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Resumen — Abstract XI

Resumen

Desarrollo metodoldgico para obtener un material de referencia “in-house” de

cocaina para aplicaciones forenses.

En este trabajo se desarroll6 una metodologia para obtener un material de referencia “in-
house” (RMih) de cocaina a partir de una muestra incautada, teniendo en cuenta diferentes
lineamientos internacionales, asi como los principios de la Quimica Verde y los Objetivos
de Desarrollo Sostenible (ODS). Para llevar a cabo esto, se evaluaron diferentes técnicas
de extraccion y purificacion, tales como (i) cromatografia en columna (CC) y (ii) una
estrategia secuencial de extraccion con fluidos supercriticos (SFE) y extraccion con
liquidos presurizados (PLE). Asimismo, se emplearon los pardmetros de solubilidad de
Hansen (HSP), para seleccionar el mejor disolvente verde a emplear en PLE. Por otro
lado, se caracterizaron el material de partida y los materiales obtenidos en las diferentes
técnicas de extraccion y purificacion usadas, por medio de cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) y cromatografia de gases con detector de
ionizacion de llama (GC-FID). Teniendo en cuenta lo anterior, se realiz6 la evaluacién de
dos disefios experimentales para determinar la influencia de los factores empleados en
PLE, en torno a la variable respuesta correspondiente a la pureza del analito.

La muestra incautada present6 un valor de pureza del 81.3 %. Por CC se logré obtener el
analito con una pureza del 96.4 %, en donde se empled una fase movil correspondiente a
cloroformo-metanol (6:1). Por otro lado, empleando la estimacion de los HSP para la
cocaina, se determino que el disolvente més adecuado para emplear en PLE era el acetato
de etilo (EtOAC). La estrategia secuencial ambientalmente amigable SFE-PLE (empleando
como disolventes CO, supercritico y EtOAc, respectivamente) permitié obtener el analito
con una pureza del 86.1 %. Finalmente, se propuso un disefio metodolégico con el objetivo

de evaluar la homogeneidad y la estabilidad del candidato a RMih.



Palabras clave: Cocaina; Material de referencia; Estabilidad; Homogeneidad;

Purificacion; Disefio Experimental.
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Abstract

Methodological development to obtain an "in-house" reference material of cocaine

for forensic applications.

In this work, a methodology was developed to obtain an “in-house” reference material
(RMih) of cocaine from a seized sample, considering different international guidelines, as
well as the principles of Green Chemistry and the Sustainable Development Goals (SDG).
To carry out this, different extraction and purification techniques were evaluated, such as
() column chromatography (CC) and (i) a sequential strategy of supercritical fluid
extraction (SFE) and pressurized liquid extraction (PLE). Likewise, the Hansen solubility
parameters (HSP) were used to select the best green solvent in PLE. On the other hand,
the starting material and the materials obtained in the different extraction and purification
techniques used were characterized using gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS) and gas chromatography with a detector flame ionization (GC-FID).
Considering the above, the evaluation of two experimental designs was carried out to
determine the influence of the factors used in PLE, around the response variable
corresponding to the purity of the analyte.

The seized sample had a purity value of 81.3 %. By CC, the analyte was obtained with a
purity of 96.4 %, where a mobile phase corresponding to chloroform-methanol (6:1) was
used. On the other hand, using the estimation of HSP for cocaine, it was determined that
the most suitable solvent to use in PLE was ethyl acetate (EtOAc). The environmentally
friendly sequential strategy SFE-PLE (using supercritical CO, and EtOAc as solvents,
respectively) allowed obtaining the analyte with a purity of 86.1 %. Finally, a methodological
design was proposed with the objective of evaluating the homogeneity and stability of the
RMih candidate.

Keywords: Cocaine; Reference material; Stability; Homogeneity; Purification;

Experimental Design.
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Introduccioén

El consumo de drogas de abuso es una problemética mundial que cada dia se acentla
mas, generando impactos sociales y de salud publica. Para el caso especifico de la
cocaina, los estudios del Observatorio de Drogas de Colombia (ODC) sefalan que la
pandemia y la pospandemia han ocasionado un aumento en su trafico y consumo, lo cual
se ha ratificado con el gran nimero de incautaciones hechas sobre cargamentos dirigidos
a Europa.! Asimismo, la Junta Internacional de Fiscalizacion de Estupefacientes (JIFE) ha
informado que, en el afio 2021 en los puertos de Africa Septentrional y Occidental, se
incautaron grandes cantidades de cocaina provenientes de Suramérica, lo cual deja en
evidencia la delicada situacién en torno a la comercializacion y consumo de cocaina, asi
como el aumento de la produccién de cultivos de coca en Colombia.?

Teniendo en cuenta lo anterior, los laboratorios forenses tienen un gran reto en torno al
andlisis de drogas de abuso. Por esta razdn, necesitan permanentemente materiales de
referencia certificados (Certified Reference Materials — CRM) de estas sustancias para
garantizar confiabilidad en las pruebas que se realizan. Asimismo, algunas técnicas
analiticas requieren el uso de materiales de referencia (Reference Materials — RM), lo cual
esta respaldado por estandares internacionales como la Norma ISO/IEC 17025:2017 y por
la asesoria de diferentes organismos como la Red Europea de Institutos de Ciencias
Forenses (European Network of Forensic Science Institutes — ENFSI).3

De acuerdo con lo mencionado, en la investigacion realizada por Su et al. (2015) se resalté
la necesidad de emplear CRM para el andlisis de drogas en torno al control de calidad,
teniendo en cuenta que garantizan la precision y la trazabilidad de los resultados. A partir
de esto, describieron la produccion de CRM de nueve drogas ilicitas como la heroina, la
cocaina, etc. En dicho estudio, se evaluaron la homogeneidad y estabilidad, y se resalté la
estrategia para asignar valores de referencia en los materiales. Los procedimientos
descritos incluyeron analisis cualitativos y cuantitativos, verificacion, estudio de
homogeneidad y estabilidad, y evaluacion de incertidumbre. El analisis cualitativo se
realiz6 mediante espectroscopia infrarroja (infrared spectroscopy — IR) y cromatografia

liquida acoplada a espectrometria de masas (Liquid chromatography-mass spectrometry
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(LC/MS)). Para el andlisis cuantitativo, se emplearon las técnicas de cromatografia liquida
de alta eficiencia con detector de arreglo de diodos (High-Performance Liquid
Chromatography with Diode-Array Detection (HPLC-DAD)) y cromatografia de gases con
detector de ionizacion de llama (Gas Chromatography-Flame lonization Detection (GC-
FID)). Asimismo, se evalud la homogeneidad entre viales y dentro del vial por medio de las
pruebas F de Fisher y t de Student. Adicionalmente, se realiz6 un estudio de estabilidad a
largo plazo para el almacenamiento a 4 °C durante 1 afio.* Sin embargo, es necesario
resaltar que frecuentemente la disponibilidad de estos materiales es escasa 0 sus costos
son muy elevados.

Para el caso de los laboratorios colombianos que realizan pruebas forenses, el uso de
estos RM es alin mas complicado, debido a que se debe llevar a cabo su importacién. Lo
anterior se traduce en un incremento de costos y tiempos de espera prolongados con
respecto a la llegada de estos materiales. Es importante destacar que estas problematicas
se agudizaron aun mas con la pandemia.

Por tal razén, Archer et al. (2011) sugieren que los laboratorios forenses pueden recurrir a
la caracterizacion “in-house” de los diferentes materiales incautados de drogas ilicitas. De
igual manera, diversos organismos de acreditacion reconocen que los RM completamente
caracterizados pueden no estar siempre disponibles, particularmente para Nuevas
Sustancias Psicoactivas (NSP) o drogas de abuso. Por esta razén, si un laboratorio tiene
acceso a técnicas analiticas adecuadas, puede implementarlas para crear lo que se ha
denominado un "material de referencia interno” o material de referencia in-house
(Reference Material in-house — RMih).?® Asimismo, se encuentra disponible una serie de
lineamientos que guian a los laboratorios a preparar sus propios RM. Algunos de los
tépicos claves a ser considerados son: seleccion de materiales (adecuacion, material
natural versus preparado, preparacion del material), ensayos de homogeneidad,
preparacion y envasado, ensayo de estabilidad, ejercicios de asignacion de valor,
estimacion de incertidumbre, documentacion y control de calidad, mecanismo para la
aprobacion del valor asignado, almacenamiento y distribucion.®

De igual forma, la ENFSI plantea una serie de recomendaciones en torno al uso de RM
gue deben ser empleados para el analisis de drogas. En primer lugar, resalta que
generalmente la demanda de CRM supera la oferta en términos de la gama de materiales
y la disponibilidad. Por lo tanto, es importante que los laboratorios tengan claro las
limitaciones de los RM empleados. A partir de lo anterior, se destaca que los laboratorios

forenses pueden hacer sus propios estandares de referencia. Esto se lleva a cabo
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sintetizando o aislando la matriz del material incautado. A su vez, la pureza suficiente del
material puede lograrse por medio de uno o0 mas pasos de purificacién, que pueden abarcar
destilaciones, extracciones, formacion de sales o recristalizaciones. Por esta razén, los
laboratorios intentan producir RMih que no estan certificados, pero que cumplen con las
caracteristicas de homogeneidad y estabilidad adecuadas para un uso determinado.®
Retomando el caso de Colombia, los laboratorios forenses requieren RM de drogas de
abuso, que estén disponibles y no representen costos elevados. Por ejemplo, teniendo en
cuenta que Colombia es el principal productor mundial de cocaina con fines ilegales, se
tiene un gran reto en torno a analisis cualitativos y cuantitativos de esta sustancia. Sin
embargo, los laboratorios forenses del pais suelen presentar inconvenientes para adquirir
CRM de cocaina. Por esta razén, se hace necesario el desarrollo de RMih que permitan el
trabajo continuo de estos laboratorios, en torno a sustancias de abuso. Es importante
resaltar que hasta donde se tiene conocimiento, no se han publicado trabajos con respecto
a la obtencién de RMih de cocaina a partir de muestras incautadas en Colombia.
Teniendo en cuenta lo anterior, los objetivos de la presente investigacion se enfocaron en
desarrollar una metodologia para obtener un RMih de cocaina para laboratorios forenses,
establecer un método de purificacion a escala de laboratorio aplicado sobre una muestra
incautada y formular un disefio experimental para la evaluacién de homogeneidad y
estabilidad del candidato a RMih. Es importante resaltar que este trabajo fue desarrollado
bajo la 6ptica de la Quimica Verde y de los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS).

A partir de lo mencionado, se evaluaron diferentes técnicas de extraccion y purificacion,
tales como (i) cromatografia en columna (CC) vy (ii) extracciéon con fluidos supercriticos
(Supercritical Fluids Extraction — SFE) junto con extraccién con liquidos presurizados
(Pressurized liquid extraction — PLE). Asimismo, se emplearon los parametros de
solubilidad de Hansen (Hansen Solubility Parameters — HSP), con el fin de seleccionar el
mejor disolvente verde a emplear en PLE. Por otro lado, se realiz6 la caracterizaciéon tanto
del material de partida, como del material obtenido en las diferentes técnicas de extracciéon
y purificacion mencionadas, por medio de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS)) y GC-FID.
Teniendo en cuenta lo anterior, se realizé la evaluacion de dos disefios experimentales
para determinar la influencia de los factores empleados en PLE, en torno a la variable
respuesta correspondiente a la pureza del analito. Finalmente, se formulé un disefio

experimental para evaluar la homogeneidad y la estabilidad del candidato a RMih.






Objetivos

Objetivo general

Desarrollar una metodologia para producir un material de referencia "in-house" de cocaina,
en concordancia con lineamientos internacionales, la Quimica Verde y los Obijetivos de
Desarrollo Sostenible (ODS), con el fin de brindar a los laboratorios forenses una

herramienta confiable para el control de calidad de sus métodos analiticos.

Objetivos especificos

a. Realizar un estudio de solubilidad para la cocaina, mediante los parametros de
solubilidad de Hansen, tendiente a escoger el disolvente a emplear en el proceso

de purificacion.

b. Establecer un método de extraccién y purificacion a escala de laboratorio que
permita obtener un posible material de referencia “in-house” de cocaina, a partir de
una muestra incautada, empleando técnicas clasicas y técnicas emergentes de

extraccion.

c. Realizar una caracterizacion fisicoquimica del candidato a material de referencia

“‘in-house” (RMih) obtenido, comparandolo contra un CRM de cocaina.

d. Formular un disefio experimental para la evaluacion de homogeneidad y estabilidad

del material de referencia “in-house” (RMih) obtenido.
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1.Marco conceptual

1.1 Drogas de abuso

El abuso de drogas se atribuye al uso no autorizado de sustancias controladas, relacionado
con el incumplimiento de lineamientos terapéuticos, dosis excesivas o periodos de tiempo
injustificados. Teniendo en cuenta esto, en la Convencién Unica sobre Estupefacientes de
1961, se establecieron listas para clasificar las medidas de control que garantizarian la
disponibilidad de sustancias para fines cientificos y médicos, evitando a su vez su desvio
hacia vias ilicitas. Estas listas enmarcan los estupefacientes y sus preparados, de acuerdo

con su potencial de dependencia, riesgo de abuso y utilidad terapéutica (Tabla 1-1).”

Tabla 1-1: Lista estipulada en la Convencién Unica sobre Estupefacientes de 1961.

Lista Descripcién Ejemplos de sustancias

| Sustancias altamente adictivas y susceptibles | Cannabis, heroina, metadona,
de abuso. opio, cocaina.

Il Sustancias menos adictivas y susceptibles de | Codeina y sus derivados,
abuso, con respecto a la lista I. anfetaminas, metanfetaminas.

i Preparados que contienen estupefacientes | Preparados de codeina,
destinados para uso médico y que poseen bajo | dihidrocodeina.
riesgo de abuso.

v Determinadas drogas enumeradas en la lista | | Cannabis, heroina.
que son altamente adictivas, susceptibles de
abuso y que su uso médico no es usual.

Adaptado de United Nations Office on Drugs and Crime (UNODC), 2016.7
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1.1.1 Cocaina

Tal como se evidencia en la Tabla 1-1, la cocaina hace parte de la lista | de la Convencidn
Unica sobre Estupefacientes de 1961. Ademas de esto, se le conoce por ser el principal
alcaloide psicoactivo presente en las hojas de coca (Erythroxylum coca), las cuales han
sido consumidas por las comunidades indigenas en Suramérica desde antes de la
conquista hasta nuestros dias.’

A principios del siglo XX, la cocaina fue el principal componente para tratar una amplia
variedad de enfermedades e, incluso, fue un ingrediente importante en las primeras
formulaciones de Coca-Cola®. A su vez, los cirujanos la utilizaban para bloguear el dolor.8*°
Sin embargo, actualmente se emplea con fines ilicitos enfocandose en su tréfico y
comercializacioén ilegal, a pesar de estar demostrado que la cocaina es una sustancia

potencialmente adictiva, que puede alterar la morfologia y fisiologia cerebrales.®

En cuanto a su extraccion, la cual parte de la hoja de coca, existen procesos generales
gue permiten obtener productos de este alcaloide en diferentes formas y pureza (Figura 1-
1).

Figura 1-1: Representacion esquemaética de la produccién de cocaina.

Gontenido de cocaina

| HOJAS DE COCA | 03-1%
Extraccion
| PASTA DE COCA | 50-85%
Refinamiento
| COCAINABASE | 8090 %
lpuriﬂt'.a{:iﬁn
"DE COCAINA
Purificacion \
| BASELIBRE | | CRACK | 50-90%

* La pureza en la calle puede ser mucho mas baja

Adaptado de United Nations Office on Drugs and Crime (UNODC), 2016.’

Sin embargo, es importante resaltar que los procesos de produccion ilicita pueden variar
de un laboratorio a otro, ocasionando que los consumidores adquieran productos de
cocaina que difieren de manera significativa.”!! Alrededor del mundo, esta sustancia se

encuentra cominmente en dos formas quimicas, como base y como sal de clorhidrato.!?
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No obstante, en estos productos se pueden hallar también cantidades de aditivos,
impurezas y residuos.'* Por ejemplo, los expendedores suelen realizar mezclas con
sustancias no psicoactivas como talcos, maicena, harina o bicarbonato de sodio para
aumentar ganancias. Asimismo, la cocaina puede ser adulterada con otras drogas como

la procaina o las anfetaminas, e incluso varios consumidores la combinan con heroina.®3

En cuanto a las vias de administracion mas utilizadas a nivel mundial, se destacan la
intranasal (esnifada) para el clorhidrato de cocaina, y la inhalacion de vapores cuando se
fuma la cocaina en su forma base. Asimismo, se destacan la intravenosa y el uso oral. Es
importante sefialar que cualquier forma de consumo puede llevar a absorber cantidades
toxicas de esta sustancia, causando ataques -cardiacos, derrames cerebrales o

convulsiones, lo cual puede generar muerte subita.®1214

» Estado actual de la produccién de cocaina

Segun un informe emitido en el 2022 por la Oficina de las Naciones Unidas contra la Droga
y el Delito (United Nations Office on Drugs and Crime — UNODC), la produccién de cocaina
tuvo un crecimiento en el afio 2020 del 11 % con respecto al afio 2019, alcanzando un
maximo histérico con 1982 toneladas. Por otro lado, a pesar de la pandemia causada por
el COVID-19, se presentd un aumento en las incautaciones de cocaina en 2020. En el afio
2021 a nivel mundial, aproximadamente el 90 % de la cocaina incautada fue traficada por
via maritima. Lo anteriormente expuesto sugiere que el trafico de esta sustancia se esta
expandiendo fuera de los principales mercados de América del Norte y Europa, alcanzando

niveles crecientes en Africa y Asia.'®

Teniendo en cuenta lo anterior y debido al auge de las diferentes drogas de abuso, los
laboratorios forenses deben asumir grandes retos en torno a su identificacion y diversos
andlisis cualitativos y cuantitativos, por lo cual requieren usar RM que les aseguren

confiabilidad y precision en los resultados.®

1.2 Materiales de referencia (RM)

Los RM juegan un papel importante en la validacion de métodos, la estimacion de
incertidumbre de medida, la verificacion del uso correcto de un método y el control de

calidad. Desafortunadamente, su disponibilidad suele ser limitada, a veces no coinciden



Capitulo 1 9

con la matriz de interés o son muy costosos.!’ Estas dificultades son usuales en lo que
concierne a drogas de abuso, medicamentos, alimentos, etc.

Un RM es un material suficientemente homogéneo y estable con respecto a una o0 mas
propiedades, el cual ha sido establecido como adecuado para ser usado en la validacion
de métodos, la verificacion del uso correcto de un método y la calibracion de equipos.
Adicionalmente, juega un papel clave en lo concerniente a control de calidad. Es importante
resaltar que el uso de RM permite lograr comparabilidad y trazabilidad. En cuanto a su

clasificacion, se encuentran los CRM y los RMih, 1820

Los CRM son materiales de referencia en los cuales los valores de una o mas propiedades
estan certificados mediante un procedimiento que establece su trazabilidad. Para esto,
cada valor certificado va acompanado de una incertidumbre bajo un nivel de confianza
establecido. En cuanto a los RMih, se definen como materiales de referencia preparados
por un laboratorio para su propio uso interno. Por esta razén, también se conocen como
“materiales de referencia internos”. Generalmente, se desarrollan cuando las matrices o
los niveles de referencia de los RM disponibles comercialmente, no coinciden con las
muestras a ser analizadas o cuando se busca un suministro amplio que esté disponible por

mucho tiempo.?°

Es importante resaltar que la Organizacion Internacional de Estandarizacion (International
Organization for Standardization — ISO) se encarga de desarrollar normas internacionales
en torno a desafios globales, a través de comités técnicos de organizacion. Asi, surgen la
Norma ISO 17034:2016 y las guias 1SO 30-35 y la ISO-80, en las cuales se establecen
requisitos generales y especificos que giran en torno a la definicién, seleccion, uso y

produccion de estos materiales, asi como los contenidos de sus certificados (Tabla 1-2).

Tabla 1-2: Informacion general sobre los diferentes lineamientos internacionales en torno
alos RM.

Lineamiento internacional Descripcion

Estipula los requisitos generales para la competencia de
los productores de RM, cuyo propoésito es asegurar la
Norma ISO 17034:2016 calidad de éstos. Adicionalmente, establece los criterios y
lineamientos concernientes a la producciéon de RM,

incluyendo los CRM.222
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Tabla 1-2: (Continuacion)

Lineamiento internacional

Descripcion

Guia ISO 30

Abarca los términos y definiciones asociados con RM,
haciendo énfasis en los conceptos utilizados en los
certificados de estos materiales.!®

Por ejemplo, se resalta el término correspondiente a
trazabilidad, definida como una propiedad resultante de
una medicibn que se puede relacionar con una
incertidumbre establecida, referencias 0 normas
nacionales o internacionales, por medio de una cadena

ininterrumpida de comparaciones.®

Guia ISO 31

Orienta a los productores de RM con base en la
preparacion de los documentos que respaldan a estos
materiales. Asimismo, enmarca las categorias de
informaciones obligatorias y recomendadas que deben
tenerse en cuenta en la elaboracion de las hojas de
informacion y certificados de los RM. Lo anterior, permite
gue los laboratorios que adquieren RM y CRM confirmen

la idoneidad de éstos.??

Guia ISO 32

Resalta que los analisis quimicos cuantitativos deben
emplear elementos de referencia para garantizar la

trazabilidad.®

Guia ISO 33

Hace referencia a las buenas practicas con respecto al
uso de RM y CRM, principalmente en procesos de
medicién, control de calidad, calibracion vy
establecimiento de escalas convencionales.?* Por otro
lado, resalta que es importante tener en cuenta
disponibilidad, costo y técnica de medicibn a emplear
para los CRM, debido a que suelen ser de dificil acceso.
De igual forma, el laboratorio debe conocer bien su
manejo e informacion y tener claros diversos factores

para un uso adecuado.®
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Tabla 1-2: (Continuacion)

Lineamiento internacional Descripcion

Se encarga de explicar conceptos y proporciona
enfoques a varios aspectos importantes en la produccion
de RM, como son: homogeneidad, estabilidad,
caracterizacion 'y asignacion de valores de las
propiedades, incertidumbre y trazabilidad.?®

Guia ISO 35 La homogeneidad hace referencia a la uniformidad en
torno al valor de una propiedad determinada, mientras
gue la estabilidad corresponde a la capacidad que tiene
un RM de mantener el valor de una propiedad por un
periodo de tiempo estipulado, al ser almacenado en
condiciones especificas.?

Describe la preparacion de materiales de referencia
Guia ISO 80 destinados para control de calidad interno de los

laboratorios.?’

Asimismo, los diferentes lineamientos internacionales destacan que los RM deben, en lo
posible, ser trazables al Sistema Internacional (SI) o a un CRM. De igual manera, se
establece que cada laboratorio debe tener protocolos para el manejo, transporte,
almacenamiento y uso de estos materiales, con el fin de garantizar su integridad. En cuanto
a la validacion de métodos, puede realizarse por medio de calibracion empleando RM.
Para esto, el laboratorio debe tener procedimientos de control de calidad sobre sus

técnicas, en donde se puede incluir el uso regular de CRM.®

Para el caso de las drogas de abuso, los laboratorios forenses presentan una necesidad
constante en torno al uso de RM que les permita llevar a cabo andlisis confiables. Sin
embargo, su escasa disponibilidad y altos costos dificultan esta labor. Teniendo en cuenta
lo expuesto, los laboratorios pueden elaborar sus propios estandares de referencia,
empleando los materiales que surgen de incautaciones. Esto puede lograrse, por ejemplo,
empleando uno o mas procedimientos de purificacion, con el fin de obtener materiales de

suficiente pureza.®®
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1.3 Técnicas convencionales y emergentes de extraccion
y purificacion

En el campo de la quimica forense, la pureza de un analito es la base principal para realizar

diferentes investigaciones y generar resultados confiables, por lo cual se requiere el uso

de técnicas analiticas adecuadas que permitan su aislamiento y su purificacion. Por

ejemplo, existen técnicas convencionales, tales como recristalizacion, destilacion,

cromatografia, etc., y técnicas emergentes como SFE y PLE, las cuales se encuentran

dentro del marco de la Quimica Verde.?82°

1.3.1 Cromatografia en columna (CC)

La CC es una técnica que se caracteriza por su facil preparacion y sus bajos costos a nivel
instrumental.®® El procedimiento inicia con una columna de vidrio que contiene silica gel
como fase estacionaria, la cual entra en contacto lentamente con un solvente que actla
como fase movil y que atraviesa la columna desde la parte superior, con ayuda de la
gravedad o al aplicarle una presion externa. Cuando la columna esta lista, la muestra se
coloca en la parte superior de esta y se permite que la fase movil fluya a través de la
columna. Los compuestos que hacen parte de la mezcla tienen diferente capacidad de
interaccion con la fase estacionaria y la fase movil, por lo cual fluiran a lo largo de la
columna a diferentes velocidades. De esta manera, se logra la separacion de los
compuestos, los cuales se recogen de manera individual como fracciones y se analizan
para elucidar su correspondiente estructura, por medio de técnicas como IR, GC-MS,

resonancia magnética nuclear (Nuclear Magnetic Resonance — NMR), entre otras.3!

Tal como se menciond anteriormente, la fase moévil puede atravesar la fase estacionaria,
por efecto de la gravedad o por aplicacion de una presion de aire positiva. La primera
clasificacion corresponde a la cromatografia en columna clasica, la cual presenta como
desventaja que la velocidad con la cual fluye el solvente a través de la columna es lenta.
Por tal razon, surge la segunda categoria atribuida a la cromatografia flash, en donde el
solvente presenta un flujo acelerado, ejecutando la separacion de los compuestos de forma

tal que se reduce el tiempo de purificacion de la muestra.*

Teniendo en cuenta lo expuesto, la CC se ha posicionado fuertemente en muchos

laboratorios por permitir la purificacion de compuestos a partir de una mezcla.*® Por
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ejemplo en diferentes investigaciones forenses, esta técnica ha sido de gran relevancia en

torno al andlisis de impurezas presentes en las drogas de abuso.*

1.3.2 Extraccion con fluidos supercriticos (SFE)

Los trabajos en torno a extracciones verdes se han enfocado en descubrir y disefiar nuevos
procesos que reduzcan el requerimiento energético e incrementen el uso de disolventes
no peligrosos, asegurando siempre la obtencion de extractos de alta calidad.? Es por esto
gue la SFE le ha apostado a ser una técnica de extraccion y purificacion eficiente y libre
de contaminacion, ademas de ofrecer alternativas ante las limitaciones que presentan las

técnicas de extraccion convencionales.343°

La SFE es una técnica empleada principalmente para retirar analitos de matrices solidas
utilizando un fluido supercritico (Supercritical Fluid — SF), el cual se forma a partir de una
temperatura y una presioén que se encuentran por encima de su punto critico (Critical Point
— CP) (Figura 1-2)*3", Por esta razon, el SF se caracteriza por poseer algunas propiedades
gue facilitan la extraccién, tales como una densidad similar a la de un liquido, y coeficientes

de difusién y viscosidad semejantes a los de un gas.

Figura 1-2: Diagrama de fase que sefiala la region de fluidos supercriticos.

A

Pressure

Supercritical Fluid

Liquid
Phase
Solid Phase Critical Point
Triple Point Gaseous Phase

Temperature

Tomado de Gupta et al., 2014.38

Por otro lado, los fluidos supercriticos poseen la capacidad de penetrar en mayor
proporcion una matriz sélida, lo cual es dificil para los liquidos debido a la tension
superficial y la viscosidad. De igual forma, son adecuados como sustitutos de disolventes

organicos tanto en procesos industriales como de laboratorio.®2 Es importante resaltar
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gue el SF més utilizado es el dioxido de carbono (CO.) debido a su baja presién critica (Pc
= 74 atm) y temperatura critica (Tc = 31 °C), baja toxicidad, gran accesibilidad y bajo

costo.36:39

= Parametros en SFE

Los pardmetros que comunmente se tienen en cuenta en la SFE son la presion, la

temperatura y la naturaleza de la matriz.%®

»= Presion: El control de este pardmetro permite que se lleve a cabo una extraccion
selectiva. La solubilidad del soluto en el SF se caracteriza por aumentar muy rapido
con la presion, lo cual se traduce en el aumento de la densidad del fluido hasta
llegar a un valor maximo. Luego de que esto ocurre, la solubilidad cae ligeramente
con el aumento de la presion, lo cual puede deberse a las fuerzas de repulsion
entre las moléculas del soluto que se han disuelto en el SF.%¢

= Temperatura: Al aumentar la temperatura a una presion constante, disminuye la
densidad del SF. Por esta razén, la solubilidad de compuestos no volatiles se
reduce y, por ende, también el rendimiento de extraccion. En cuanto a los
compuestos volatiles, su solubilidad en el SF va a depender de la capacidad de
solvatacién del fluido y de las presiones de vapor. Otro factor importante en este
parametro es el punto de fusiéon (P.f.) de los analitos, debido a que muchos de estos
se suelen disolver mas facil en el SF en estado liquido. Adicionalmente, es
importante mencionar que el aumento de temperatura para moléculas organicas

termolabiles no es recomendable.?®

» Naturaleza de la matriz: Este parametro representa gran importancia debido a que
el rendimiento de extraccion puede depender en gran medida de las caracteristicas
gue posee la matriz, tales como los sitios activos, la polaridad, el tamafio de

particula, etc.3®

Para el caso de las drogas de interés forense, el uso de SFE con respecto a las técnicas
convencionales ha representado la posibilidad de extraer analitos de matrices complejas
en un menor tiempo, junto con la disminucién de riesgo en torno a contaminacion de las

muestras y la recuperacion de extractos libres de disolventes.*°
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1.3.3 Extraccion con liguidos presurizados (PLE)

La PLE es una técnica de extraccion que emplea liquidos presurizados a altas
temperaturas y presiones, sin sobrepasar su punto critico. De acuerdo con diferentes
investigaciones, se ha evidenciado que esta técnica permite la realizacién de extracciones
mas eficientes, rapidas y con un menor uso de disolventes, en comparacion con algunas
técnicas clasicas.** Asimismo, se le conoce como una poderosa herramienta que posee
un gran numero de aplicaciones, las cuales permiten realizar extracciones de analitos de

matrices complejas que son objeto de estudio en la quimica forense.*?

» Parametros que influyen en la PLE

Tal como ocurre en todas las técnicas, la PLE cuenta con unos parametros establecidos

gue dan claridad en torno a su fundamento y funcionamiento.

» Naturaleza de la fase extractante: Este parametro corresponde a la seleccion del
solvente y es considerado como la variable mas importante en PLE. Para esto, es
importante tener en cuenta el tipo de analitos que se desea extraer. Adicionalmente,
se recomienda el uso de disolventes generalmente reconocidos como seguros
(generally recognized as safe — GRAS), los cuales son inocuos para el medio
ambiente.*® Por ejemplo, se destacan el agua, el etanol y el acetato de etilo. Por
otro lado, es usual llevar a cabo la desgasificacion de los disolventes para evitar la
oxidacion de estos, de los compuestos presentes en los extractos o de la torta

residual.*

= Temperatura de extraccién (Tex): Generalmente, una alta Tex favorece el
rendimiento. Sin embargo, en ocasiones se puede generar la descomposicion
térmica de algunos componentes de la muestra o del extracto en si. Por tal razon,
se recomienda aplicar disefios experimentales que permitan determinar las
condiciones Optimas de trabajo. Es importante resaltar que en PLE se suelen utilizar
Text €ntre 50 y 200 °C.444°

» Presion de extraccion (Pex): Este parametro asegura que la fase extractante se
mantenga liquida en PLE. Por esta razén, se recomienda manejar valores altos de

Pext, l0S cuales generalmente oscilan entre 5.0 y 15.0 MPa.*+46
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= Tiempo de extraccion (tex): Este pardmetro hace referencia al tiempo en el que el
disolvente y la muestra estan en contacto, teniendo en cuenta las Tex Yy Pex dadas.*
Ademés de esto, permite determinar cuanto tarda la muestra en agotarse al
realizarse una extraccion exhaustiva.**
Por otro lado, existen dos modos de extraccion: estatico y dinAmico. El primero de
estos maneja tex entre 5y 20 min, debido a que se ha evidenciado que texx mas
largos no ofrecen mejores resultados.*® Adicionalmente, también se ha podido
comprobar que con varios ciclos de extraccion se puede lograr una extraccion
exhaustiva mas eficiente, con respecto al uso de una menor cantidad de solvente.
Para el segundo modo, ocurre lo opuesto al modo estético, debido a que se
requiere un mayor gasto de solvente porque este debe fluir continuamente a través

de la matriz estudiada.*

= Relacién entre muestra y solvente: Al realizar extracciones en modo estatico, se
utilizan aproximadamente entre 10 y 15 mL de solvente para cantidades de muestra
entre 1y 5 g. En el caso del modo dinamico, se suelen emplear flujos de 0.5 a 3.0

mL/min durante 1 h.#

1.3.4 Parametros de solubilidad de Hansen (HSP)

Tal como se menciond anteriormente, la seleccion de disolventes para llevar a cabo
métodos de extraccion y purificacion representa una tarea bastante rigurosa, debido a que
esto define la eficiencia de recuperacion de los compuestos de interés.*® Un buen
disolvente se caracteriza por presentar una baja toxicidad, un bajo punto de ebullicion (Peb)
y una rapida transferencia de masa de los solutos.®® Sin embargo, los métodos de
extraccién convencionales suelen emplear disolventes que son peligrosos para el medio
ambiente y para la salud, tales como el diclorometano, el cloroformo, la acetona, entre
otros. Por esta razén, ha surgido la necesidad de utilizar disolventes verdes, los cuales
presentan propiedades como baja o nula toxicidad, caracter ecoldgico y alta selectividad
con respecto a los analitos objetivo.®* La utilizacién de estos disolventes junto con técnicas
analiticas emergentes, ofrece caracteristicas que implican menor tiempo y una reduccién
en la energia empleada.>? Por esta razon, se han utilizado los pardmetros de solubilidad
de Hansen (Hansen Solubility Parameters — HSP), con el fin de determinar el disolvente

verde mas adecuado que pueda ser aplicado a las técnicas ecoldgicas alternativas,
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permitiendo a su vez la seleccion y aplicacion de condiciones experimentales mas
eficientes. Para lograr esto, en 2008 se desarroll6 el software Hansen Solubility Parameters
in Practice (HSPIP), el cual ha facilitado el trabajo practico para la correcta seleccion de
disolventes de extraccién.>* Su objetivo es proporcionar el poder predictivo de los HSP con
toda la informacién y herramientas de célculo en muchas aplicaciones®. Este software
incluye datos de HSP y otras propiedades termodindmicas de 10.000 sustancias quimicas.
Asimismo, ofrece una herramienta llamada Do It by Yourself (DIY HSP), que proporciona

formas de calcular el HSP para moléculas de interés que no aparecen en la lista.5*

» Enfoque teorico de los HSP

En el afo 1967, Charles Hansen se encontraba realizando su tesis doctoral en la
Universidad Técnica de Dinamarca, por lo cual decidié desarrollar una guia préactica para
la seleccion de disolventes en torno a polimeros.®! A partir de esto, su investigacion tuvo
como base la ecuacién de Hildebrand, la cual representa el cuadrado del parametro de
solubilidad. Sin embargo, Hansen evidencié que esta ecuacion no contemplaba las
interacciones moleculares, por lo cual desarroll6 una teoria basada en la energia total de
vaporizacion de un liquido en torno a tres energias individuales: Ep que corresponde a las
fuerzas de dispersion atémicas; Ep relacionada con las fuerzas moleculares dipolo-dipolo,
y Enatribuida a las interacciones del enlace de hidrogeno (ver Ecuacion (1.1)). Finalmente,
al dividir cada uno de estos términos por el volumen molar, se obtiene el cuadrado de
solubilidad que comprende la suma de los cuadrados de los componentes de Hansen (ver

Ecuacion (1.2)).5

vV tY Ty
5% = 65 + 8% + 63 (1.2)

Er _Ep  Ep  En (1.1)

Posteriormente, Hansen desarroll6 una ecuacion que comprende la distancia entre un
soluto i y un disolvente |, la cual estd definida como “distancia” (Ra) en el espacio

tridimensional de Hansen (ver Ecuacion (1.3)).%

R, = \/4(8Di — 8D))2 + (8P, — 6P)2 + (8H; — SH,))? (1.3)

En la ecuacion (1.3), la constante “4” para Hansen represent6 los datos de solubilidad

como una esfera en donde se encontraban los mejores disolventes.>* Adicionalmente, esta
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formula se interpreta de forma tal que entre més grande sea el valor de Ra, menor sera la

afinidad entre soluto y solvente.>*

1.3.5 La Quimica Verde y los Objetivos de Desarrollo Sostenible
(ODS)
Tanto a nivel de laboratorio como a nivel industrial, los procesos quimicos requieren
disolventes para llevar a cabo todo tipo de procedimientos, estudios e investigaciones. Sin
embargo, la mayoria de los disolventes que se emplean se caracterizan por ser toxicos,
volatiles y peligrosos.® Por esta razén, la Quimica Verde se ha enfocado en la blsqueda
de disolventes menos peligrosos y mas amigables con el medio ambiente pero que sean
igual de eficientes a los convencionales. A estos compuestos se les conoce como
“disolventes verdes”.>¢ De acuerdo con los doce principios de la Quimica Verde, para que

una sustancia sea considerada de esta forma debe cumplir con los siguientes criterios:®’

= Obtenerse a partir de materias primas renovables.

= Estar disponible a gran escala.

= Ser asequible en términos de precios con respecto a los disolventes
convencionales.

= Ser reciclable por medio de procedimientos ecoeficientes.

= Estar disponible en grado técnico.

» Poder prepararse mediante un proceso de alta economia atdmica y ahorro de
energia.

» Poseer toxicidad minima con el fin de disminuir el riesgo frente a su manipulacion
o contacto con el medio ambiente.

= Ser biodegradable y que no produzca metabolitos téxicos.

= Presentar propiedades similares a los disolventes tradicionales.

= Ser estable térmicamente.

= No presentar inflamabilidad.

» Garantizar un facil almacenamiento y transporte.

Asimismo, la Quimica Verde esta relacionada estrechamente con los ODS, los cuales
fueron establecidos el 25 de septiembre de 2015 en la Asamblea General de la

Organizacion de las Naciones Unidas (Figura 1-3).
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Figura 1-3: Esquema correspondiente a los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS).
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Tomado de Organizacién de las Naciones Unidas (ONU), 2015.58

En este punto es necesario destacar la importancia y el reto que tiene la quimica en torno
a la salud y el bienestar, la produccién y consumo responsables, la preservacion de
ecosistemas terrestres y marinos, etc., con el fin de aprovechar los recursos actuales en

beneficio de la humanidad, sin poner en peligro las siguientes generaciones.>®






2.Metodologia

2.1 Muestray reactivos

La muestra de cocaina base empleada en las técnicas de extraccion y purificacion
correspondié a material incautado por las autoridades colombianas. Para la técnica GC-
MS se emple6é un CRM de clorhidrato de cocaina marca LIPOMED Lote 156.1B27.1 (frasco
x 100 mg). La muestra de cocaina base, asi como el CRM de clorhidrato de cocaina fueron
suministrados por el Grupo de Quimica de la Fiscalia General de la Nacion, quien ejercié
la respectiva custodia.

Se emplearon disolventes de grado analitico, tales como etanol, cloroformo y metanol, asi
como n-tetracosano (estandar interno en GC). Para el andlisis llevado a cabo por la técnica
Headspace-GC/MS (HS-GC/MS), se emplearon sulfato de sodio (Na;SO4) anhidro y
parafinas de alcanos saturados C7-Czo. Para la CC, se empleé silica gel 60 F24 (63-200
pum). El acetato de etilo empleado en las extracciones por PLE fue grado sintesis y el CO;
(99.8 %) para SFE fue grado alimenticio.

2.2 Caracterizacion inicial de la muestra

Tanto para la caracterizacion inicial como para los demas ensayos, las muestras se
maceraron y homogeneizaron. El punto de fusion (P.f.) fue medido usando un fusibmetro
Stuart SMP3 (Cole-Parmer, Staffordshire, UK). Asimismo, se llevaron a cabo métodos de

analisis de tipo cualitativo y cuantitativo, los cuales se describen en la seccién 2.3.

2.3 Métodos de analisis

La cromatografia en capa fina (Thin Layer chromatography — TLC) se utiliz6 para la
caracterizacion inicial de la muestra y como preliminar para la técnica de CC.

Para realizar los analisis cualitativos y cuantitativos de la muestra inicial, asi como de las
muestras obtenidas por los diferentes métodos de purificacion, se empled la técnica de

cromatografia de gases.
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2.3.1 Andlisis cualitativo

= Cromatografia en capa fina (TLC)

Para los ensayos realizados por TLC se emplearon placas de silica gel 60 Fzs4 (0.2 mm; 20
x 20 cm) de Merck y se utilizé luz UV (254 nm) como revelador. La fase mévil empleada
fue una mezcla de cloroformo:metanol (CHCIl3:CH3OH (6:1)).

Se llevaron a cabo pruebas para comparar la muestra inicial de cocaina con algunos
patrones de alcaloides provenientes de la hoja de coca (tropacocaina, benzoilecgonina,
ecgonina metil éster, 3',4’,5'-trimetoxicocaina, trans-cinamoilcocaina y norcocaina),
determinandose los Rf para cada uno de estos. Asimismo, se monitorearon las fracciones

provenientes de CC para confirmar la presencia de cocaina.

= Determinaciéon de solventes residuales por la técnica
Headspace-GC/MS (HS-GC/MS)

Se prepard una solucién de Na,SO4 al 22 %, tanto para los blancos como para las
muestras. Posteriormente, se pesaron 15.0 mg aproximadamente de cada muestra en su
correspondiente vial de HS. A cada uno de los viales, se le adicioné 5.0 mL de la solucién
preparada anteriormente y se llevo a sonicacion hasta disolucion total de la muestra. Para
el andlisis, se utilizé un cromatégrafo de gases 7890A acoplado a un detector de masas
5875N con automuestreador y equipado con un inyector automatico HS. La columna
utilizada para la separacion fue la DB-624 Ultra Inerte (60 m x 0.25 mm x 1.4 pm). El
programa de temperatura del horno fue de 45 °C durante 12 min, se aument6 a 140 °C a
7 °C/min y se volvié a incrementar a 210 °C a 30 °C/min manteniéndose por 5 min. El post
run fue de 240 °C durante 5 min para un tiempo total de ejecucién de 32.5 min. El inyector
se mantuvo a 200 °C empleando el modo de inyeccién split. Se empled helio como gas de
arrastre a un flujo de 1.05 mL/min. El detector de masas se oper6 en el modo de ionizacién
electronica, con un potencial de ionizacion de 70 eV. El headspace empleado fue un PAL
Gerstel MPS 2XL estatico, el cual se mantuvo a 80 °C con un tiempo de incubacion de 30
min. De igual forma, se realizo la inyeccion de parafinas para llevar a cabo el célculo de

los indices de retencion de Kovats.



23

» Cromatografiade gases acoplada a espectrometriade masas
(GC-MS)

Las muestras se secaron previamente a 50 °C por 4 h. Posteriormente, se prepararon
soluciones de 0.8 mg de muestra en 1 mL de etanol. Se utilizé un cromatdgrafo de gases
Agilent 7890B acoplado a un detector de masas 5977A con automuestreador. El detector
de masas se oper6 en el modo de ionizacidon electronica, con un potencial de ionizacién
de 70 eV. La separacion se realizé usando una columna capilar DB-5 (10 m x 0.1 mm X
0.1 um). El programa de temperatura del horno fue de 160 °C durante 0.5 min, se aumenté
a 200 °C a 15 °C/min y se volvi6é a incrementar a 300 °C a 30 °C/min. El post run fue de
320 °C durante 0.5 min para un tiempo total de ejecucion de 6.5 min. El volumen de
inyeccion fue de 0.2 uL empleando el modo de inyeccién split. La temperatura del inyector
se mantuvo a 280 °C. Se empled helio como gas de arrastre a un flujo constante de 0.4

mL/min.

2.3.2 Analisis cuantitativo

» Cromatografia de gases con detector de ionizacion de llama
(GC-FID)

Para llevar a cabo la cuantificacién de cocaina en las muestras, se empleé una curva de
calibracion en el rango de 300 a 700 ppm de cocaina, empleando n-tetracosano como
estandar interno a una concentracion de 100 ppm. Las muestras se secaron previamente
a 50 °C por 4 h. Se utilizé un cromatdgrafo de gases Agilent 7890A equipado con FID y
automuestreador. La separaciéon cromatografica se realiz6 usando una columna capilar
DB-5 (30 m x 0.25 mm x 0.10 um). El programa de temperatura del horno fue de 200 °C
durante 1 min, se aument6 a 230 °C a 15 °C/min manteniéndose por 2 min y se volvi6 a
incrementar a 260 °C a 30 °C/min. El tiempo total de ejecucion fue de 6 min. El volumen
de inyeccion fue de 1 uL empleando el modo de inyeccion split. La temperatura del inyector
se mantuvo a 280 °C. Se utilizé helio como gas de arrastre a una velocidad de flujo de 1.5
mL/min. El detector estuvo a una temperatura de 330 °C. Cada muestra se analizd por

triplicado.
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2.4 Métodos de extraccion y purificacion

2.4.1 Técnica convencional

= Cromatografia en columna (CC)

Se pesaron 3.0 g aprox. de la muestra de partida de cocaina y se disolvieron en 35 mL
aprox. de CHCIs. Posteriormente, se adicionaron 1.5 g aprox. de silica gel y esto se
concentrd a presion reducida. De igual forma, se preparé 1 L de la misma fase movil
descrita en TLC. Se emple6 una columna de vidrio (28 cm x 4.5 cm) que contenia silica gel
60 F240 (63 — 200 um) como fase estacionaria y se adicioné lentamente la fase mévil con

ayuda de una presién externa. Posteriormente, se agreg6 la muestra y se inicié el ensayo.

Se recolectaron fracciones de 5.00 mL realizando un seguimiento por TLC para verificar la
presencia de cocaina. Finalmente, las fracciones que contenian el alcaloide fueron

concentradas a presion reducida y analizadas de acuerdo con lo descrito en la seccién 2.3.

2.4.2 Técnicas emergentes

Con el propoésito de plantear una estrategia de extraccidén sostenible para aislar y purificar
la cocaina, se emplearon técnicas verdes de extraccién de manera secuencial. En primera
instancia, para separar los componentes volatiles contenidos en la muestra inicial (cocaina
base) se utiliz6 la técnica de SFE empleando como disolvente CO. supercritico.
Posteriormente, la muestra desprovista de compuestos volatiles se sometié a PLE,
empleando el disolvente seleccionado mediante la estimacion de los HSP. Los equipos
empleados fueron disefiados y ensamblados en el Laboratorio de Alta Presion (131) del
Grupo de Investigacion en Quimica de Alimentos-GiQA (COL0004549) del departamento
de Quimica de la Universidad Nacional de Colombia.

= Extraccion con fluidos supercriticos (SFE)

Se pesaron 10.0 g aprox. de muestra inicial (cocaina base) y se mezclaron con material
inerte (perlas de ebullicion). Esto se transfirid a la celda de extraccidén del equipo de SFE.
Se realizé una extraccion en modo dinamico a 50 °C y 80 bares por 15 min, usando CO;
supercritico como disolvente. Posteriormente, se dejo enfriar el reactor, se extrajo la
muestra y se peso. Finalmente, se analizé la muestra por los métodos descritos en la

seccion 2.3 (Figura 2-1).
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Figura 2-1: Esquema del equipo de Extraccién con Fluidos Supercriticos (SFE).

:

a. Compresor

b. Baio termostatado
c. Reactor

d. Rotametro

Elaborado por la autora utilizando el programa BioRender.

= Estimacion de los HSP

Los HSP para la cocaina y los disolventes verdes, se estimaron utilizando el software
HSPIiP® v 5.0. Sin embargo, también se realizaron estimaciones para otros disolventes
con caracter no ecoldgico. Para esto, se emple6 la notacién candnica SMILES de la
cocaina [CN1C2CCC1C(C(C2)OC(=0)C3=CC=CC=C3)C(=0)0C], utilizando el método
de ruptura molecular Yamamoto (Y-MB) en el software. Posteriormente, se estimaron los
HSP con ayuda de la herramienta DIY HSP. La afinidad entre la cocaina y los diferentes
disolventes se midié mediante el término “distancia" (Ra) empleando sus valores HSP, por

medio de una herramienta llamada “Solvent optimizer”.

= Extraccion con liquidos presurizados (PLE)

Se pesaron 0.2 g aprox. de la muestra proveniente de SFE y se mezclaron con material
inerte (perlas de ebullicién). Se realizaron diferentes extracciones en modo estético a 40,
70y 100 °C durante tiempos de extraccion de 5, 10 y 15 min a 100 bares, empleando como
disolvente acetato de etilo. Una vez culminé cada tiempo de extraccion, se procedio a

recolectar el extracto (45 mL aprox.) en un balén de fondo redondo y luego se concentré a
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presion reducida. Los solidos obtenidos se pesaron y fueron analizados bajo los métodos
propuestos en la seccion 2.3 de este documento (Figura 2-2).

Figura 2-2: Esquema del equipo de Extraccién con Liquidos Presurizados (PLE).

P

a. BombaHPLC
b. Precalentador
¢. Reactor

d. Bafio frio

e. Colector

Elaborado por la autora utilizando el programa BioRender.

= Disefios experimentales

A partir de los ensayos preliminares mencionados anteriormente, se llevé a cabo la
aplicacion de dos disefios experimentales para determinar la influencia de dos factores, en

torno a la variable respuesta correspondiente a la pureza del analito (% de cocaina).

Se realizé un disefio factorial 32, en donde se consideraron dos factores: temperatura (°C)
(A) y tiempo de extraccion (min) (B), bajo tres niveles en cada uno. Para el factor
temperatura se contemplaron los niveles 40, 70 y 100 °C, y para el factor tiempo de
extraccion se consideraron los niveles 5, 10 y 15 min. Se hicieron tres réplicas por cada
combinacion de tratamientos del experimento. La aleatorizaciébn de las unidades
experimentales se llevé a cabo por medio de Microsoft Excel, empleando un muestreo
aleatorio simple (M.A.S). A continuacién, se muestran las nueve combinaciones de

tratamientos (Tabla 2-1).
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Tabla 2-1: Tratamientos del disefio factorial 32.

A B
40
40 10
40 15
70 5
70 10
70 15
100 5
100 10
100 15

El modelo usado para la toma de la informacion del experimento realizado bajo este disefio

se muestra a continuacioén (ver Ecuacion (1.4)):

Yijk=,u+ai+ﬁj+(aﬁ)ij+eijk i=1,2,3;j=1,2,3;k:1,2,3 (14)

Yjx corresponde al efecto de la pureza de la cocaina en la i-ésima temperatura, el j-€simo
tiempo y la k-ésima réplica; u es la media general del experimento; «; es el efecto de la i-
ésima temperatura; f5; es el efecto del j-esimo tiempo, (af);; es el efecto de la interaccion
i-ésima de temperatura y j-€sima de tiempo, y e; . es el efecto del error experimental en la

i-ésima temperatura, j-ésimo tiempo y k-ésima réplica.

De igual forma, se hizo un disefio compuesto central rotable, en el cual también se tuvieron
en cuenta los dos factores considerados anteriormente en el disefio factorial 32. Los puntos
experimentales obtenidos con este experimento fueron: 2 puntos axiales con el minimo y
maximo del respectivo factor y 2% puntos factoriales que también correspondieron al
maéaximo y al minimo nivel de cada factor. Asimismo, se consideraron n puntos centrales.
Para el experimento desarrollado el valor de k fue dos, por lo cual se tuvieron cuatro puntos
axiales y cuatro puntos factoriales del disefio 22. Los puntos centrales que se tomaron
fueron cuatro, de acuerdo con la sugerencia propuesta por Montgomery D. (2004) y Melo
et al. (2007), con el objetivo de hacer optimizacién sobre la variable respuesta.®®®° La
distancia de los puntos axiales fue g = (2K)%/* para cumplir con la propiedad de

rotabilidad. Por lo tanto, el disefio conto con cinco niveles por factor (—8,—1,0,+1,+p), los



28 Desarrollo metodoldgico para obtener un material de referencia “in-house” de

cocaina para aplicaciones forenses

cuales fueron el punto axial minimo, el punto factorial minimo, el punto central, punto

factorial maximo y punto axial maximo.

Los puntos del disefio factorial 22 fueron (-1,-1), (-1,1), (1,-1), (1,1), los puntos axiales
(=pB,0), (B,0), (0,B8)y (0,—B) y el punto central fue (0,0) (Figura 2-3). Asimismo, para este
disefio compuesto central rotable se empled 8 = /2, lo cual permitié obtener las tablas que
se presentan a continuacion, en donde se muestran los niveles de los factores y las

corridas del experimento (Tablas 2-2 y 2-3).

Figura 2-3: Diagrama correspondiente al disefio compuesto central.
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Elaborado por la autora utilizando el software RStudio.

Tabla 2-2: Niveles de los factores para el disefio compuesto central rotable.

Factor Nivel bajo (-1) | Punto central (0) | Nivel alto (+1)
Temperatura (A) 40 70 100
Tiempo de extraccién (B) 5 10 15

Tabla 2-3: Puntos experimentales del disefio compuesto central rotable.

A B
-1 -1
1 -1
-1 1
1 1
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Tabla 2-3: (Continuacion)

A B

0 0

0 0
1.414 0
-1.414 0

0 1.414

0 -1.414

0 0

0 0

= Pruebat pareada

Con el fin de determinar si hubo diferencias significativas entre las purezas obtenidas en

SFE y PLE, se llevé a cabo la prueba t pareada.

2.5 Formulacion del disefio experimental para evaluar el
RMih de cocaina

Para un lote de 80 unidades de 20.0 mg de cocaina base purificada, se formulé un disefio
experimental para la evaluacion de los parametros de homogeneidad y estabilidad (Figura
2-4).

Figura 2-4: Esquema general para la evaluacion del RMih de cocaina base.

Evaluacién del RMih de cocaina
Verificacion inicial del material
Envasado
Ensayo de homogeneidad

Ensayo de estabilidad

Caractenzacion de la propiedad
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A continuacioén, se muestra el esquema de la metodologia realizada en este trabajo de
investigacion (Figura 2-5).

Figura 2-5: Diagrama correspondiente a la metodologia realizada.

Desarrollo metodolégico para obtencion
del RMih de cocaina

Caracterizacidn inicial de

la muestra de cocaina
TLC, GC-MS, HS5-
GC/MS, GC-FID, \
Extraccion y purificacion

Cromatografia en columna SFE + PLE Estimacidn de los HSP

Factorial 32

Disefios experimentales
Compuesto central
Formulacion disefio experimental rotable
para evaluacién del RMih



3.Resultados y discusion

3.1 Caracterizacion inicial de la muestra

Como material de partida se emple6 una muestra de cocaina base, cuya apariencia
correspondié a un polvo fino de color crema, que presentaba un olor caracteristico (Figura
3-1). Su P.f experimental fue de 96 °C, el cual coincide con lo reportado por la UNODC.5!

Adicionalmente, se determiné un contenido de cocaina de 81.3 % mediante GC-FID.

Figura 3-1: Muestra incautada de cocaina base.
w‘.

De igual forma, con el fin de determinar la posible presencia de impurezas en la muestra,
se aplico la técnica de TLC en donde se realizaron pruebas con diferentes eluyentes. A
partir de esto, al emplear la fase movil correspondiente a la mezcla de cloroformo:metanol
(CHCI3:CH30H (6:1)) se logré una mejor resolucion, lo cual permiti6 comparar la muestra
de partida con los estandares de alcaloides disponibles (Figura 3-2). Asimismo, se
determinaron los diferentes valores del factor de retardo (Rf) (Tabla 3-1). Es importante
resaltar que lo determinado por TLC sirvié como guia para el trabajo desarrollado por CC.
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Figura 3-2: Cromatoplaca perteneciente a la muestra de cocaina base y a los patrones de
alcaloides.

C.B: Cocainabase  57: Tropacocaina 58: Benzoilecgonina 59: Ecgonina metil éster
60: Ecgonina 61: Trimetoxicocaina 62: Trans-cinamoilcocaina  63: Norcocaina
L: Levamisol C.B 1000 ppm

Tabla 3-1: Valores del factor de retardo (Rf) para la cocaina y los patrones de alcaloides.

Carril Rf

C.B 0.67, 0.57,0.43

57 0.41

58 0.24

61 0.67

62 0.65

63 0.69

L 0.68

C.B 1000 ppm 0.59

Teniendo en cuenta lo anterior, la UNODC resalta que los principales alcaloides presentes
en la hoja de coca son: cis y trans-cinamoilcocaina, metilecgonina, benzoilecgonina,
ecgonina, norcocaina, 3',4’,5'- trimetoxicocaina, N-formilcocaina y tropacocaina.®® A partir
de la aplicacién de la técnica de TLC para la muestra inicial de cocaina, se evidencio la
posible presencia de tropacocaina, 3',4',5- trimetoxicocaina, trans-cinamoilcocaina y

norcocaina.
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Con el fin de confirmar lo evidenciado por medio de TLC, se llevé a cabo el andlisis por
GC-MS para el material de partida, obteniendo la informacion reflejada en la Tabla 3-2.

Tabla 3-2: Informacion obtenida por GC-MS correspondiente a la cocaina base inicial.

Sustancia Area Tiempo de retencion (tr) (min) Seiales (m/z)
Tropacocaina 45037 3.51 245.1 (M%), 124.1
(pico base), 105.0,
94.0, 82.0, 67.0, 42.0
Cocaina 18664778 4.65 303.1 (M%), 182.1,
94.1, 82.1 (pico base)

A partir de los resultados obtenidos, se evidencid que la muestra inicial contenia
tropacocaina y cocaina (Figura 3-3). Las sefiales obtenidas en los espectros de masas
experimentales de la tropacocaina y de la cocaina estan en concordancia con lo reportado
por la UNODC vy el Instituto Nacional de Estdndares y Tecnologia (National Institute of
Standards and Technology — NIST) (Figura 3-4).5%.62

Figura 3-3: Cromatograma de la muestra inicial de cocaina analizada por GC-MS.

Abundance TIC: CBASEINICIAL.D'data.ms

4654
7000000
8500000
6000000
5500000
5000000
4500000
4000000
3500000
3000000
2500000
2000000 TROPACOCAINA
1500000
1000000

500000
3.513 el 2 8%

1.60 1.80 2.00 2.20 2.40 2.60 2.80 3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4,60 4.80 5.00 5.20 5.40 560 580 6.00 6.20 6.40

Time->



34 Desarrollo metodoldgico para obtener un material de referencia “in-house” de

cocaina para aplicaciones forenses

Figura 3-4: Espectros de masas de componentes de la muestra inicial. A) Tropacocainay

B) Cocaina.
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Finalmente, la determinacion de los disolventes residuales por HS-GC/MS de la cocaina
inicial permitié dar una guia para la seleccion de las condiciones a emplear en SFE. A partir
de lo anterior, se obtuvieron los resultados en donde se muestran los disolventes
residuales mayoritarios en la muestra. De acuerdo con la informacion suministrada por
Agilent Technologies (2014) en torno a la columna DB-624 Ultra Inerte, se determinaron

los indices de retencion teéricos (Tabla 3-3).5
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Tabla 3-3: Disolventes residuales en la muestra inicial analizada por HS-GC/MS.

Sustancia | Tiempo de retencion (tr) (min) | Area normalizada indice de retencion
experimental — tedrico (Ir)
Benceno 26.62 231089.4 689 — 686
Tolueno 30.10 742658.8 797 — 793
Etilbenceno 32.53 88131.0 897 — 891
Xileno 32.69 307037.9 905 - 929
Octano 30.85 15015.0 800
Nonano 32.84 21123.4 900

De igual forma, se evidencio la presencia de hidrocarburos saturados lineales que pudieron
provenir de la extraccion inicial que se les realiza a las hojas de coca empleando derivados

del petréleo, como es el caso del queroseno.®

3.2 Métodos de extraccion y purificacion

Con el objetivo de purificar el material incautado de cocaina para obtener un candidato a
RMih, se evaluaron dos técnicas de extraccion y purificacién, una clasica y una emergente,
a saber: (i) cromatografia en columna (CC) y (ii) una estrategia secuencial de extracciéon

con fluidos supercriticos (SFE) y extraccién con liquidos presurizados (PLE).

3.2.1 Cromatografia en columna (CC)

De acuerdo con Clark et al. (1978), la cantidad de muestra a trabajar en CC da una guia
para determinar el diametro de la columna y el volumen de eluyente que se requiere.®®
Para la presente investigacion, se partié de 3.1699 + 0.0001 g de cocaina base, por lo cual
se utiliz6 una columna de vidrio con las medidas descritas en la seccion 2.4.1.
Adicionalmente, para esa cantidad de muestra se emplearon 1000 mL de fase movil

correspondiente a la mezcla de cloroformo:metanol (CHCI3:CH3OH (6:1)).

Se recolectaron fracciones de 5.00 mL realizando un seguimiento por TLC para verificar la
presencia de cocaina. Al realizar el analisis por GC-MS, se pudo evidenciar que en algunas
fracciones se presentaban los alcaloides cis y trans-cinamoilcocaina, pero no la
tropacocaina (Anexo A). Lo anterior permite inferir que se logré una adecuada purificacion.
Es importante resaltar que en la caracterizacion inicial que se realiz6 por GC-MS no
aparecian estos alcaloides, pero suelen estar presentes desde la pasta de coca y se

observan a partir de procesos de purificacion.
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Finalmente, las fracciones que contenian el alcaloide de cocaina fueron concentradas a
presion reducida, lograndose obtener un rendimiento del 69.6 %. Al analizarlas por GC-
MS, se logré observar un gran pico correspondiente a la cocaina (tr = 4.48 min) junto con
su correspondiente espectro de masas, en el cual se observa el patron de fragmentacion
propio de dicho analito (m/z = 303.1 (M¥), 182.1, 94.0, 82.1 (pico base)). Sin embargo, al
ampliar la zona entre 5.00 y 5.80 min del cromatograma, se pudieron evidenciar unos picos
muy pequefios en 5.18 y 5.62 min, los cuales se podrian atribuir a la presencia de cis y
trans-cinamoilcocaina, respectivamente (Figura 3-5). Para confirmar lo anterior, se

emplearon RM de los alcaloides mencionados.

Figura 3-5: Cromatograma y espectro de masas de la muestra obtenida por CC.
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A continuacion, se muestran imagenes de los cristales obtenidos, asi como del
homogeneizado de la correspondiente muestra. La cocaina cristalizé en forma de agujas

finas y al realizar el procedimiento de maceracion se obtuvo un sélido blanco y fino (Figura
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3-6). A partir de esto, se observo el cambio de color pasando de un tono crema de la
muestra inicial a un color blanco del homogeneizado de cocaina obtenido por CC. Es
importante resaltar que la formacion de cristales puede ser indicio de un incremento en la

pureza de la muestra, lo cual sera explorado en estudios posteriores.

Figura 3-6: Vista microscopica de la cocaina base por la técnica de CC. A) Cristales
obtenidos por CC y B) Sdlido obtenido por CC a partir de maceracién y homogeneizacion.

El analisis por GC-FID del producto obtenido por CC permitié determinar que éste presento

una pureza del 96.4 %.

3.2.2 Extraccién con fluidos supercriticos (SFE)

A partir de los resultados obtenidos por HS-GC/MS para la muestra inicial (seccién 3.2) en
pro de favorecer la eliminacién de compuestos volatiles, en su mayoria hidrocarburos
aromaticos, y teniendo en cuenta lo reportado por Gupta y Shim (2007), se tomaron como
base las condiciones de trabajo de 40 a 80 °C y 70 a 100 bares.®® A partir de esto, se
realizaron ensayos preliminares a diferentes condiciones de extraccion, determinando que
50 °C, 80 bares y 15 min generaba una mayor purificacion de la muestra. A estas
condiciones de extraccion, empleando CO, supercritico, se determind gravimétricamente

un rendimiento del 94.8 %.

A partir del andlisis por HS-GC/MS, tanto de la muestra inicial de cocaina base como de la
muestra sometida a SFE, se observd la variacion en las &reas obtenidas para los
componentes en las respectivas muestras (Tabla 3-4).



38 Desarrollo metodoldgico para obtener un material de referencia “in-house” de

cocaina para aplicaciones forenses

Tabla 3-4: Comparacion de areas de disolventes residuales entre muestras.

Sustancia Area normalizada de la Area normalizada de la Porcentaje (%) de pérdida
cocaina inicial muestra por SFE de volatiles

Benceno 231089.4 14323.1 93.8
Tolueno 742658.8 69508.4 90.6
Etilbenceno 88131.0 8844 .4 90.0
Xileno 307037.9 - 100.0
Octano 15015.0 - 100.0
Nonano 21123.4 - 100.0

A partir de la informacion anterior, se observd que la muestra tratada por SFE present6
una reduccién en componentes volatiles mayor que el 90 %. Adicionalmente, se evidencié
la eliminacién total de los hidrocarburos saturados lineales provenientes del queroseno
(Anexo B).

Por otro lado, al realizar el andlisis por GC-MS, se observd un gran pico correspondiente
a la cocaina (tr = 4.48 min) junto con su correspondiente espectro de masas, en el cual se
observa el patrén de fragmentacién propio de dicho analito (m/z = 303.1 (M%), 182.1, 94.0,
82.0 (pico base)) (Figura 3-7). Adicionalmente, no se observé el pico correspondiente a la
tropacocaina, sugiriendo una efectiva purificacién en torno a impurezas alcaloidales por
medio de SFE.
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Figura 3-7: Cromatograma y espectro de masas de la muestra obtenida por SFE.
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En cuanto al analisis por GC-FID, se obtuvo un valor de pureza del 81.4 %, evidencidndose

un incremento a partir de la muestra inicial.

De acuerdo con investigaciones realizadas por Radcliffe et al. (2000), la SFE ha
representado un avance importante en torno a drogas de abuso presentes en matrices
biologicas, debido a que reduce el tiempo de andlisis, no se requieren grandes cantidades
de disolvente y es mas rentable.®” Lo mencionado va en concordancia con la presente
investigacion, en donde se evidenciaron multiples ventajas con respecto al método
convencional de CC. Por ejemplo, el tiempo de extraccion en SFE fue de 15 min, mientras
que la CC tard6 entre 6 y 8 h. Adicionalmente, el CO, no es toxico, no es inflamable, es
economico y es un buen disolvente para compuestos organicos, mientras que los
disolventes orgénicos como cloroformo y metanol usados en la técnica de CC, presentan
algunas limitaciones.% El primero ha sido catalogado como carcinégeno y el segundo, a
pesar de ser reconocido recientemente como ambientalmente seguro, debe continuar

siendo tratado como residuo peligroso.>5:6°
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3.2.3 Seleccion del disolvente verde mas adecuado para la
purificacion de cocaina empleando el modelo HSP

Los HSP de la cocaina en condiciones ambientales (25 °C-1.01 bar) fueron calculados
aplicando el método Y-MB en el software HSPiP® y los valores obtenidos se pueden
observar en la Tabla 3-5.

Tabla 3-5: Parametros de solubilidad de Hansen y distancia para la cocaina y algunos

disolventes.
Compuesto/Disolvente | §p (MPa*?) | &p (MPa'?) &n (MPal’?) Ra*
Cocaina 18.1 5.0 4.7 0.0
D-Limoneno 17.2 1.8 4.3 3.7
Tolueno 18.0 14 2.0 4.5
Acetato de etilo 15.8 5.3 7.2 5.2
Acetona 155 10.4 7.0 7.9
Lactato de etilo 16.0 7.6 125 9.2
Hexano 14.9 0.0 0.0 9.4
Etanol 15.8 8.8 194 15.9
Metanol 14.7 12.3 22.3 20.2

dp: Pardmetro de interaccion dispersiva; op: Pardmetro polar; 4: Pardmetro de enlace de

hidrogeno; R.*: Distancia con respecto a la cocaina

El parametro de interaccion dispersiva (dp = 18.1 MPa'?) para la cocaina indicé una mayor
influencia en los parametros de solubilidad, lo cual se puede atribuir al grupo fenilo y al
nudcleo tropanico. Por otro lado, el parametro polar de las interacciones dipolo-dipolo (& =
5.0 MPa'?) se puede ver influenciado por los grupos éster en la molécula, mientras que el
parametro correspondiente a enlaces de hidrégeno (dn = 4.7 MPa'?) puede deberse a las

posibles interacciones como base de Lewis que puede presentar la cocaina (Figura 3-8).
Figura 3-8: Molécula de la cocaina.

/
HSC\N o

Elaborado por la autora utilizando el programa ChemSketch.
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Los valores de HSP se utilizaron para predecir la solubilidad de la cocaina en disolventes
verdes y no verdes, por medio del célculo de la "distancia" (Ra). Es importante resaltar que

un menor valor de Ra, indica mayor afinidad entre el disolvente y el soluto.

De acuerdo con los valores obtenidos, la secuencia de la solubilidad de la cocaina de
manera decreciente corresponde a: D-limoneno > tolueno > acetato de etilo > acetona >

lactato de etilo > hexano > etanol > metanol.

En primer lugar, teniendo en cuenta el grupo correspondiente a los disolventes verdes, los
valores de R, reflejaron una mayor solubilidad de la cocaina con el D-limoneno (3.7 MPa'?)
en comparacion con el acetato de etilo (5.2 MPa'?), el lactato de etilo (9.2 MPa'?) y el
etanol (15.9 MPa'?). El D-limoneno es considerado como un disolvente de base biol6gica
muy valioso, debido a que posee propiedades de solubilidad similares a las de los
disolventes comunes de baja polaridad. Sin embargo, su alto punto de ebulliciéon (Pe, = 176
°C) dificulta su eliminacién y requiere mucha energia.’® En cuanto al lactato de etilo, su alto
Peb (154 °C) también hace dificil su evaporacion, lo cual limita su uso.”* Por otro lado, el
valor Ra del etanol con respecto a la cocaina, sugiere que es el disolvente verde menos
apropiado para disolverla. Por lo tanto y teniendo en cuenta el orden de la secuencia
mencionada, el acetato de etilo se escogié como el mejor disolvente ecoldgico para ser
empleado en los ensayos de PLE. Es importante resaltar que este disolvente es
ampliamente considerado para trabajos en la Quimica Verde, debido a su baja toxicidad y

a gue no es cancerigeno.”

De igual manera, uno de los objetivos de los HSP es buscar la sustitucion de los disolventes
derivados del petréleo.>! Por esta razén, a pesar de que el tolueno podria ser un buen
disolvente para la cocaina (Ra= 3.7 MPa'?), no se contempla para procesos emergentes

de extraccioén y purificacion.

3.2.4 Estudio empleando extraccion con liquidos presurizados
(PLE)

Con el fin de determinar la influencia de la temperatura y del tiempo de extracciéon

empleados en PLE mediante dos disefios experimentales, se llevé a cabo una serie de

ensayos a 40, 70 y 100 °C durante tiempos de extraccién de 5, 10 y 15 min a 100 bar,

utilizando como disolvente acetato de etilo. Teniendo en cuenta que no se ha reportado
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estudios de PLE en muestras incautadas de cocaina, las temperaturas se seleccionaron
de acuerdo con los limites que presenta el equipo de extraccion.

Las purezas de las muestras de cocaina oscilaron entre 80.2 y 86.1 % (Tabla 3-6). Se
evidencié que a la temperatura de 112.4 °C se gener0 un residuo con apariencia de

descomposicién (quemado) al interior del recipiente extractor.

Tabla 3-6: Valores de rendimiento y pureza obtenidos por PLE.

Temperatura (°C) | Tiempo de extraccién (min) | Rendimiento (%) | Pureza (%)
27.6 10 57.5 80.8
40 5 44.6 84.5
40 10 50.0 84.9
40 15 55.7 85.1
70 2.9 81.9 84.3
70 5 84.3 86.1
70 10 87.1 82.8
70 15 78.8 83.6
70 17.1 84.9 82.3
100 5 80.3 84.0
100 10 75.3 83.7
100 15 77.6 82.6
112.4 10 93.7 80.2

La cocaina formoé cristales en la mayoria de los tratamientos y el sélido de la muestra
homogeneizada pas6 de color crema intenso (cocaina base resultante de SFE) a color

blanco (Figura 3-9).
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Figura 3-9: Vista microscépica de la cocaina base por la técnica de PLE.

40 °C 70°C

27.6 °C-10 min

100 °C
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3.2.5 Disefio experimental y andlisis estadistico para PLE

Tal como se menciond, se evaluaron dos disefios experimentales (disefio factorial 32 y
disefio compuesto central rotable), en donde se estudiaron dos factores que podrian incidir
sobre la pureza de la cocaina al aplicar la técnica de PLE: temperatura (A) y tiempo de
extraccion (B).

» Disefio factorial 32

En la tabla 3-7 se presentan los porcentajes de pureza obtenidos para las muestras de

cocaina base sometidas a las distintas combinaciones de tratamientos por PLE.

Tabla 3-7: Valores de pureza (en porcentaje) obtenidos a partir de PLE para el disefio

factorial 32.
A B Pureza (%)
40 5 84.1
40 5 84.8
40 5 84.6
40 10 85.8
40 10 86.4
40 10 82.5
40 15 84.3
40 15 84.9
40 15 86.1
70 5 85.3
70 5 81.8
70 5 91.1
70 10 81.5
70 10 84.6
70 10 82.3
70 15 85.3
70 15 83.3
70 15 82.3
100 5 83.4
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Tabla 3-7: (Continuacion)

A B Pureza (%)
100 5 85.8
100 5 82.9
100 10 81.6
100 10 85.5
100 10 84.1
100 15 80.7
100 15 83.4
100 15 83.6

Con base en los datos obtenidos, se llevo a cabo el analisis de varianza que se presenta
en la Tabla 3-8. Por otro lado, a partir de los residuos del modelo, se realizé la validacion
de los supuestos de normalidad, homocedasticidad e independencia asociados a este,
bajo un nivel de significancia del 0.05. Para esto, se emplearon las pruebas de Shapiro-
Wilk, Bartlett y Durbin-Watson, cuyos P-valor fueron mayores que el nivel de significancia
mencionado. De lo anterior, se concluye que con un nivel de significancia de 0.05, no hay
evidencia estadistica para rechazar la hip6tesis nula (Anexo C). Por lo tanto, no hay efecto
significativo de los tratamientos (interaccién entre la temperatura (A) y el tiempo de
extraccion (B)) en la pureza de la cocaina, a partir del P-valor > 0.05. De igual forma, los
factores principales de temperatura (A) y tiempo de extraccion (B) tampoco tienen un efecto

significativo sobre la pureza de la cocaina.

Tabla 3-8: Analisis de varianza de los datos de pureza obtenidos por PLE.

Fuente de variacion Sumade Grados de Cuadrado F Valor P
cuadrados libertad medio
Temperatura (A) 6.04 2 3.021 0.553 0.585
Tiempo de extraccion (B) 13.61 2 6.803 1.245 0.312
AxB 10.98 4 2.744 0.502 0.734
Error 98.34 18 5.463
Total 128.97 26

» Diseflo compuesto central rotable

El disefio compuesto central rotable se empled con el fin de optimizar la pureza de la

cocaina, a partir de los factores estudiados en el experimento (Tabla 3-9).
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Tabla 3-9: Valores de pureza (en porcentaje) obtenidos a partir de PLE para el disefio
compuesto central rotable.

A (X1) B (X2) Pureza (%)
-1 -1 84.1
1 -1 83.4
-1 1 84.3
1 1 80.7
0 0 81.5
0 0 84.6

1.414 0 80.2

-1.414 0 80.8
0 1.414 82.3
0 -1.414 84.3
0 0 82.3
0 0 82.1

A (X1) = Temperatura; B (X2) = Tiempo de extraccion

A partir de los datos obtenidos, se obtuvieron los coeficientes de los parametros del modelo
de segundo orden establecido (Tabla 3-10). Teniendo en cuenta esta informacién, se
concluye que los coeficientes de primer orden asociados a la parte lineal de temperatura y
tiempo de extraccion no tienen efecto significativo en cuanto al porcentaje de pureza de la
cocaina. De igual manera, la interaccion entre los dos factores no resulta ser significativa
y tampoco los coeficientes cuadraticos de temperatura y tiempo de extraccién (P-valor >
0.05). Por otro lado, a partir de los residuos del modelo, se realizé la validacién de los
supuestos de normalidad, homocedasticidad e independencia asociados a este, bajo un
nivel de significancia del 0.05. Para esto, se emplearon las pruebas descritas en el disefio

factorial 32, cuyos P-valor fueron mayores gue el nivel de significancia mencionado.

Tabla 3-10: Coeficientes estimados de los pardmetros del modelo de segundo orden junto

con su significancia para los datos de pureza obtenidos por PLE.

Fuente de variacion Estimado | Error estandar Valor t Pr (It])

Intercepto (B,) 82.59466 0.65082 126.9091 1.614e-11

Temperatura (8;) -0.62204 0.46034 -1.3512 0.2253
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Tabla 3-10: (Continuacion)

Fuente de variacion Estimado | Error estandar Valor t Pr (|t])
Tiempo de extraccion (8,) | -0.67879 0.45926 -1.4780 0.1899
Interaccion (B;,) -0.72250 0.65082 -1.1101 0.3094
(B11) -0.73452 0.51521 -1.4257 0.2038

(By2) 0.64070 0.51134 1.2530 0.2568

El modelo matemaético entre la variable respuesta y los factores independientes, se obtuvo
mediante regresion multiple de una expresion cuadrética (ver Ecuacion (1.5)). A partir de
este modelo, se puede establecer el modelo de la superficie de respuesta, correspondiente
a un modelo de segundo orden.

Y; = Bo + BiX1 + BoXo + P12X1 Xy + P11 XD + ParXi + e (1.5)

Y; corresponde al efecto de la variable respuesta, es decir, la pureza de cocaina (% de
cocaina); los coeficientes f son los parametros asociados a las diferentes variables
independientes, cuyos valores se determinan a partir del modelo; X; y X, corresponden a
los factores Ay B evaluados de manera independiente; X; X, representa la interaccion entre
los factores estudiados; X,X, representa la interaccion entre los factores estudiados;
X2 representa la variable temperatura de forma cuadratica; X7 representa la variable

tiempo de extraccion de forma cuadratica y e; es el error del modelo.

Teniendo en cuenta que no hubo interaccion estadisticamente significativa entre los
factores evaluados, no se pueden establecer puntos maximos ni minimos para llevar a
cabo la optimizacién. Sin embargo, se encontré un punto estacionario, el cual corresponde
al punto sobre la superficie en el que la pendiente es cero, pero no es un extremo local. Lo
anterior hace referencia a que no es un maximo ni un minimo, es solamente el punto sobre
la superficie en el que la elevacion es méxima en una direccion y minima en la direccion
perpendicular (Figura 3-10). A partir de lo anterior, el punto de silla se da en las condiciones

de extraccion correspondientes a 53.9 °C y 11.1 min.
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Figura 3-10: Punto de silla obtenido a partir del disefio compuesto central rotable. A)

Superficie de respuesta y B) Gréfica de contorno.

odwsai| w
12 16

T T -
e
\/

&

\

0
)

40 60 80 100
Temperatura

Obtenido por la autora utilizando el software RStudio.

Del grafico se puede observar que la elevacion maxima en el porcentaje de pureza de la
cocaina ocurre hacia la regién donde la temperatura esta entre 40 y 60 °C, y en un tiempo
entre 0y 2 min. Lo anterior se puede observar en los contornos y la superficie de respuesta
de la Figura 3-10. La prediccién en el punto estacionario corresponde a un valor de pureza
del 82.6 %. Al realizar un desplazamiento por el grafico en la direccion de elevacién a partir
del punto de silla es posible observar que, en las condiciones de 50 °C y 2 min, se presenta

un porcentaje mas elevado de la pureza correspondiente al 85.4 %.
3.2.6 Comparacion estadistica entre SFE y PLE empleando la
pruebat pareada

Con el fin de corroborar si hubo un aumento de pureza en la estrategia secuencial entre
las técnicas verdes correspondientes a SFE y PLE, se llevo a cabo una prueba t pareada

para cada uno de los disefios experimentales propuestos.
Para el disefio factorial 32, se obtuvieron los siguientes valores:

t=6.1801 df (grados de libertad) =26 Valor p =0.00000155 Intervalo de confianza
al 95 % = (1.77;3.53)

Teniendo en cuenta que el p-valor < 0.05, se evidencia que hubo un aumento de pureza.

Adicionalmente, se concluye que con un nivel de confianza del 95 %, se estima que la
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diferencia promedio entre la pureza final y la inicial estd entre 1.77 y 3.53. Lo anterior quiere
decir que hubo un aumento significativo de pureza entre SFE y PLE.

Para el disefio compuesto central rotable, se obtuvieron los siguientes datos:

t=2.656 df (grados de libertad) =11 Valor p = 0.02234 Intervalo de confianza
al 95 % = (0.20;2.18)

Teniendo en cuenta que el p-valor < 0.05, hay evidencia estadistica para rechazar la
hipétesis nula. Por lo tanto, se determiné que hubo un aumento de pureza. Asimismo, se
concluye que con un nivel de confianza del 95 %, se estima que la diferencia promedio
entre la pureza final y la inicial esta entre 0.20 y 2.18. Lo anterior ratifica que hubo un

aumento significativo de pureza entre SFE y PLE.

3.3 Diseflo experimental para la evaluacion del RMih de
cocaina

Con el propésito de evaluar el lote de cocaina base a obtener a partir de la investigacion
realizada, se formulé un disefio experimental para la evaluacion de la homogeneidad y

estabilidad de un lote de material de referencia.

3.3.1 Verificacion inicial del material

De acuerdo con Aguilar et al. (2023) es importante la evaluacion de la homogeneidad
porque garantiza que el valor de la propiedad de interés se encuentre uniformemente

distribuido en la totalidad del lote y dentro de las unidades de este.?®

A partir de la matriz de cocaina base que se candidatizard como RMih, se llevara a cabo
una verificacion inicial de la homogeneidad dentro del material. Inicialmente, se
homogeneizara y se llevard a 50 °C por 12 h. Posteriormente, se tomaran siete
submuestras de 10 mg, las cuales se diluiran en 15.0 mL de n-tetracosano. Se obtendran
siete soluciones y, a partir de cada una de estas, se realizaran tres mediciones
instrumentales por GC-FID (Figura 3-11). Es importante resaltar que las 21 réplicas se
dividirdn en tres blogues de medicion (7 réplicas por bloque), entre los cuales se
recomienda incluir una solucién de control con el propésito de evaluar posteriormente la
deriva instrumental. A partir de los resultados obtenidos, se llevard a cabo un analisis de

varianza para poder estimar la incertidumbre dentro del material. Se espera una
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incertidumbre menor que el 1 % para que sea una verificacion optima, con respecto a la

homogeneidad dentro del material.

Figura 3-11: Esquema general para la verificacion inicial de la homogeneidad del material.

Soluciones de partida

X3 3 x3 X3 X3 X3 X3 Réplicas

Réplicas instrumentales
(triplicado)

3.3.2 Envasado

Una vez verificada la homogeneidad del material candidato, se procedera a preparar un
lote de 80 unidades de 20 mg de cocaina base que ha sido purificada previamente. Esto
se realizar4 en viales de vidrio pequefios, debidamente rotulados y almacenados en
desecador. Es importante resaltar que se recomienda envasar lo mas rapido posible el

material, para evitar su hidratacion y exposicién al ambiente.?®

3.3.3 Estudio de homogeneidad

El estudio de homogeneidad busca determinar si hay variacion en la propiedad de interés
y si se presentan tendencias dentro del lote, a partir del envasado y procesamiento del
material. Por esta razon, es importante emplear el nUmero de unidades suficientes para

evaluar lo descrito.?®

Por lo anterior, y teniendo en cuenta las recomendaciones de la guia I1ISO 35, se
seleccionaran 8 unidades correspondientes al 10 % del lote, considerando que el lote
propuesto es pequefio (<100 unidades). Para este proceso, se aplicara un muestreo
aleatorio estratificado, en donde se dividira el lote en 8 segmentos para escoger de manera

aleatoria las unidades que seran evaluadas en el estudio de homogeneidad.
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= Evaluaciéon de tendencias

Tal como se mencion6 anteriormente, la evaluacién de tendencias permite determinar si

hubo problemas en el momento del envasado o mediciéon del material.?®

Para las tendencias de medicion, se realizara una gréafica exploratoria correspondiente a
las respuestas (Respuesta cocaina base/Respuesta estandar interno) contra el orden de
medicion. Para las tendencias de envasado, se construird una grafica exploratoria
correspondiente al promedio de las respuestas para cada botella contra el orden de
envasado. Posteriormente, se realizard un analisis de regresion para evaluar una
tendencia estadisticamente significativa, junto con la aplicacion de una prueba t de Student

bajo un nivel de confianza del 95 %.

= Estimacién de laincertidumbre de la homogeneidad

Una vez confirmado que no se presentan tendencias de envasado y de medicion, se
procedera a estimar la incertidumbre asociada a la homogeneidad del material. Para esto
es empleara andlisis de varianza. Posteriormente, a través de los cuadrados medios (CM)

obtenidos, se estimara la incertidumbre.

3.3.4 Estudio de estabilidad a corto plazo

El estudio de estabilidad sera llevado a cabo a través de un disefio isdcrono. El material
sera expuesto a una temperatura de 50 °C por 5 dias. Los tiempos evaluados seran t, = 0,
t.= 12, t, = 24, t; = 72, t, = 120 h). Se seleccionaran diez viales al azar (previamente
preparados en el estudio de homogeneidad), en donde ocho unidades estaran a 50 °C y
dos unidades se encontraran en desecador para el t,. Al finalizar, todas las unidades seran
analizadas por GC-FID y la estabilidad se evaluara mediante regresion lineal, junto con la
aplicacion de una prueba t de Student bajo un nivel de confianza del 95 %. La incertidumbre
atribuida a la estabilidad seré& calculada de acuerdo con las recomendaciones de la guia
ISO 35.2°

3.3.5 Estudio de estabilidad a largo plazo

El estudio de estabilidad a largo plazo se llevara a cabo mediante un estudio acelerado
isécrono. Dependiendo de los resultados obtenidos en el estudio a corto plazo, se
seleccionaran dos temperaturas que induzcan la descomposicion del material, por ejemplo,

60 °C y 80 °C. Posteriormente, el material sera expuesto a estas temperaturas durante un
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periodo de 20 dias, tomando muestras en intervalos especificos (to =0, t1 =3, t, =6, t3 =
10 y t4 = 20 dias). Las condiciones de referencia para el estudio isdcrono corresponderan
a 20 °C + 3 °C, y las muestras se almacenaran en un desecador. Al finalizar el estudio,
todas las unidades seran analizadas por GC-FID, y la estabilidad se evaluard mediante
regresion lineal, ademas de la aplicacion de una prueba t de Student bajo un nivel de
confianza del 95 %. La incertidumbre atribuida a la estabilidad sera calculada de acuerdo

con las recomendaciones de la guia 1ISO 35.%°



4.Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

La fase movil correspondiente a la mezcla de cloroformo:metanol (CHCI;:CH;OH
(6:1)) determinada mediante la técnica de TLC, permiti6 una separacion eficiente
de los diferentes alcaloides presentes en la cocaina base inicial mediante CC. A
partir de esto, se obtuvo una pureza de 96.4 % partiendo de un valor inicial de 81.3
%.

La técnica HS-GC/MS dio una guia importante para establecer las mejores
condiciones a trabajar en SFE (50 °C, 80 bar, 15 min), con el fin de favorecer la

eliminacion de los compuestos volatiles presentes en la cocaina base inicial.

Teniendo en cuenta que hasta donde se tiene conocimiento, este es el primer
trabajo reportado en donde se emplea una estrategia secuencial ambientalmente
amigable (SFE-PLE) partiendo de material incautado de cocaina base, el resultado
de pureza de 86.1 % da un buen acercamiento para que la matriz sea empleada

como candidato a RMih en aplicaciones forenses en Colombia.

El disefio factorial y el disefio compuesto central rotable permitieron determinar que
los factores evaluados de temperatura y tiempo de extraccion no influyeron sobre
la variable respuesta correspondiente a la pureza de la cocaina (% del analito). Sin
embargo, a partir del modelo de segundo orden obtenido para la superficie de
respuesta, se pudo obtener un punto de silla que representa una zona en donde es
posible generar un mejoramiento en la variable respuesta empleando PLE. Esto
permite sugerir que se puede llegar a un punto Optimo concentrandose hacia la

region donde empieza a presentarse un aumento en la pureza.
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4.2 Recomendaciones

A partir de la investigacién realizada, se enmarcan las siguientes recomendaciones en

miras de continuar fortaleciendo esta tematica:

= Probar un sistema de disolventes en gradiente para la cromatografia en columna,

con el fin de lograr una mejor separacion de los alcaloides presentes en la cocaina.

= Ensayar con mezclas de disolventes para alcanzar la solubilidad que presenta el

D-limoneno, teniendo en cuenta lo evaluado por medio de los HSP.

= Realizar experimentacion secuencial concentrandose en el rango entre 40y 60 °C,
y entre 0 y 2 minutos, debido a que se evidencié un mejoramiento en el valor de

pureza de la cocaina empleando PLE, de acuerdo con la superficie de respuesta.

» Evaluar el candidato a RMih de cocaina con base en el disefio experimental
propuesto para la evaluacion de estabilidad y homogeneidad.



A. Anexo: Informacion de GC-MS para
cromatografia en columna (CC)

Reporte generado a partir de GC-MS de las fracciones obtenidas en CC.

Fraccion Sustancia Area Tiempo de retencidn (tg) (Min)

5 Cocaina 859656 4.592
Cocaina 11204287 4.628

6 Cis-cinamoilcocaina 12830 5.236
Trans-cinamoilcocaina 17125 5.640

Cocaina 44377531 4.687

7 Cis-cinamoilcocaina 54581 5.236
Trans-cinamoilcocaina 110808 5.640

Cocaina 71979991 4.723

8 Cis-cinamoilcocaina 125374 5.241
Trans-cinamoilcocaina 194647 5.642

Cocaina 89652375 4.744

9 Cis-cinamoilcocaina 183203 5.243
Trans-cinamoilcocaina 247968 5.645

Cocaina 76667090 4.731

10 Cis-cinamoilcocaina 149243 5.241
Trans-cinamoilcocaina 158910 5.642

Cocaina 72326074 4.726

11 Cis-cinamoilcocaina 130047 5.241
Trans-cinamoilcocaina 124578 5.642

Cocaina 87887290 4.744

12 Cis-cinamoilcocaina 242652 5.243
Trans-cinamoilcocaina 162292 5.645

Cocaina 55939158 4.705

13 Cis-cinamoilcocaina 114887 5.238
Trans-cinamoilcocaina 69282 5.642
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B. Anexo: Cromatogramas obtenidos
a partir del andlisis por HS-GC/MS

Cromatograma de la muestra inicial de cocaina analizada por HS-GC/MS.

+ TIC Scan Det-SchiFies-GC-MSD P
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Cromatograma de la muestra de cocaina por SFE analizada por HS-GC/MS.
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C.

= Disefio factorial 32

Anexo: Pruebas de hipodtesis

Temperatura (A)

Tiempo de extraccion (B)

Interaccion Ay B

Ho:as=0(i=1,2,...,2)
Hi: Por lo menos un o;# 0
Decision: Rechazar Hp si F

2 F@,a-1,(n-1)ab)

Ho:Bj=0(=1,2,...b)
H1: Por lo menos un Bj# 0
Decisién: Rechazar Ho si F

2 F@,b-1,(n-1)ab)

Ho: (aB)ij=0(i=1,2,...,3a;]j
=1,2,...b)

Hi:: Por lo menos un (of)ij #
0

Decision: Rechazar Ho si F

2 F (0., (a-1)(b-1)s (n-1)ab)

» Disefio compuesto central rotable

Ho: Los parametros de los coeficientes del modelo de regresion de segundo orden no son

significativos.

Hi: Por lo menos, uno de los coeficientes del modelo de regresion de segundo orden es

significativo.

» Pruebat pareada

La prueba de hipotesis es la siguiente: Ho: pa = 0y Ha : Ha # 0, en donde se rechaza Ho

cuando t > typ.






D. Anexo: Productos académicos

Articulo en elaboracion

= Natalie Alvarez-Alarcon, William F. Garzon-Méndez, Fabian Parada-Alfonso, Diego
Ballesteros-Vivas y Luis |. Rodriguez-Varela. Determination of the Hansen Solubility

Parameters of some abuse drugs. Journal of Analytical Science and Technology.

Capitulo publicado en libro

= Natalie Alvarez-Alarcon, Juan S. Ortiz-Ramirez, Jenny P. Ortega-Barbosa, Diego
Ballesteros-Vivas, Luis |. Rodriguez-Varela y Fabidn Parada-Alfonso. (2023).
Pressurized Liquid Extraction (PLE). En Bentham Science Publishers Ltd., Green
Extraction Techniques in Food Analysis (357-395). University of Alcala, Alcala de

Henares, Madrid, Spain.

Participacion en congresos

= XIX Congreso Colombiano de Quimica: “alianza por un desarrollo sostenible”,
2023: “Desarrollo Metodolégico para Obtener un Material de Referencia “in-house”
de Cocaina para Aplicaciones Forenses en el Marco de los ODS". Natalie Alvarez-
Alarcén, William F. Garzén-Méndez, Sandra E. Melo-Martinez, Diego Ballesteros-

Vivas y Luis |. Rodriguez-Varela.

= Congreso Latinoamericano de Quimica, 2020: “DESARROLLO DE MATERIALES
DE REFERENCIA “IN HOUSE”: UN DESAFIO FORENSE”. Natalie Alvarez-
Alarcén, Dennis Mauricio Ocampo-Chaguendo, Manuel Hernando Nova-Fuentes,
Liz Wendy Cuadros-Veloza, Diego Alberto Sanchez-Robayo, William Fernando

Garzén-Méndez, Sandra E. Melo-Martinez, Fabian Parada-Alfonso.

=  Congreso Latinoamericano de Quimica, 2020: “AVANCES Y RETOS EN QUIMICA
FORENSE: DROGAS DE ABUSO EN AMERICA LATINA”. William Fernando
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