acabou implicando no
mesmo crescimento no Brasil, no inicio da década de 1990 se estendendo até os dias
atuais. (Bahls, 2002)

As Nacoes Unidas promoveram trés convencdes para o controle de drogas, em
1961, 1971 e 1988. Os objetivos eram garantir a possibilidade do uso de drogas
narcoticas e substancias psicotropicas para fim exclusivamente medicinal e prevencao
do uso para fins ilicitos, alem de agir sobre o trafico. A Convencdo das Na¢oes Unidas
contra o Trafico llicito de Entorpecentes e Substancias Psicotropicas, de 1988, ainda
estabeleceu o controle sobre solventes usados no refino da cocaina. (UNODC)

Entende-se por refino todo o processo quimico realizado com o intuito de extrair
e purificar um ou mais compostos de um recurso natural, possibilitando assim o seu uso.

2.4. Apresentacdo da cocaina
A cocaina apresenta-se em diferentes formas para o consumo e o trafico,
podendo haver diluentes e adulterantes presentes. As principais formas encontradas séo:

e Pasta base: apresenta-se na forma de p6 ou grumos de cor bege, podendo
ser confundida com o crack. Seu uso € através do fumo em sua forma
pura ou junto de tabaco ou maconha. Seu teor de cocaina varia de 40 a
91%, podendo conter também impurezas do processo de refino.

e Cocaina base: é a pasta base que passou por um processo de lavagem
com etanol ou permanganato de potassio para remover impurezas. Assim
como a pasta base, também pode ser p6 ou grumos, de mesma coloracao,
e seu uso também é através do fumo.
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e Cloridrato de cocaina: € o sal da cocaina altamente solivel em agua, o
que faz com que sua administracdo possa ser por via nasal, aspirando-se
0 pd, ou endovenoso. E um pd branco, inodoro, sendo de alto valor no
mercado por ser um produto de refino caro, incentivando a adulteracéo.

e :
CHa—__ N T

GO,CH, COCHy

H H

+ HCl =—=
o 0.
H & H o

Cocaina Cloridrato de cocaina

Figura 2. Formagcé&o do cloridrato de cocaina. Fonte: FLORIANI, 2012

e Crack: A partir do tratamento da base livre de cocaina com bicarbonato
de sodio ou outros carbonatos obtém-se o crack, apresentando-se em
forma de pedras de coloragdo marfim. Podem ser encontrados sais de
sodio residual da etapa de preparo. O crack é uma forma mais barata de
comercializar a cocaina, voltada principalmente para os usuarios de
menor poder aquisitivo.

Figura 3. Trés formas de apresentacdo da cocaina: a) pasta base, b) cloridrato de cocaina, c) crack.
Fonte: FLORIANI, 2012

A Figura 3 mostra as principais formas de apresentacdo da cocaina, podendo ser
encontradas outras como merla e free base. (Floriani, 2012)

2.5. Extracéo das folhas
A extracdo da cocaina das folhas da coca ndo € um método bem definido,
principalmente pelo fato de ser um ato ilicito, e muitas variagdes de reagentes, técnicas
e quantidades podem ser observadas. Entretanto, segundo a UNITED NATIONS
DIVISION OF NARCOTIC DRUGS (1986), de uma forma geral, o procedimento
obedece a uma metodologia resumidamente apresentada a seguir:

i) As folhas sdo misturadas a agua e cal, formando uma solugéo alcalina com a
polpa da folha, e apds essa etapa, € adicionada querosene ou outro solvente
orgénico sob agitacdo.

i) As folhas sdo descartadas e &cido sulfdrico é adicionado, havendo a
separagdo da fase organica, também descartada, e fase aquosa contendo 0s
alcaloides.

iii) A fase aquosa acidificada é adicionada mais solucéo alcalina de carbonato de
sodio, a fim de precipitar alcaloides basicos, incluindo a cocaina. O
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precipitado, que muitas vezes contém sais inorganicos, é removido e seco,
resultando na pasta de coca.

iv) Para a obtencdo do cloridrato de cocaina, a pasta de coca é dissolvida em
acido sulfurico, e permanganato de potassio é adicionado para destruir as
isdbmeros cinamoilcocaina presentes. Apds, é adicionado hidréxido de
amoénio para que haja a precipitacdo. A solucdo é filtrada, e o filtrado é
basificado para precipitar novamente a base de cocaina, lavado com agua e
seco.

v) A base de cocaina é dissolvida em éter etilico, e a solugo é filtrada. Acido
cloridrico e acetona sdo adicionados a solucdo, precipitando o cloridrato de
cocaina, que é filtrado e seco.

Frequentemente, é adicionado ao cloridrato alguns produtos para disfarcar o
sabor, odor ou a acdo farmacoldgica da cocaina. Sdo usados cafeina, talco, lidocaina,
manitol, sacarose, pé de marmore, entre outros. (Weiss, Mirim e Bartel, 1994)

Os insumos quimicos utilizados no processo de refino da cocaina e outros
entorpecentes estdo sujeitos a controle do Ministério da Justica e Policia Federal,
segunda resolucdo RDC N°192 de 2017, ANVISA/MS.

A Lei n° 11343 de 2006 estabelece medidas de prevencdo ao uso de drogas e
define punicdes ao uso, producéo e trafico de drogas ilicitas. Fica proibido o plantio, a
colheita, a cultura e a exploragéo de vegetais que sirvam de matéria prima para obtencéo
de drogas, salvo em casos em que as plantas sejam cultivadas para fins medicinais ou
cientificos, sob autorizacdo da Unido.

2.6. Efeitos da Cocaina no Corpo
A cocaina aumenta a liberacdo e prolonga o tempo de atuacdo de
neurotransmissores, a serotonina, dopamina e noradrenalina, além de possuir acao
anestésica local, que foi um dos principais motivos de seu uso largamente difundido no
passado. Segundo Nicastri (2006), o efeito da cocaina é rapido, mas pode ser aumentado
ser for utilizada por via intravenosa, ou com a utilizacédo de crack.

O crack também é responsavel por causar dependéncia severa mais rapidamente,
podendo ser até em poucas semanas ou meses.

Os principais efeitos da cocaina no organismo sao euforia, hiperatividade,
insdnia, falta de apetite, perda da sensacdo de cansaco, sendo essas duas Ultimas as
responsaveis pelo uso da folha da coca nas regifes mais altas do Peru e Bolivia. Outros
efeitos mais graves sdo irritabilidade, delirios, alucinag¢bes, convulsdes, podendo chegar
até a morte. Em casos mais raros, pode-se desenvolver também infartos e acidentes
vasculares cerebrais em individuos mais jovens.

2.7. Cocaina e Cromatografia
Os métodos analiticos usados para a determinacdo de cocaina em cédulas,
disponiveis hoje na literatura, podem ser classificados em dois diferentes grupos: os que
utilizam técnicas de separacdo, tais como cromatografia e eletroforese capilar e aqueles
utilizados para analisar as notas diretamente utilizando imunoensaios (ARMENTA e
GUARDIA, 2008).
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A cromatografia € uma técnica de separacdo que, quando acoplada a detectores,
permite a identificacdo e quantificacdo de analitos em uma amostra. Seu uso é muito
versatil, pois existem diferentes mecanismos de separacdo, para diferentes tipos de
amostras.

Andlises cromatograficas sdo muito utilizadas para a verificacdo da presenca de
contaminantes nos produtos a base de cocaina, e para detectar a cocaina em diversos
outros materiais.

Floriani et. al. (2014) desenvolveu um método para analisar simultaneamente
cocaina, dois produtos de degradacdo e os principais adulterantes dos produtos a base de
cocaina em HPLC-DAD, usando uma coluna XBridge C18 4,6mm x 250mm, 5um de
tamanho de particula em 60°C. A fase mdvel é constituida de acetonitrila e solugéo
aquosa de formiato de aménio 0,05 mol/L pH 3,1 em modo gradiente com fluxo 1
mL/min. O volume de injecdo é 10 uL e a deteccdo é em 274 nm. Todos os parametros
de validacdo foram satisfeitos, com limite de deteccdo de 1,2 ug/mL e limite de
quantificacdo de 5 ng/mL para a cocaina.

A HPLC-DAD também foi usada por Fernandez et al. (2006) para a
determinacdo simultdnea de opioides, cocaina e seus metabdlitos em plasma. Neste
trabalho, usou-se coluna XTerra RP8 250 mm x 4,6 mm com particulas de 5 mm, e fase
movel constituida por um gradiente de acetonitrila e tampédo fosfato pH 6,53. Com
volume de injecdo 20 uL e deteccdo da cocaina em 233 nm, o método apresentou
linearidade na faixa de concentracdo entre 0,1 e 10 pg/mL e limite de deteccdo de 0,01
ug/mL.

Mercolini (2008) analisou amostras de cabelo humano usando HPLC com
detector de fluorescéncia, coluna Hydro-RP C18, fase movel contendo tampdo fosfato
pH 3,0, acetonitrila e metanol na propor¢do 75:15:10 com elui¢cdo em modo isocrético, e
temperatura ambiente. A excitacdo ocorreu em 230 nm e a emissdo em 315 nm. Para a
extracdo da cocaina, varias etapas foram necessarias, incluindo uma lavagem prévia do
cabelo com metanol por 5 minutos e, apos filtracdo e secagem dos fios, sua incubacéo
por 18h a 45 °C em HCI 1 mol/L. Nesta fase houve a adicdo do padrdo interno, a
mirtazapina. Apos a incubacéo adicionou-se tampéo fosfato 0,1 mol/L pH 6,0 e KOH 2
mol/L. A mistura foi agitada em Vortex, centrifugada e o sobrenadante foi submetido a
SPE (extracdo em fase sélida). A solucdo extraida contendo a cocaina foi seca sob
vacuo, redissolvida na fase movel e, finalmente, injetada no cromatégrafo. O percentual
de extracdo foi de aproximadamente 90%. O método desenvolvido apresentou
linearidade entre 3 e 1000 ng/mL, com limites de deteccdo e quantificacdo de 1 ng/mL e
3 ng/mL, respectivamente, e todos os parametros de validacdo foram satisfatorios.

Para determinar a quantidade de cocaina e seus metabdlitos presentes em
efluentes hospitalares, Martins et al. (2017) usaram HPLC-DAD-FLD, e extracdo em
fase solida (SPE) e microextracdo liquido liquido dispersiva (DLLME). Martins testou
como fase mével agua purificada com pH variando de 2 a 9 e acetonitrila com
proporcao 75:25, sendo que em pH 3 obteve melhores resultados, acidificada com acido
formico, e o tempo de corrida foi 8 minutos, com fluxo 0,5 mL/min, e volume de
injecdo 20 plL. A separacdo ocorreu em coluna Phenomenex C18 Luna 150 x 4,6 mm e
5 um. A deteccdo de fluorescéncia ocorreu em comprimentos de onda de 230 nm para
excitagdo e 315 nm para emissdo. O método mostrou linearidade na faixa de
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concentracdo entre 15 e 195 ug/L, com limite de deteccdo a 5 ug/L e limite de
quantificacdo a 15 ug/L. Como a SPE e a DLLME sdo métodos de purificacdo capazes
de concentrar os analitos, o limite de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) ficam ainda
menores quando essas técnicas sdo utilizadas. Com SPE, o LD foi 0,05 pg/L e o LQ foi
0,15 pg/L, e com DLLME obteve LD 0,10 ug/L e LQ 0,30 ug/L. Em suas andlises, 0
efluente da ala psiquiatrica do Hospital Universitario de Santa Maria — RS apresentou
niveis de cocaina na faixa de 0,2 a 2,5 ug/L.

Broncaccio et al. (2013) desenvolveram um método de HPLC-DAD capaz de
analisar amostras de cocaina apreendidas nas ruas da Itdlia para caracterizar
adulterantes. Para isso, usou coluna Zorbax Eclipse XDB-RP-C18 150 mm x 4,6 mm e
particulas de 5 um, com fase mével constituida de tampao fosfato pH 6,5 e acetonitrila
na proporcao 65:35 em modo isocratico, com fluxo 1 mL/min e temperatura controlada
em 30 °C. O tempo de corrida foi 13 minutos e a deteccdo foi em 232 nm. O método
apresentou faixa linear nas concentragdes de 0,01 a 0,5 mg/mL, com limite de deteccéo
de 0,004 mg/mL, que corresponde a 0,4% m/m, e limite de quantificacdo de 0,01
mg/mL. Os compostos ativos encontrados nas amostras apreendidas foram cafeina (em
50% das amostras), lidocaina (30% das amostras), procaina (15% das amostras),
fenacetina (30% das amostras) e levamisol (50% das amostras).

Vinkovic et al. (2018) também analisou amostras de cocaina, apreendidas pela
policia austriaca entre 2012 e 2017, para avaliar a presenca de contaminantes, como
cafeina, procaina, fenacetina, lidocaina e benzocaina. Para isso, usou cromatdgrafo
Dionex Ultimate 3000 equipado com coluna Nucleosil 100 C18 1mm x 100mm,
tamanho de particula 3 um, em fluxo de 70 uL/min a 30°C. A fase movel foi constituida
de acetonitrila e fosfato diaménio 12 mmol/L pH 5,5 em modo gradiente. O tempo de
corrida foi de 18 min, volume de injecdo 0,1 uL e deteccdo nos comprimentos de onda
210, 232, 248 e 290 nm, em detector DAD. As amostras forma injetadas na forma de
solucdo com concentragdo 5 mg/mL. 110 amostras foram analisadas, sendo que em
todas foi encontrado o sal cloridrato de cocaina, com pureza variando
significativamente. Os contaminantes mais comuns foram a fenacetina e o levamisol.

Com um trabalho pioneiro usando cromatografia liquida de interacdo hidrofilica
(HILIC) acoplada a detector UV e de aerossol carregado (CAD), Pereira et al. (2016)
validou um método simultdneo de andlise de cocaina e seus metabolitos. Com
cromatografo Shimadzu, coluna Phenomenex Kinetex HILIC 150 mm x 4,6 mm,
particulas de 2,6 um, as condi¢des de analise foram fase movel constituida de
acetonitrila e acetato de amdnio pH 6,3 na proporcdo 75:25 em modo isocrético,
temperatura de forno 30°C, fluxo 0,8 uL/min, injecdo de 20 pL e deteccdo em 200 nm.
O método desenvolvido foi validado nos pardmetros de seletividade, linearidade,
precisdo, exatiddo, limite de quantificacdo e deteccdo e estabilidade. Além disso, o0 uso
simultaneo dos dois detectores permite a deteccdo de cloridrato de ecgonina e éster
metilico anidroecgonina na mesma andlise.

O uso da cromatografia, em especial a HPLC, na analise de diferentes tipos de
amostras € muito versatil. Para cada caso, deve-se adaptar as condi¢des de acordo com o
tipo de matriz e dos recursos disponiveis, sempre tentando desenvolver métodos que
sejam cada vez mais simples e eficientes.
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2.8. Contaminacdo das Cédulas
As cédulas de dinheiro s8o muito utilizadas pelos usuarios da cocaina como
ferramenta para inalar o p6. Devido a esse tipo de uso, e & grande circulagdo das notas
em contato umas com as outras, grande parte das notas circulantes apresentam algum
grau de contaminagdo por cocaina.

Porém, estes ndo sdo 0s Unicos motivos pelos quais as notas podem estar
contaminadas. O contato entre as cédulas em caixas eletrénicos, maquinas que contam
dinheiro, caixas de lojas, e outras situacdes em que as notas fiquem em contato direto
umas com as outras ja € suficiente para que a cocaina se espalhe entre elas,
contaminando muitas outras notas.

Por esse motivo, o simples fato de ser encontrada a cocaina na nota nao ¢ uma
evidéncia suficiente para que haja a certeza de que o portador daquela nota seja usuario
ou traficante de cocaina. A andlise das notas é uma ferramenta muito Util, pois
dependendo da quantidade encontrada nas notas e do percentual de notas contaminadas,
pode ficar mais evidente que essa pessoa tenha tido contato com a droga, mas nao deve
ser usada como Unica forma de investigacao.

Somente a deteccdo da presenca da cocaina na nota ndo € informacao suficiente
para determinar se o individuo é ou ndo um usuario ou traficante, ja que muitas notas
estdo contaminadas. Entretanto, a analise de notas contaminadas pode fornecer indicios
sobre o fornecedor da droga, de acordo com a presenca de contaminantes especificos e
sua deteccdo repetida em diferentes notas apreendidas. Informacdes como essa sao
muito Uteis do ponto de vista forense, ajudando no rastreamento do fornecimento das
drogas.

A aderéncia da cocaina a nota pode ser explicada por dois motivos, segundo
Sleeman et al. (2008). O primeiro deles seria referente a umidade contida nas cédulas,
favorecendo a aderéncia ndo so da cocaina, mas de inimeras outras substancias. Outra
explicacdo seria de que, com o0 uso, a superficie da nota se torna mais passivel de
aderéncia, pois as fibras que compdem a nota ficam mais expostas e mais sujeitas a reter
a cocaina, além do fato de se ligar quimicamente a elas.

Diversos trabalhos desenvolveram metodologias para avaliar a presenca de
cocaina nas notas circulantes em suas regides.

Troiano et al. (2017) realizou um trabalho de revisdo de literatura acerca de
estudos sobre cédulas de dinheiro contaminadas com cocaina.

Neste trabalho, a pesquisa pelos termos “banknotes AND drugs” e “banknotes
AND cocaine” nas bases de dados MEDLINE e Scopus resultou em estudos realizados
desde 1974, num total de 88 artigos. Desses 88, 9 artigos dos paises Eslovaquia,
Republica Tcheca, Austria, Luxemburgo, Estados Unidos, Brasil, Alemanha, Espanha e
Irlanda foram comparados e apresentados por Troiano et al. em seu artigo de reviséo.

Nos trabalhos revisados por Troiano, diferentes técnicas analiticas foram
utilizadas, como LC-MS/MS, CG-MS/MS, HPLC-UV, e a faixa de concentracdo de
cocaina encontrada nas notas variou de 0,09 ng/nota a 889 ug/nota.

Esteve-Turrillas et al. (2005), analisou a contaminagéo por cocaina em notas de
euro circulantes na Espanha usando CG-MS/MS. A extragdo da cocaina das notas se
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deu por agitacdo em Vortex por 5 minutos com metanol, seguido de evaporacdo em
rotavapor a fim de concentrar a amostra. Notas de diferentes valores foram analisados,
chegando a encontrar valores de massa de cocaina de até 889 ug/nota.

No trabalho de Bones et al. (2006), que também fez parte da revisdo de Troiano,
a extracdo da cocaina das notas de euro também foi feita por agitacdo em Vortex usando
metanol como solvente extrator. Apos analise de extrato em LC-MS/MS, constatou-se
que todas as notas analisadas continham cocaina, ainda que fosse em nivel de traco.

No Brasil, Di Donato (2007) analisou 46 notas de 1 real circulantes nas cidades
de Séo Paulo, Santos Ribeirdo Preto, Guaira, Rio de Janeiro, Brasilia, Goiania, Juiz de
Fora e Londrina. Das 46 notas, 93% delas apresentaram cocaina, nas concentracdes de
2,38 pg/nota a 275,10 ug/nota. A extracdo da cocaina foi feita em tubo de ensaio, com 8
mL de agua deionizada, em um agitador mecanico por 30 min. Apos esse tempo, 2 mL
de acetato de etila foram adicionados para extrair a cocaina da fase aquosa. A fase
organica foi removida e evaporada, e o residuo foi reconstituido em 1 mL de metanol. A
analise do extrato foi realizada por CG-MS.

Almeida et al. (2015) avaliou a extensdo da contaminagédo das notas circulantes
no estado do Rio de Janeiro pelo método fluorimétrico e por HPLC-UV. A extracao foi
realizada em tubo de polietileno de 50 mL, com 15 mL de tampé&o acetato 0,01% pH 4,
em mesa agitadora por 30 min. Das 138 notas analisadas, 75% delas apresentaram
contaminac&o por cocaina.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1. Equipamentos
As andlises sdo realizadas em cromatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC) da
marca Agilent modelo 1260 Infinity equipado com detector DAD. Duas colunas foram
utilizadas: Zorbax C18 fabricado pela Agilent, modelo 300SB de dimensGes com
2,1mm de didmetro interno, 150mm de comprimento, e particulas de 5um e Chromolith
Performance RP-18e com 100mm de comprimento, 4,6mm de didmetro interno.

As condi¢des de andlise inicialmente seguiram o proposto por Almeida et al.
com deteccdo no comprimento de onda 230 nm, volume de injecdo 20 puL, e
temperatura do forno mantida em 25 1 °C, com fluxo em modo isocratico com vazao
de 1 mL/min sendo a fase mdvel composta por acido acético 0,01% v/iv (A) e
acetonitrila (B), e o tempo de corrida foi 12 minutos nos primeiros testes com a coluna
Zorbax C18, porém essas condicBes sofreram adaptacOes durante o trabalho. Ao final
das adaptacgdes, para a analise das amostras foi utilizado comprimento de onda 230 nm,
10 uL de injecdo, temperatura de 60 °C, fase mével composta por acido acético 0,01%
v/v e acetonitrila na propor¢do 80:20 em modo isocratico, e tempo de corrida de 8
minutos com coluna Chromolith Performance RP-18e.

A balanga usada na pesagem do padrédo foi Balanga Analitica Shimadzu AUW
220D, com preciséo de 0,001 g.

Um sistema de ultrapurificagdo Purellab modelo Classic com resistividade de
18mQ foi usado para purificar a agua utilizada em todos os processos de preparo das
solucgdes. As solucdes preparadas foram ainda filtradas por uma membrana de nylon
Unifil de 47 mm de didmetro e poro de 0,45 um.

O pH da solucdo de éacido acetico 0,01% v/v foi aferido com o uso de
potencibmetro digital marca Sensoglass modelo SP1800 equipado com eletrodo de
Ag/AgCl.

Para a extracdo da cocaina das cédulas, utilizou-se um ultrassom Unique,
modelo UltraCleaner 1600 com frequéncia de 40 KHz.

3.2. Reagentes e Solugbes
Padrdo Cocaina obtido através de doacdo pelo Laboratério Brasileiro de
Controle de Dopagem — LBCD.

Agua purificada.
Acetonitrila, metanol, etanol e trietilamina Tedia grau HPLC.
Acido acético glacial Vetec 99,7% pureza.

No preparo da solucéo de cocaina 1000 ug/mL, 5,000 mg do padrdo de cocaina
foram pesados em balanca analitica e solubilizados em 5 mL de acetonitrila. Essa
solucdo permanece estocada em frasco &mbar e geladeira.

As solugdes usadas para construcdo da curva analitica e como padrdo nas
analises cromatogréficas foram preparadas a partir da diluicdo da solucdo estoque de
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1000 pg/mL usando pipetas automaticas e balGes volumétricos adequados a cada
concentracdo desejada. A diluicdo foi feita com a solugdo de acido acético 0,01% viv.

A solucéo de &cido acético 0,01% v/v usada nas diluicdes e como fase movel nas
analises cromatograficas foi preparada adicionando-se o volume necessario de &cido
acético glacial a &gua ultrapurificada. Essa solucédo foi filtrada sempre que usada como
fase movel.

3.3. Teste de Fase Movel
Na escolha da melhor constituicdo da fase movel, variou-se a composicdo dos
solventes e suas proporcoes, alterando assim a forca do solvente e o pH do meio para
obter a melhor resolugdo.

Entretanto, devido a troca da coluna utilizada durante o trabalho, esses testes
foram feitos duas vezes, uma para cada coluna, sempre com o objetivo de obter
melhores resultados. Com isso, nos dois itens a seguir estdo descritas as metodologias
utilizadas para determinar quais solventes seriam usados e em quais proporcoes.

3.3.1. Coluna Zorbax
Os solventes testados foram metanol, acetonitrila, solugcdo aquosa de trietilamina
0,01% v/v e solucdo aquosa de acido acético nas concentracoes de 1% v/v e 0,01% v/v.

A composicdo da fase movel em cada teste esta mostrada na Tabela 2.

Tabela 2. Composig&o da fase mével em cada teste de fase mével

Teste Acido Acético Acido Acético Metanol Acetonitrila  Trietilamina 0,01%
0,01% v/v (%) 1% viv (%) (%) (%) viv (%)
1 90 - - 10 -
2 80 - - 20 -
3 75 - - 25 -
4 70 - - 30 -
5 90 - 10 - -
6 80 - 20 - -
7 75 - 25 - -
8 70 - 30 - -
9 50 - 50 - -
10 - 75 - 25 -
11 - 75 10 15 -
12 - - - 55 45

Também houve variagdo na solucdo em que o padrdo de cocaina foi
solubilizado. Nos testes 1 a 11 a cocaina foi solubilizada em solugdo aquosa de acido
acetico 0,01% v/v, e no teste 12 a cocaina foi solubilizada em acetonitrila com 5 gotas
de trietilamina.
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3.3.2. Coluna Chromolith RP-18e

Com a troca da coluna, na tentativa de melhorar a resolugdo dos picos, fez-se
necessario um novo estudo de fase mdvel pois as condi¢bes usadas com a coluna
Zorbax ndo estavam adequadas a coluna Chromolith.

Entretanto, um pequeno ajuste na proporcdo da fase movel e na temperatura do
forno foram suficientes para que a largura do pico diminuisse a o tempo de retengdo
fosse adequado para a anélise das amostras.

No primeiro teste variou-se a proporcdo dos constituintes da fase moével e o
fluxo, e todos os outros fatores foram mantidos constantes como no método utilizado
com a coluna Zorbax C18, ou seja, temperatura 25 °C, detecgdo em 230 nm e tempo de
corrida de 8 minutos. O aumento do fluxo, ap6s a troca da coluna, sé foi possivel pois a
coluna Chromolith apresentou pressdao muito menor que a Zorbax.

Apo6s determinar a melhor proporcdo da fase mdvel, variou-se a temperatura
para avaliar qual apresentaria a melhor resolucdo,

3.4. Teste de Linearidade
A fim de se verificar se a resposta analitica da absorcéo da cocaina em 230 nm
era linear com a concentragdo, fez-se uma curva analitica com solugdes de diferentes
concentracdes. Essas solucGes foram obtidas pela diluicdo da solugdo estoque 1000
ug/mL. Todas as solugGes foram filtradas em filtro de 0,22 um de PVDF antes de serem
injetadas.

As concentracdes utilizadas para a construgdo da curva analitica foram 1, 5, 10,
20, 50 e 100 ug/mL, quando a coluna Zorbax foi utilizada, e 0,5, 1, 5, 10 e 50 ug/mL
quando a coluna Chromolith foi utilizada.

3.5. Estabilidade da Cocaina em Sonicador
Para o teste de estabilidade, uma solucdo de cocaina de concentracdo 20 ug/mL
foi submetida a banho de ultrassom por diferentes tempos. A cada intervalo de tempo
previamente definido, uma aliquota dessa solucdo era filtrada em filtro 0,22 um e
analisada em HPLC a fim de se comparar com uma solucdo que ndo passou pelo banho
ultrassom. A injecdo das solugcdes dos diferentes tempos foi feita sempre em duplicata.
Os tempos de exposicdo das aliquotas foram de 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos.

3.6. Limpeza das Notas a Serem Usadas no Estudo da Extracao
7 cédulas de 2 reais aleatoriamente recolhidas no comércio local de Seropédica
foram separadas e submetidas ao processo de limpeza a fim de garantir que estivessem
livres de cocaina para serem usadas, posteriormente, nos testes de extracdo e
recuperacao.

Cada cédula foi amassada manualmente e colocada em tubos tipo falcon com 50
mL de capacidade, individualmente. 20,0 mL da solu¢do de acido acético 0,01% v/v
foram adicionados ao tubo, garantindo que toda a cédula estivesse submersa. As notas
submersas foram levadas a banho ultrassom, e a cada 15 minutos a solucdo usada era
descartada, e uma nova solucdo era adicionada, até o tempo final de 60 minutos. Essas
solugdes descartadas eram analisadas em HPLC com coluna Zorbax C18 para que
pudesse ser observado o tempo necessario para que a cédula estivesse sem cocaina em
concentracdes detectaveis.

26



3.7. Teste de Recuperacgdo da Cocaina
Das 7 cédulas que passaram pelo processo de limpeza, 5 foram utilizadas no
primeiro teste de recuperacéo.

Cada cédula foi contaminada com 75 uL da solugdo estoque de cocaina 1000
ug/mL. Para a contaminagdo, usou-se uma pipeta automatica para adicionar a solucao
em regibes aleatorias das cédulas, e apds esta etapa, as cédulas secaram por 2 horas em
recipiente aberto a temperatura ambiente.

Passadas as 2 horas de secagem, as cédulas foram amassadas manualmente e
cada uma foi adicionada a tubos falcon contendo 15 mL de diferentes solventes. Os
solventes utilizados foram agua purificada, metanol, etanol, acetonitrila e &cido acético
0,01% viv.

Com 100% de recuperagdo, a concentracdo de cocaina nos solventes utilizados
seria de 5 ug/mL. Por esse motivo, uma solucdo padrdo de cocaina de concentracdo 5
ug/mL foi analisada antes das amostras, a fim de se determinar os valores de area e
tempo de retencao para essa concentracéo do analito.

Os tubos contendo as notas contaminadas no solvente para extragcdo foram
submetidas a banho ultrassom por diferentes tempos, e a cada intervalo de tempo uma
aliquota era coletada, filtrada em filtro 0,22 um e injetada no HPLC com coluna Zorbax
para verificar a presenca e a concentracéo de cocaina extraida.

3.8. Recolhimento e Separacao das Amostras
Todas as amostras eram constituidas de cédulas de 2 reais recolhidas no
comercio local de Seropédica — RJ. Nenhuma nota analisada foi recolhida diretamente
de bancos, garantindo assim que as cédulas ja haviam circulado e que era possivel que
estivessem contaminadas com cocaina.

As cédulas recolhidas eram armazenadas individualmente para que ndo houvesse
contato entre elas apos o recolhimento, até 0 momento da analise.

Algumas notas recolhidas estavam coladas com fita adesiva, pois estavam
rasgadas. Essas notas ndo foram analisadas, ja que ndo foi feito nenhum estudo sobre se
a cola da fita adesiva causaria alguma alteracdo na analise.

3.9. Extracéo da Cocaina nas Amostras
De acordo com os resultados obtidos no teste de recuperacdo, descrito no item
3.7, a extracdo da cocaina foi feita em banho ultrassom por 60 minutos com &cido
acético diluido 0,01%.

As notas eram amassadas manualmente, e colocadas em tubos falcon contendo
20 mL da solucdo extratora. Optou-se por aumentar o volume de extracdo para que a
nota ficasse completamente submersa na solucao, sem riscos de ndo haver extracdo em
alguma regido da cédula.

Passados 0os 60 minutos, as solucdes eram filtradas em filtros de 0,22 um para
serem analisadas em HPLC.

3.10. Analise Cromatografica
Apb6s a determinacdo da melhor proporcdo da fase movel, as andlises
cromatograficas foram realizadas seguindo a metodologia proposta por Almeida et al.
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adaptada com detecgdo no comprimento de onda 230 nm, volume de inje¢do 20 uL,
temperatura do forno mantida em 25 £1 °C, vazdo da fase mével em 1 mL/min em
modo isocratico na proporcao de 75% de acido acético 0,01% v/v e 25% de acetonitrila,
com tempo de corrida reduzido a 8 minutos, em coluna Zorbax C18.

Essa metodologia foi utilizada nos testes de linearidade, estabilidade da cocaina
em ultrassom, limpeza das notas e teste de recuperacdo. Entretanto, apds todas as
tentativas de diminuir a largura do pico, optou-se por trocar a coluna Zorbax C18 pela
Chromolith RP-18e, o que mostrou resultados muito melhores. A partir dessa troca, foi
necessaria uma adaptacdo nas condigdes cromatograficas, que passou a utilizar fase
movel constituida de 80% de acido acético 0,01% v/v e 20% de acetonitrila e
temperatura do forno de 60 °C. O comprimento de onda, a vazdo da fase movel e o
tempo de corrida foram mantidos inalterados. O volume de injecdo foi diminuido para
10 uL devido a baixa quantidade de padrédo disponivel, e isso ndo prejudicou as analises
do padréo nem das amostras.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Teste da Fase Movel
4.1.1. Coluna Zorbax C18
Para determinar qual seria a melhor proporcdo e composicdo da fase mével,
foram avaliados os parametros de resolucdo do pico, e tempo de retencdo em cada caso.

Na Tabela 4 sdo apresentados os resultados dos testes com o célculo do nimero
de pratos (N) e altura equivalente a um prato (H), que segundo Collins (2006),
representam bem a eficiéncia de um método e quanto mais pratos, melhor a eficiéncia
da separacdo. A Equacdo 1 e a Equacdo 2 foram utilizadas nos célculos, onde Tr é o
tempo de retengdo do analito, Wy, é a largura do pico a meia altura e L é o
comprimento da coluna em centimetros.

2
N =5,545( T J

12
Equag&o 1: Célculo do nimero de pratos
H=—
N

Equacdo 2: Calculo da altura equivalente a um prato
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Tabela 3: Resultado dos testes para melhorar resolucéo do pico com coluna Zorbax

Teste Acido Acético Acido Acético Metanol Acetonitrila Trietilamina Tr (min) Wi N H
0,01% v/v (%) 1% viv (%) (%) (%) 0,01% v/v (%)

1 0 - - 10 - Sem resultado

2 80 - - 20 - 0040 L0828 175906 0056848
3 75 - - 25 - 3,364 0,6959  130,8687 0,076412
4 70 - - 30 - 2,914 0,5325 158,9745 0,062903
5 90 - 10 - - 1,670 0,2972  175,0801 0,057117
6 80 - 20 - - 1,830 0,6737  40,91388 0,244416
7 75 - 25 - - 1,706 0,8237 23,786 0,420415
8 70 - 30 - - 1,759 0,8421 24,1939 0,413327
9 50 - 50 - - 2,029 0,8133  34,51152 0,289758
10 - 75 - 25 - 1,693 0,6292  40,14561 0,249093
11 - 75 10 15 - 2,557 0,5020  143,8651 0,06951
12 - - - 55 45 0,801 0,1805  109,1974 0,091577
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No teste 1, como mostrado na Tabela 23, a propor¢do 90% &cido acético 0,01% v/v e
10% acetonitrila resultou em um pico muito pouco resolvido, a ponto do programa nédo
calcular a integracdo, o0 que pode ser visto na Figura 4.

maAl o

T

=0.816

1 e s a— "
6 8 10 min

Figura 4: Teste 1 fase movel acido acético 0,01%:acetonitrila 90:10

No teste 2, mostrado na Figura 5, o tempo de retencdo foi diminuido, porem a
resolucéo do pico nao foi a melhor, quando comparada as outras proporc¢des de solventes.
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Figura 5:Teste 2 fase mdvel &cido acético 0,01%:acetonitrila 80:20
O tempo de retencdo em 3,3 min e a resolucdo do pico obtidos no teste 3 foram os

melhores, apesar do pico ndo ter simetria, apresentando uma calda. Porém, com a fase movel
utilizada no teste 4, o pico comegava a apresentar um formato ainda menos simétrico, apesar

de mais fino.
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A Figura 6 apresenta o cromatograma da solugdo padrdo de cocaina 5 pg/mL com a
fase movel constituida de 75% &cido acético 0,01% v/v e 25% acetonitrila, descrita no teste 3,
e a Figura 7 apresenta o cromatograma obtido no teste 4.
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Figura 6. Teste 3 fase movel acido acético 0,01%:acetonitrila 75:25
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Figura 7: Teste 4 fase movel &cido acético 0,01%:acetonitrila 70:30

Nos testes 5 a 9, a acetonitrila foi substituida por metanol para avaliar se havia alguma
melhora na simetria do pico devido a possiveis ligacdes hidrogénio entre o metanol e a
cocaina. Porém, observou-se que ndao houve ganhos com simetria e, mais ainda, houve um
aumento na largura do pico, como pode ser visto na Figura 8, que corresponde & proporgao
75% é&cido acético 0,01% v/v e 25% metanol, teste 7.
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Figura 8. Teste 7 fase mével acido acético 0,01%:metanol 75:25

No teste 10 aumentou-se a acidez do meio, usando &cido acético 1% v/v com
acetonitrila como fase mdvel. O resultado, como pode ser visto na Figura 9, é que ndo houve
melhoras na resolucdo, portanto, ndo hé necessidade de adicionar mais acido a fase movel.

mALl @
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Figura 9. Teste 10 fase mével &cido acético 1%:acetonitrila 75:25

No teste 11, adicionou-se metanol juntamente com a acetonitrila e o &cido acético 1%
v/v, e novamente ndo houve melhoras na resolucdo, como mostrado na Figura 10.

T I T T T T
1 2 3 4 5 6 7 min

Figura 10. Teste 11 fase mével acido acético 1%:acetonitrila:metanol 75:15:10

O teste 12 foi realizado em meio basico, com solucdo aquosa de trietilamina e
acetonitrila como constituintes da fase movel. Por esse motivo, a solucdo de cocaina também
foi preparada em meio basico. O que se observou foi o surgimento de um ombro no pico,
perdendo assim em simetria e resolucdo, como apresentado na Figura 11.
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Figura 11. Teste 12 fase mével acetonitrila:trietilamnina 55:45

Apo6s analisar o formato do pico e os parametros N e H, optou-se pela composi¢cdo
usada no teste 3, composta de 75% de solucdo aquosa de &cido acético 0,01% v/v e 25%
acetonitrila.

Entretanto, esse método ainda ndo se mostrava satisfatorio para analise das amostras, e
outras modificacGes se eram necessarias. E a principal alteracdo no método foi a troca da
coluna.

4.1.2. Coluna Chromolith RP-18e

Com a nova coluna, novos testes foram realizados variando-se apenas a proporcao dos
constituintes da fase movel e o fluxo utilizados no método anterior. Por conta da coluna
anterior trabalhar com pressao mais elevada, o fluxo teve de ser mantido em 1 mL/min, porém
a coluna Chromolith permitiu um aumento do fluxo devido a baixa presséo de trabalho.

Novamente as equacdes 1 e 2 foram usadas para calcular o nimero de pratos e a altura
equivalente a um prato, para avaliar a eficiéncia da separacdo de cada metodo. A Tabela 4
mostra os resultados dos testes realizados com a coluna Chromolith e dos célculos de N e H.

Tabela 4: Teste de composicao da fase movel com coluna Chromolith RP-18e

Fluxo Acido Acético 0,01% viv Acetonitrila Tr

Teste  mi/min) (%) (%) miny e N H
1 2 75 25 1231 01401 42810 0,023
2 2 70 30 1078 01111 522,05 0,019
3 2 65 35 099 0,052 500,04 0,020
4 15 60 40 1317 0,408 48514 0,021

Analisando-se esses resultados, optou-se pela aplicacao da proporcdo utilizada no teste
2, ou seja, 70% acido acético diluido e 30% acetonitrila e fluxo de 2 mL/min.

Um fator consideravel quando se compara a Tabela 3 e a Tabela 4 é o grande aumento
no nimero de partos e, consequentemente, a diminuicdo na altura equivalente a um prato,
significando que a coluna Chromolith € muito mais eficiente na separacdo dos compostos das
amostras.
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Na Figura 12 pode-se observar o cromatograma obtido quando se utiliza essa
propor¢do de fase movel. Pode-se observar também que o pico tem sua largura muito inferior
quando comparado a qualquer cromatograma obtido nas anélises com a coluna Zorbax.
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Figura 12. Teste de fase moével com coluna Chromolith RP-18e na proporcdo acido acético 0,01%:acetonitrila
70:30

Apos a escolha da proporgdo da fase movel, avaliou-se a mudanca na eficiéncia da
separacdo com a variacdo de temperatura pela mesma forma de avaliacdo usada nos testes
anteriores, ou seja, através do calculo do nimero de pratos e altura equivalente a um prato.

Tabela 5. Variagéo da temperatura com coluna Chromolith RP-18e

Teste Temperatura (°C) Tr (min) Wae N H
5 25 1,154 0,0722 1416,57 7,06e-3
6 30 1,145  0,0720 1402,32 7,13e-3
7 40 1,129  0,0697 1454,87 6,87e-3
8 50 1,111  0,0661 1566,49 6,38e-3
9 60 1,093  0,0642 1607,21 6,22e-3

Como pode ser observado na Tabela 5, a temperatura que apresentou melhor eficiéncia
foi 60 °C.

Dessa forma, 0 novo método ficou definido com fluxo de 2 mL/min, temperatura do
forno de 60 °C, composicdo da fase mdvel de acido acético 0,01% e acetonitrila na propor¢édo
70:30, comprimento de onda de deteccdo em 230 nm, e tempo de corrida de 8 minutos.

Esse novo método se mostrou satisfatorio na analise dos padrbes, porém ndo era
adequado para a analise das amostras, pois era ineficaz na separacdo dos compostos presentes
nas amostras e principalmente na separacdo do analito, como pode ser visto nos
cromatogramas das amostras NO1R e NO2R.
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Figura 14. Amostra NO2R

Por esse motivo, foi necessaria uma nova mudanca no método, porém dessa vez 0s
testes foram realizados na propria amostra, N21, onde variou-se novamente o fluxo e a
proporcao dos constituintes da fase movel, e desta vez o volume de injecéo foi diminuido para

10 pL.

A Figura 15 apresenta o cromatograma da amostra NO3R com o método sem alteracéo,
ou seja, a primeira analise da amostra a fim de comparacao na variacdo dos picos.
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Figura 15. Primeira analise da amostra NO3R sem alteracdo do método

A primeira medida tomada foi a diminuicdo do fluxo para 1,5 mL/min e
posteriormente a 1 mL/min, e os resultados sdo mostrados na Figura 16 e na Figura 17,

respectivamente.
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Figura 17. Analise da amostra NO3R com fluxo 1 mL/min

Como pode ser observado, a diminuicdo do fluxo favoreceu a separagdo, como era
esperado. O proximo passo foi alterar a proporcdo da fase movel, variando em 10% para mais
e para menos a proporcdo dos solventes. A Figura 18 e a Figura 19 apresentam o
cromatograma com as proporcdes 60:40 e 80:20 de é&cido acetico 0,01%:acetonitrila,

respectivamente.
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Figura 18. Amostra NO3R com fase mével na proporgao 60:40

Figura 19. Amostra NO3R com propor¢éo de fase movel 80:20
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Todos esses testes com a amostra foram acompanhados dos testes com o padrdo a cada
variagdo na proporcdo da fase movel, para que ndo se perdesse a resolucdo do pico da
cocaina. A Figura 20 e a Figura 21 apresentam o cromatograma do padrdo de cocaina 100

ug/mL nas mesmas proporcdes usadas nas analises das amostras.
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Figura 20. Padr&o Cocaina 100 zg/mL na proporcéo 60:40 da fase mével
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Figura 21. Padrao Cocaina 100 gg/mL na proporcéo 80:20 da fase mével

Foi testada também a proporcdo 90:10 de acido acético 0,01%:acetonitrila, como
mostra a Figura 22, porém a perda de resolucdo do pico ja mostra que utilizar essa propor¢éo
ndo é favoravel, e por esse motivo, ndo houve injecdo da amostra.
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Figura 22. Padr&o Cocaina 100 zg/mL na proporc¢éo 90:10 da fase mével

Apos a analise dos resultados dos testes de variacdo da temperatura e da propor¢édo da
fase movel, definiu-se 0 método que deveria ser utilizado nas analises de todas as amostras, a
saber: fase mével acido acético 0,01% v/v e acetonitrila na propor¢do 80:20, temperatura do
forno 60 °C, fluxo 1 mL/min, deteccdo em 230 nm, tempo de corrida de 8 minutos e injecdo

de 10 pL.

O espectro de ultravioleta da cocaina estd mostrado na Figura 23.
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Figura 23: Espectro de ultravioleta Cocaina

4.2. Teste da Linearidade e Obtencédo da Curva Analitica
4.2.1. Coluna Zorbax
A linearidade do método foi estudada preparando-se seis solucdes de concentracGes
diferentes, em triplicata, e o valor da area dos picos referentes a cocaina foi utilizado nos
calculos de regressdo linear para se determinar a equacdo da curva e o coeficiente de
correlacdo (r). A linearidade do método foi estudada preparando solucbes padrdo de cocaina
nas diferentes concentracdes em triplicata a partir da solucéo estoque de 1000 ug/mL.

A curva analitica obtida € mostrada na Figura 24 e os dados dos parametros analiticos
estdo na Tabela 6.
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Figura 24. Curva Analitica Cocaina usando coluna Zorbax
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Tabela 6. Parametros de mérito da curva analitica obtida usando coluna Zorbax

Parametros analiticos de mérito Valor
Equacdo da reta y =90,481x — 71,13
Coeficiente de correlacéo (r) 0,9993
LD 0,141 pg/mL
LQ 0,428 pg/mL
Faixa linear 1a100 pg/mL

O método mostrou-se linear na faixa de concentragdo compreendida entre 1,0 a 100
ug/mL.

O limite de detecgdo é a menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode
ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as condi¢des experimentais
estabelecidas. E pode ser definido como trés vezes o desvio padrdo do branco dividido pela
sensibilidade do analito (ANVISA, 2003). Apesar da existéncia da RDC 166 da ANVISA, de 24
de julho de 2017, optou-se pelo uso da RDC 899, de 2003.

O limite de quantificacdo é a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser
determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condi¢fes experimentais estabelecidas. E
pode ser definido como dez vezes o desvio padrdo do branco dividido pela sensibilidade do
analito (ANVISA, 2003).

4.2.2. Coluna Chromolith
Com a coluna Chromolith, o mesmo estudo foi realizado para garantir a manutencao
da linearidade das curvas obtidas.

Da mesma forma, a curva foi obtida preparando-se cinco solu¢bes nas concentragdes
0,5 ng/mL, 1 pg/mL, 5 ug/mL, 10 pg/mL e 50 pug/mL, em triplicata, e o valor das areas dos
picos referentes a cocaina foi utilizado nos calculos de regressdo linear para a obtencdo da
curva e do coeficiente de correlacdo (r), apresentados na Figura 25 e na Tabela 7.
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Figura 25: Curva analitica Cocaina usando coluna Chromolith

Tabela 7: Parametros de mérito da curva analitica obtida usando coluna Chromolith

Parametros analiticos de mérito Valor
Equacdo da reta y = 27,263x — 6,0459
Coeficiente de correlacéo (r) 0,9998
LD 0,130 pug/mL
LQ 0,394 ug/mL
Faixa linear 0,5 a 50 ug/mL

A precisdo de um método analitico segundo a Resolucdo 899 de 2003 da Anvisa pode
ser expressa como o desvio padrdo ou desvio padrdo relativo (coeficiente de variacdo) de uma
série de medidas. O valor maximo aceitavel deve ser definido de acordo com a metodologia
empregada, a concentra¢do do analito na amostra, o tipo de matriz e a finalidade do método,
néo se admitindo valores maiores que 5%.

41



O estudo da precisdo analitica foi realizado por meio da determinagdo dos coeficientes
de variacdo intra-ensaio e inter-ensaio (variando os dias) para as solucGes padrdo nas
concentracdes de 0,5, 5 e 50 ug/mL, sendo as médias encontradas de 0,83% (intra-ensaio) e
0,61% (inter-ensaio). (Tabela 8)

Tabela 8: Precisao intra e inter ensaio obtidos com coluna Cromolith

Concentracao CV (%)
(ng/mL) Intra-ensaio Inter-ensaio
(n=3) (n=4)
05 1,91 1,41
5 0,50 0,33
50 0,07 0,10
Média 0,83 061

4.3. Estabilidade da Cocaina em Sonicador
Para que a extracdo em banho ultrassom fosse utilizada em ensaios posteriores, fez-se
necessario garantir que a cocaina fosse estavel a ultrassom, mesmo depois de longos periodos
de exposicdo. A solucdo de cocaina 20 ug/mL foi analisada apos diferentes periodos de
exposicdo ao banho ultrassom, e os valores das concentragdes foram comparados para avaliar
se houve perdas do analito.

A Tabela 9 apresenta os resultados obtidos nessas analises:

Tabela 9. Estabilidade da cocaina em banho ultrassom

Tempo de exposi¢do (min) Concentracdo (ug/mL) %
0 20,32 100,0
5 21,18 104,2
10 20,14 99,1
20 19,11 94,0
30 19,54 96,1
40 19,07 93,8
50 18,95 93,2
60 18,54 91,2

A concentracdo da cocaina se manteve praticamente constante mesmo em longos
periodos de exposicdo das solucdes ao banho ultrassom. Esses dados confirmam que o
método de extracdo por ultrassom é seguro no que diz respeito a uma possivel degradacdo do
analito, ndo interferindo na quantificacéo.

4.4. Limpeza das Cédulas
As cédulas que, posteriormente, foram utilizadas no estudo da extracdo da cocaina
precisavam estar isentas do analito para que fossem contaminadas com uma quantidade exata
de cocaina. Para isso, 7 cédulas foram submetidas ao processo de limpeza em banho
ultrassom usando &cido acético diluido. O processo todo teve dura¢do de 60 minutos, sendo
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que a cada 15 minutos a solucdo de acido acético era trocada e analisada em HPLC para
determinar a presenca ou ndo de cocaina na solugéo.

Uma solucdo padrdo de cocaina 5 pg/mL foi usada para a comparacdo do tempo de
retencdo do analito naquelas condigdes, resultando em 2,216 minutos. (Figura 26)
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Figura 26. Padrdo Cocaina 5 wg/mL

O cromatograma de uma das cédulas apds o processo de limpeza é mostrado na Figura
27, confirmando que a cédula esta livre de cocaina a niveis detectaveis pela analise.
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Figura 27. Nota 1 ap6s limpeza

4.5. Recuperacao e Extracdo da Cocaina em Cédulas
Como mostrado na revisdo bibliografica, € comum o uso de diversos solventes para a
extracdo de cocaina de cédulas. Neste trabalho, diversos solventes foram testados para
obtencdo de uma melhor eficiéncia do processo de extracdo. Os solventes testados foram
solucdo aquosa de acido acético 0,01% v/v, metanol, etanol, agua e acetonitrila.

As 5 cédulas livres de cocaina, conforme descrito no item 4.4, foram contaminadas
com 75uL da solugdo padrdo de concentracdo 1000 pg/mL. A verificacdo da extragdo da
cocaina adicionada a essas cédulas se fez por comparacdo da area do pico obtido na analise
cromatogréafica de uma solugédo padrdo 5 ng/mL com a area obtida nas analises dos solventes
usados na extracao apos o banho ultrassom com as notas contaminadas.

Cada nota contaminada passou pelo processo de extracdo com um solvente diferente,

sendo o tempo de extragdo e as condi¢cdes de andlise iguais para todas as cédulas, mudando
apenas o solvente.
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Como pode ser visto na Tabela 10, os solventes que apresentaram melhores taxas de
recuperacdo foram o metanol e o &cido acético diluido. Pelo fato do &cido acético diluido
constituir a maior proporcdo da fase movel utilizada na analise cromatogréfica, gerar um
residuo menos agressivo ao meio ambiente, ter baixo custo, e ter apresentado um perfil de
recuperacdo melhor, como visto na Figura 28, este foi escolhido como extrator da cocaina em

ultrassom, com o tempo de 60 minutos.

Tabela 10. Recuperagéo de Cocaina com Diferentes Solventes

Concentracdo (ug/mL) Recuperacéo (%0)

Padréo 0 min 4,96 100,00
15 min 4,17 84,00

.- " 30 min 4,67 94,02
Acido Acético 0,01% v/v 60 min 476 35.95
90 min 4,73 95,30

15 min 3,35 67,58

Agua 30 m!n 3,77 75,98

60 min 3,83 77,08

90 min 3,79 76,38

15 min 4,65 93,60

I 30 min 4,85 97,67

Metano 60 min 462 3308
90 min 4,62 93,12

15 min 4,10 82,52

Etanol 30 m!n 4,43 89,26
60 min 4,53 91,30

90 min 4,69 94,42

15 min 3,02 60,78

Acetonitrila 30 min 3,18 63,97
60 min 3,30 66,42

90 min 3,36 67,60
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Figura 28. Percentual e perfil de recuperagdo da cocaina em diferentes solventes

4.6. Analise das Amostras
Apos definir exatamente como seria 0 método usado na extragdo da cocaina das notas,
e nas analises cromatogréaficas, iniciou-se entdo a etapa de recolhimento das amostras. As
notas analisadas foram apenas aquelas que ndo tinham nenhuma marcacdo com tinta, caneta,
ou fitas coladas.

Na Tabela 11 encontra-se o resultado das analises, cujas concentragcdes estdo expressas
em miligrama por litro, como nos padrdes usados nas curvas analiticas, e em microgramas por
cedula.

Tabela 11: Concentragao de cocaina encontrada nas cédulas analisadas

Amostra pug/mL p adDrgf)\E:\cl)=3) pg/nota
NO1 21,474 0,046 429,487
NO2 5121 0,030 102,422
NO3 4,175 0,072 83,508
NO4 1,831 0,042 36,619
NO5 <LQ - -
NO6 7,671 0,060 153,429
NO7 1,738 0,061 34,758
NO8 1,806 0,009 36,129
NO9 <LQ - -
N10 1,555 0,109 31,106
N11 1,332 0,036 26,644
N12 6,290 0,110 125,797
N13 1,764 0,012 35,278
N14 4,685 0,041 93,691
N15 0,782 0,018 15,630
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N16 0,781 0,003 15,617
N17 2,274 0,031 45,470
N18 <LQ - -

N19 2,059 0,068 41,176
N20 4,021 0,102 80,422
N21 0,572 0,011 11,440
N22 0,901 0,007 18,015
N23 1,123 0,013 22,462
N24 2,298 0,016 45,953
N25 4,038 0,002 80,768
N26 8,643 0,102 172,852
N27 4,012 0,026 80,250
N28 0,931 0,020 18,627
N29 1,336 0,011 26,722
N30 8,116 0,097 162,313
N31 2,579 0,020 51,581
N32 4,643 2,135 92,863

Das 32 notas analisadas, apenas as notas N0O5, NO9 e N18 apresentaram quantidades
de cocaina abaixo do limite de quantificacdo, por isso os valores ndo estao incluidos na tabela.

A Figura 29 mostra o cromatograma de uma dessas amostras, em que se pode observar
que ndo ha um pico em 2,1 minutos, que é o tempo de retencdo do analito em todas as

amostras analisadas.
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Figura 29: Amostra N18

As figuras 30 e 31 mostram alguns cromatogramas das amostras, evidenciando o pico
da cocaina em 2,1 minutos, o qual foi confirmado analisando-se o espectro de UV.
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Figura 30: Amostra N27

Figura 31: Amostra NO1
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5 CONCLUSOES

Existem muitas metodologias diferentes para a analise da contaminacdo das notas por
cocaina, devido principalmente ao seu uso como ferramenta para inalar o pé da cocaina. Este
trabalho apresentou adaptacfes a métodos ja existentes, cujas principais mudangas foram a
forma de extracdo e as condi¢6es cromatograficas de andlise.

As adaptacfes a0 método se mostraram satisfatOrias para a analise de cocaina nas
notas contaminadas, com resposta linear na faixa de concentragdo 0,5 pg/mL a 50 pg/mL,
suficiente para a analise das amostras sem a necessidade de fazer diluicGes das amostras, o
que pode fazer com que erros aumentem.

A extragdo com banho ultrassom, que pode ser utilizada por ser uma forma néo
destrutiva, de facil execucdo, e com boa taxa de recuperacdo também se mostrou como uma
boa alternativa a outros métodos de extracdo mais caros, ou mais trabalhosos, com taxa de
extracdo média de 95%.

32 notas de 2 reais coletados no municipio de Seropédica — RJ foram analisadas, sendo
que em 3 delas ndo foi encontrada cocaina a niveis quantificaveis. As 29 notas em que foi
possivel a quantificacdo da cocaina apresentaram quantidades de 11,44 ug/nota a 429,487
ug/nota.
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