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Resumen 

 

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

cocaína para aplicaciones forenses. 

 

En este trabajo se desarrolló una metodología para obtener un material de referencia “in-

house” (RMih) de cocaína a partir de una muestra incautada, teniendo en cuenta diferentes 

lineamientos internacionales, así como los principios de la Química Verde y los Objetivos 

de Desarrollo Sostenible (ODS). Para llevar a cabo esto, se evaluaron diferentes técnicas 

de extracción y purificación, tales como (i) cromatografía en columna (CC) y (ii) una 

estrategia secuencial de extracción con fluidos supercríticos (SFE) y extracción con 

líquidos presurizados (PLE). Asimismo, se emplearon los parámetros 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 extracción y purificación usadas, por medio de cromatografía de gases 

acoplada a espectrometría de masas (GC-MS) y cromatografía de gases con detector de 

ionización de llama (GC-FID). Teniendo en cuenta lo anterior, se realizó la evaluación de 

dos diseños 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 presentó un valor de pureza del 81.3 %. Por CC se logró obtener el 

analito con una pureza del 96.4 %, en donde se empleó una fase móvil correspondiente a 

cloroformo-metanol (6:1). Por otro lado, empleando la estimación de los HSP para la 

cocaína, se determinó que el disolvente más adecuado para emplear en PLE era el acetato 

de etilo (EtOAc). La estrategia secuencial ambientalmente amigable SFE-PLE (empleando 

como disolventes CO2 supercrítico y EtOAc, respectivamente) permitió obtener el analito 

con una pureza del 86.1 %. Finalmente, se propuso un diseño metodológico con el objetivo 

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



 

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

Purificación; Diseño 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 

(i) column chromatography (CC) and (ii) 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 CO2 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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Introducción 

El consumo de drogas de abuso es una problemática mundial que cada día se acentúa 

más, generando impactos sociales y de salud pública. Para el caso específico de la 

cocaína, los estudios del Observatorio de Drogas de Colombia (ODC) señalan que la 

pandemia y la pospandemia han ocasionado un aumento en su tráfico y consumo, lo cual 

se ha ratificado con el gran número de incautaciones hechas sobre cargamentos dirigidos 

a Europa.1 Asimismo, la Junta Internacional de Fiscalización de Estupefacientes (JIFE) ha 

informado que, en el año 2021 en los puertos de África Septentrional y Occidental, se 

incautaron grandes cantidades de cocaína provenientes de Suramérica, lo cual deja en 

evidencia la delicada situación en torno a la comercialización y consumo de cocaína, así 

como el aumento de la producción de cultivos de coca en Colombia.2  

Teniendo en cuenta lo anterior, los laboratorios forenses tienen un gran reto en torno al 

análisis de drogas de abuso. Por esta razón, 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 

analíticas requieren el uso de materiales de referencia (Reference Materials – RM), lo cual 

está respaldado por estándares internacionales como la Norma ISO/IEC 17025:2017 y por 

la asesoría 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 investigación realizada por Su et al. (2015) se resaltó 

la necesidad de emplear CRM para el análisis de drogas en torno al control de calidad, 

teniendo en cuenta que garantizan la precisión y la trazabilidad de los resultados. A partir 

de esto, describieron la producción de CRM de nueve drogas ilícitas como la heroína, la 

cocaína, etc. En dicho estudio, se evaluaron la homogeneidad y estabilidad, y se resaltó la 

estrategia para asignar valores de referencia en los materiales. Los procedimientos 

descritos incluyeron análisis cualitativos y cuantitativos, verificación, estudio de 

homogeneidad y estabilidad, y evaluación de incertidumbre. El análisis cualitativo se 

realizó mediante espectroscopia infrarroja (infrared spectroscopy – IR) y cromatografía 

liquida acoplada a espectrometría de masas (Liquid chromatography-mass spectrometry 
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(LC/MS)). Para el análisis cuantitativo, se emplearon las técnicas de cromatografía líquida 

de alta eficiencia con detector de arreglo de diodos (High-Performance Liquid 

Chromatography with Diode-Array Detection (HPLC-DAD)) y cromatografía de gases con 

detector de ionización de llama (Gas Chromatography-Flame Ionization Detection (GC- 

FID)). Asimismo, se evaluó la homogeneidad entre viales y dentro del vial por medio de las 

pruebas F de Fisher y t de Student. Adicionalmente, se realizó un estudio de estabilidad a 

largo plazo para el almacenamiento a 4 °C durante 1 año.4 Sin embargo, es necesario 

resaltar que frecuentemente la disponibilidad de estos materiales es escasa o sus costos 

son muy elevados. 

Para el caso de los laboratorios colombianos que realizan pruebas forenses, el uso de 

estos RM es aún más complicado, debido a que se debe llevar a cabo su importación. 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 problemáticas 

se agudizaron aún más con la pandemia.  

Por tal razón, Archer et al. (2011) sugieren que los laboratorios forenses pueden recurrir a 

la caracterización “in-house” de los diferentes materiales incautados de drogas ilícitas. De 

igual manera, diversos organismos de acreditación reconocen que los RM completamente 

caracterizados pueden no estar siempre disponibles, particularmente para Nuevas 

Sustancias Psicoactivas (NSP) o drogas de abuso. Por esta razón, si un laboratorio tiene 

acceso a técnicas analíticas 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).3 Asimismo, se encuentra disponible una serie de 

lineamientos que guían a los laboratorios a preparar sus propios RM. Algunos de los 

tópicos claves a ser considerados son: selección de materiales (adecuación, material 

natural versus preparado, preparación del material), ensayos de homogeneidad, 

preparación y envasado, ensayo de estabilidad, ejercicios de asignación de valor, 

estimación de incertidumbre, documentación y control de calidad, mecanismo para la 

aprobación del valor asignado, almacenamiento y distribución.5 

De igual forma, la ENFSI plantea una serie de recomendaciones en torno al uso de RM 

que deben ser empleados para el análisis 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 estándares 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 o más pasos de purificación, que pueden abarcar 

destilaciones, extracciones, formación de sales o recristalizaciones. Por esta razón, los 

laboratorios intentan producir RMih que no están certificados, pero que cumplen con las 

características de homogeneidad y estabilidad adecuadas para un uso determinado.6 

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 cocaína con fines ilegales, se 

tiene un gran reto en torno a análisis cualitativos y cuantitativos de esta sustancia. Sin 

embargo, los laboratorios forenses del país suelen presentar inconvenientes para adquirir 

CRM de cocaína. Por esta razón, 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 obtención de RMih de cocaína a partir de muestras incautadas en Colombia. 

Teniendo en cuenta lo anterior, los objetivos de la presente investigación se enfocaron en 

desarrollar una metodología para obtener un RMih de cocaína para laboratorios forenses, 

establecer un método de purificación a escala de laboratorio aplicado sobre una muestra 

incautada y formular un diseño experimental para la evaluación de homogeneidad y 

estabilidad del candidato a RMih. Es importante resaltar que este trabajo fue desarrollado 

bajo la óptica de la Química Verde y de los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS). 

A partir de lo mencionado, se evaluaron diferentes técnicas de extracción y purificación, 

tales como (i) cromatografía en columna (CC) y (ii) extracción con fluidos supercríticos 

(Supercritical Fluids Extraction – SFE) junto con extracción con líquidos presurizados 

(Pressurized liquid extraction – PLE). Asimismo, se emplearon los parámetros 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 realizó la caracterización tanto 

del material de partida, como del material obtenido en las diferentes técnicas de extracción 

y purificación mencionadas, por medio de cromatografía de gases acoplada a 

espectrometría de masas (Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS)) y GC-FID. 

Teniendo en cuenta lo anterior, se realizó la evaluación de dos diseños 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 formuló un diseño 

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





 

 
 

Objetivos 
 

Objetivo general 

Desarrollar una metodología para producir un material de referencia "in-house" de cocaína, 

en concordancia con lineamientos internacionales, la Química Verde y los Objetivos de 

Desarrollo Sostenible (ODS), con el fin de brindar a los laboratorios forenses una 

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

Objetivos específicos 

a. Realizar un estudio de solubilidad para la cocaína, mediante los parámetros de 

solubilidad de Hansen, tendiente a escoger el disolvente a emplear en el proceso 

de purificación.  

 

b. Establecer un método de extracción y purificación a escala de laboratorio que 

permita obtener un posible material de referencia “in-house” de cocaína, a partir de 

una muestra incautada, empleando técnicas clásicas y técnicas emergentes de 

extracción. 

  

c. Realizar una caracterización fisicoquímica del candidato a material de referencia 

“in-house” (RMih) obtenido, comparándolo contra un CRM de cocaína.  

 

d. Formular un diseño experimental para la evaluación 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 Convención Única sobre Estupefacientes de 

1961, se establecieron listas para clasificar las medidas de control que garantizarían la 

disponibilidad de sustancias para fines científicos y médicos, evitando a su vez su desvío 

hacia vías ilícitas. Estas listas enmarcan los estupefacientes y sus preparados, de acuerdo 

con su potencial de dependencia, riesgo de abuso y utilidad terapéutica (Tabla 1-1).7 

Tabla 1-1: Lista estipulada en la Convención Única sobre Estupefacientes de 1961.  

Lista Descripción Ejemplos de sustancias 

I Sustancias altamente adictivas y susceptibles 

de abuso. 

Cannabis, heroína, metadona, 

opio, cocaína. 

II Sustancias menos adictivas y susceptibles de 

abuso, con respecto a la lista I. 

Codeína y sus derivados, 

anfetaminas, metanfetaminas. 

III Preparados que contienen estupefacientes 

destinados para uso médico y que poseen bajo 

riesgo de abuso.  

Preparados de codeína, 

dihidrocodeína. 

IV Determinadas drogas enumeradas en la lista I 

que son altamente adictivas, susceptibles de 

abuso y que su uso médico no es usual. 

Cannabis, heroína.  

 

 

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

Tal como se evidencia en la Tabla 1-1, la cocaína hace parte de la lista I de la Convención 

Única sobre Estupefacientes de 1961. Además 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 indígenas en Suramérica desde antes de la 

conquista hasta nuestros días.7  

A principios del siglo XX, la cocaína 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 bloquear el dolor.8,9 

Sin embargo, actualmente se emplea con fines ilícitos enfocándose en su tráfico y 

comercialización ilegal, a pesar de estar demostrado que la cocaína es una sustancia 

potencialmente adictiva, que puede alterar la morfología y fisiología cerebrales.10 

En cuanto a su extracción, la cual parte de la hoja de coca, existen procesos generales 

que permiten obtener productos de este alcaloide en diferentes formas y pureza (Figura 1-

1).7  

Figura 1-1: Representación esquemática de la producción de cocaína. 

 

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

Sin embargo, es importante resaltar que los procesos de producción ilícita pueden variar 

de un laboratorio a otro, ocasionando que los consumidores adquieran productos de 

cocaína que difieren de manera significativa.7,11 Alrededor del mundo, esta sustancia se 

encuentra comúnmente en dos formas químicas, como base y como sal de clorhidrato.12 



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

cocaína para aplicaciones forenses 

 
No obstante, en estos productos se pueden hallar también cantidades de aditivos, 

impurezas y residuos.11 Por ejemplo, los expendedores suelen realizar mezclas con 

sustancias no psicoactivas como talcos, maicena, harina o bicarbonato de sodio para 

aumentar ganancias. Asimismo, la cocaína puede ser adulterada con otras drogas como 

la procaína o las anfetaminas, e incluso varios consumidores la combinan con heroína.9,13 

En cuanto a las vías de administración más utilizadas a nivel mundial, se destacan la 

intranasal (esnifada) para el clorhidrato de cocaína, y la inhalación de vapores cuando se 

fuma la cocaína en su forma base. Asimismo, se destacan la intravenosa y el uso oral. Es 

importante señalar 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 súbita.9,12,14 

 

▪ Estado actual de la producción de cocaína 

Según 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 producción de cocaína 

tuvo un crecimiento en el año 2020 del 11 % con respecto al año 2019, alcanzando un 

máximo histórico con 1982 toneladas. Por otro lado, a pesar de la pandemia causada por 

el COVID-19, se presentó un aumento en las incautaciones de cocaína en 2020. En el año 

2021 a nivel mundial, aproximadamente el 90 % de la cocaína incautada fue traficada por 

vía marítima. Lo anteriormente expuesto sugiere que el tráfico de esta sustancia se está 

expandiendo fuera de los principales mercados de América del Norte y Europa, alcanzando 

niveles crecientes en África y Asia.15 

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 identificación y diversos 

análisis cualitativos y cuantitativos, por lo cual requieren usar RM que les aseguren 

confiabilidad y precisión en los resultados.16  

1.2 Materiales de referencia (RM) 

Los RM juegan un papel importante en la validación de métodos, la estimación de 

incertidumbre de medida, la verificación del uso correcto de un método y el control de 

calidad. Desafortunadamente, su disponibilidad suele ser limitada, a veces no coinciden 
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con la matriz de interés o son muy costosos.17 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 o más 

propiedades, el cual ha sido establecido como adecuado para ser usado en la validación 

de métodos, la verificación del uso correcto de un método y la calibración 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 

clasificación, se encuentran los CRM y los RMih.18–20  

Los CRM son materiales de referencia en los cuales los valores de una o más propiedades 

están certificados mediante un procedimiento que establece su trazabilidad. Para esto, 

cada valor certificado va acompañado 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 razón, 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.20 

Es importante resaltar que la Organización Internacional de Estandarización (International 

Organization for Standardization – ISO) se encarga de desarrollar normas internacionales 

en torno a desafíos globales, a través de comités técnicos de organización. Así, surgen la 

Norma ISO 17034:2016 y las guías ISO 30-35 y la ISO-80, en las cuales se establecen 

requisitos generales y específicos que giran en torno a la definición, selección, uso y 

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

Tabla 1-2: Información general sobre los diferentes lineamientos internacionales en torno 

a los RM. 

Lineamiento internacional Descripción 

Norma ISO 17034:2016 

Estipula los requisitos generales para la competencia de 

los productores de RM, cuyo propósito es asegurar la 

calidad de éstos. Adicionalmente, establece los criterios y 

lineamientos concernientes a la producción de RM, 

incluyendo los CRM.21,22 
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Tabla 1-2: (Continuación) 

Lineamiento internacional Descripción 

Guía ISO 30 

Abarca los términos y definiciones asociados con RM, 

haciendo énfasis en los conceptos utilizados en los 

certificados de estos materiales.18 

Por ejemplo, se resalta el término correspondiente a 

trazabilidad, definida como una propiedad resultante de 

una medición que se puede relacionar con una 

incertidumbre establecida, referencias o normas 

nacionales o internacionales, por medio de una cadena 

ininterrumpida de comparaciones.6 

Guía ISO 31 

Orienta a los productores de RM con base en la 

preparación de los documentos que respaldan a estos 

materiales. Asimismo, enmarca las categorías de 

informaciones obligatorias y recomendadas que deben 

tenerse en cuenta en la elaboración de las hojas de 

información y certificados de los RM. Lo anterior, permite 

que los laboratorios que adquieren RM y CRM confirmen 

la idoneidad de éstos.23 

Guía ISO 32 

Resalta que los análisis químicos cuantitativos deben 

emplear elementos de referencia para garantizar la 

trazabilidad.6 

Guía ISO 33 

Hace referencia a las buenas prácticas con respecto al 

uso de RM y CRM, principalmente en procesos de 

medición, control de calidad, calibración y 

establecimiento de escalas convencionales.24 Por otro 

lado, resalta que es importante tener en cuenta 

disponibilidad, costo y técnica de medición a emplear 

para los CRM, debido a que suelen ser de difícil acceso. 

De igual forma, el laboratorio debe conocer bien su 

manejo e información y tener claros diversos factores 

para un uso adecuado.6  
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Tabla 1-2: (Continuación) 

Lineamiento internacional Descripción 

Guía ISO 35 

Se encarga de explicar conceptos y proporciona 

enfoques a varios aspectos importantes en la producción 

de RM, como son: homogeneidad, estabilidad, 

caracterización y asignación de valores de las 

propiedades, incertidumbre y trazabilidad.25 

La homogeneidad hace referencia a la uniformidad en 

torno al valor de una propiedad determinada, mientras 

que 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 específicas.26 

Guía ISO 80 

Describe la preparación de materiales de referencia 

destinados para control de calidad interno de los 

laboratorios.27 

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 validación de métodos, puede realizarse por medio de calibración 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.6  

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 análisis confiables. Sin 

embargo, su escasa disponibilidad y altos costos dificultan esta labor. Teniendo en cuenta 

lo expuesto, los laboratorios pueden elaborar sus propios estándares de referencia, 

empleando los materiales que surgen de incautaciones. Esto puede lograrse, por ejemplo, 

empleando uno o más procedimientos de purificación, con el fin de obtener materiales de 

suficiente pureza.3,6 
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1.3 Técnicas convencionales y emergentes de extracción 
y purificación 

En el campo de la química 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 analíticas adecuadas que permitan su aislamiento y su purificación. Por 

ejemplo, existen técnicas convencionales, tales como recristalización, destilación, 

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

dentro del marco de la Química Verde.28,29 

1.3.1 Cromatografía en columna (CC)  

La CC es una técnica que se caracteriza por su fácil preparación y sus bajos costos a nivel 

instrumental.30 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 actúa 

como fase móvil y que atraviesa la columna desde la parte superior, con ayuda de la 

gravedad o al aplicarle una presión externa. Cuando la columna está lista, la muestra se 

coloca en la parte superior de esta y se permite que la fase móvil fluya a través de la 

columna. Los compuestos que hacen parte de la mezcla tienen diferente capacidad de 

interacción con la fase estacionaria y la fase móvil, por lo cual fluirán a lo largo de la 

columna a diferentes velocidades. De esta manera, se logra la separación 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.31  

Tal como se mencionó anteriormente, la fase móvil puede atravesar la fase estacionaria, 

por efecto de la gravedad o por aplicación de una presión de aire positiva. La primera 

clasificación corresponde a la cromatografía en columna clásica, la cual presenta como 

desventaja que la velocidad con la cual fluye el solvente a través de la columna es lenta. 

Por tal razón, surge la segunda categoría atribuida a la cromatografía flash, en donde el 

solvente presenta un flujo acelerado, ejecutando la separación de los compuestos de forma 

tal que se reduce el tiempo de purificación de la muestra.30 

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

laboratorios por permitir la purificación de compuestos a partir de una mezcla.30 Por 
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ejemplo en diferentes investigaciones forenses, esta técnica ha sido de gran relevancia en 

torno al análisis de impurezas presentes en las drogas de abuso.32  

1.3.2 Extracción con fluidos supercríticos (SFE) 

Los trabajos en torno a extracciones verdes se han enfocado en descubrir y diseñar nuevos 

procesos que reduzcan el requerimiento energético e incrementen el uso de disolventes 

no peligrosos, asegurando siempre la obtención de extractos de alta calidad.33 Es por esto 

que la SFE le ha apostado a ser una técnica de extracción y purificación eficiente y libre 

de contaminación, además de ofrecer alternativas ante las limitaciones que presentan las 

técnicas de extracción convencionales.34,35  

La SFE es una técnica empleada principalmente para retirar analitos de matrices sólidas 

utilizando un fluido supercrítico (Supercritical Fluid – SF), el cual se forma a partir de una 

temperatura y una presión que se encuentran por encima de su punto crítico (Critical Point 

– CP) (Figura 1-2)36,37. Por esta razón, el SF se caracteriza por poseer algunas propiedades 

que facilitan la extracción, tales como una densidad similar a la de un líquido, y coeficientes 

de difusión y viscosidad semejantes a los de un gas.  

Figura 1-2: Diagrama de fase que señala la región de fluidos supercríticos. 

 

Tomado de Gupta et al., 2014.38  

Por otro lado, los fluidos supercríticos poseen la capacidad de penetrar en mayor 

proporción una matriz sólida, lo cual es difícil para los líquidos debido a la tensión 

superficial y la viscosidad. De igual forma, son adecuados como sustitutos de disolventes 

orgánicos tanto en procesos industriales como de laboratorio.35,36 Es importante resaltar 
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que el SF más utilizado es el dióxido de carbono (CO2) debido a su baja presión critica (Pc 

= 74 atm) y temperatura critica (Tc = 31 °C), baja toxicidad, gran accesibilidad y bajo 

costo.36,39 

▪ Parámetros en SFE 

Los parámetros que comúnmente se tienen en cuenta en la SFE son la presión, la 

temperatura y la naturaleza de la matriz.36 

▪ Presión: El control de este parámetro permite que se lleve a cabo una extracción 

selectiva. La solubilidad del soluto en el SF se caracteriza por aumentar muy rápido 

con la presión, lo cual se traduce en el aumento de la densidad del fluido hasta 

llegar a un valor máximo. Luego de que esto ocurre, la solubilidad cae ligeramente 

con el aumento de la presión, lo cual puede deberse a las fuerzas de repulsión 

entre las moléculas del soluto que se han disuelto en el SF.36 

 

▪ Temperatura: Al aumentar la temperatura a una presión constante, disminuye la 

densidad del SF. Por esta razón, la solubilidad de compuestos no volátiles se 

reduce y, por ende, también el rendimiento de extracción. En cuanto a los 

compuestos volátiles, su solubilidad en el SF va a depender de la capacidad de 

solvatación del fluido y de las presiones de vapor. Otro factor importante en este 

parámetro es el punto de fusión (P.f.) de los analitos, debido a que muchos de estos 

se suelen disolver más fácil en el SF en estado líquido. Adicionalmente, es 

importante mencionar que el aumento de temperatura para moléculas orgánicas 

termolábiles no es recomendable.36  

▪ Naturaleza de la matriz: Este parámetro representa gran importancia debido a que 

el rendimiento de extracción puede depender en gran medida de las características 

que posee la matriz, tales como los sitios activos, la polaridad, el tamaño de 

partícula, etc.36 

 

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 disminución de riesgo en torno a contaminación de las 

muestras y la recuperación de extractos libres de disolventes.40 
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1.3.3 Extracción con líquidos presurizados (PLE) 

La PLE es una técnica de extracción que emplea líquidos presurizados a altas 

temperaturas y presiones, sin sobrepasar su punto crítico. De acuerdo con diferentes 

investigaciones, se ha evidenciado que esta técnica permite la realización de extracciones 

más eficientes, rápidas y con un menor uso de disolventes, en comparación con algunas 

técnicas clásicas.41 Asimismo, se le conoce como una poderosa herramienta que posee 

un gran número de aplicaciones, las cuales permiten realizar extracciones de analitos de 

matrices complejas que son objeto de estudio en la química forense.42 

▪ Parámetros que influyen en la PLE 

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

que dan claridad en torno a su fundamento y funcionamiento.  

▪ Naturaleza de la fase extractante: Este parámetro corresponde a la selección del 

solvente y es considerado como la variable más 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.43 Por ejemplo, se destacan el agua, el etanol y el acetato de etilo. Por 

otro lado, es usual llevar a cabo la desgasificación de los disolventes para evitar la 

oxidación de estos, de los compuestos presentes en los extractos o de la torta 

residual.44  

▪ Temperatura de extracción (Text): Generalmente, una alta Text favorece el 

rendimiento. Sin embargo, en ocasiones se puede generar la descomposición 

térmica de algunos componentes de la muestra o del extracto en sí. Por tal razón, 

se recomienda aplicar diseños experimentales que permitan determinar las 

condiciones óptimas de trabajo. Es importante resaltar que en PLE se suelen utilizar 

Text entre 50 y 200 °C.44,45  

▪ Presión de extracción (Pext): Este parámetro asegura que la fase extractante se 

mantenga liquida en PLE. Por esta razón, se recomienda manejar valores altos de 

Pext, los cuales generalmente oscilan entre 5.0 y 15.0 MPa.44–46 
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▪ Tiempo de extracción (text): Este parámetro hace referencia al tiempo en el que el 

disolvente y la muestra están en contacto, teniendo en cuenta las Text y Pext dadas.47 

Además de esto, permite determinar cuánto tarda la muestra en agotarse al 

realizarse una extracción exhaustiva.44 

Por otro lado, existen dos modos de extracción: estático y dinámico. El primero de 

estos maneja text entre 5 y 20 min, debido a que se ha evidenciado que text más 

largos no ofrecen mejores resultados.48 Adicionalmente, también se ha podido 

comprobar que con varios ciclos de extracción se puede lograr una extracción 

exhaustiva más eficiente, con respecto al uso de una menor cantidad de solvente. 

Para el segundo modo, ocurre lo opuesto al modo estático, debido a que se 

requiere un mayor gasto de solvente porque este debe fluir continuamente a través 

de la matriz estudiada.44 

▪ Relación entre muestra y solvente: Al realizar extracciones en modo estático, se 

utilizan aproximadamente entre 10 y 15 mL de solvente para cantidades de muestra 

entre 1 y 5 g. En el caso del modo dinámico, se suelen emplear flujos de 0.5 a 3.0 

mL/min durante 1 h.44 

1.3.4 Parámetros de solubilidad de Hansen (HSP) 

Tal como se mencionó anteriormente, la selección de disolventes para llevar a cabo 

métodos de extracción y purificación representa una tarea bastante rigurosa, debido a que 

esto define la eficiencia de recuperación de los compuestos de interés.49 Un buen 

disolvente se caracteriza por presentar una baja toxicidad, un bajo punto de ebullición (Peb) 

y una rápida transferencia de masa de los solutos.50 Sin embargo, los métodos de 

extracción 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 razón, ha surgido la necesidad de utilizar disolventes verdes, los cuales 

presentan propiedades como baja o nula toxicidad, carácter ecológico y alta selectividad 

con respecto a los analitos objetivo.51 La utilización de estos disolventes junto con técnicas 

analíticas emergentes, ofrece características que implican menor tiempo y una reducción 

en la energía empleada.52 Por esta razón, se han utilizado los parámetros de solubilidad 

de Hansen (Hansen Solubility Parameters – HSP), con el fin de determinar el disolvente 

verde más adecuado que pueda ser aplicado a las técnicas ecológicas alternativas, 
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permitiendo a su vez la selección y aplicación de condiciones experimentales más 

eficientes. Para lograr esto, en 2008 se desarrolló el software Hansen Solubility Parameters 

in Practice (HSPiP), el cual ha facilitado el trabajo práctico para la correcta selección de 

disolventes de extracción.51 Su objetivo es proporcionar el poder predictivo de los HSP con 

toda la información y herramientas de cálculo en muchas aplicaciones53. Este software 

incluye datos de HSP y otras propiedades termodinámicas de 10.000 sustancias químicas. 

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.51 

▪ Enfoque teórico de los HSP 

En el año 1967, Charles Hansen se encontraba realizando su tesis doctoral en la 

Universidad Técnica de Dinamarca, por lo cual decidió desarrollar una guía práctica para 

la selección de disolventes en torno a polímeros.51 A partir de esto, su investigación tuvo 

como base la ecuación de Hildebrand, la cual representa el cuadrado del parámetro de 

solubilidad. Sin embargo, Hansen evidenció que esta ecuación no contemplaba las 

interacciones moleculares, por lo cual desarrolló una teoría basada en la energía total de 

vaporización de un líquido en torno a tres energías individuales: ED que corresponde a las 

fuerzas de dispersión atómicas; EP relacionada con las fuerzas moleculares dipolo-dipolo, 

y EH atribuida a las interacciones del enlace de hidrogeno (ver Ecuación (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 

Ecuación (1.2)).54 

𝐸𝑇

𝑉
=  

𝐸𝐷

𝑉
 +  

𝐸𝑃

𝑉
 +  

𝐸𝐻

𝑉
 (1.1) 

𝛿2 =  𝛿𝐷
2  +  𝛿𝑃

2  + 𝛿𝐻
2  (1.2) 

Posteriormente, Hansen desarrolló una ecuación que comprende la distancia entre un 

soluto i y un disolvente j, la cual está definida como “distancia” (Ra) en el espacio 

tridimensional de Hansen (ver Ecuación (1.3)).54  

𝑅𝑎 =  √4(𝛿𝐷𝑖  −  𝛿𝐷𝑗)2  +  (𝛿𝑃𝑖  −  𝛿𝑃𝑗)2 +  (𝛿𝐻𝑖  −  𝛿𝐻𝑗)2   (1.3) 

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

como una esfera en donde se encontraban los mejores disolventes.54 Adicionalmente, esta 
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fórmula se interpreta de forma tal que entre más grande sea el valor de Ra, menor será la 

afinidad entre soluto y solvente.51 

1.3.5 La Química Verde y los Objetivos de Desarrollo Sostenible 
(ODS) 

Tanto a nivel de laboratorio como a nivel industrial, los procesos químicos requieren 

disolventes para llevar a cabo todo tipo de procedimientos, estudios e investigaciones. Sin 

embargo, la mayoría de los disolventes que se emplean se caracterizan por ser tóxicos, 

volátiles y peligrosos.55 Por esta razón, la Química Verde se ha enfocado en la búsqueda 

de disolventes menos peligrosos y más amigables con el medio ambiente pero que sean 

igual de eficientes a los convencionales. A estos compuestos se les conoce como 

“disolventes verdes”.56 De acuerdo con los doce principios de la Química Verde, para que 

una sustancia sea considerada de esta forma debe cumplir con los siguientes criterios:57  

▪ 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 economía atómica y ahorro de 

energía. 

▪ Poseer toxicidad mínima con el fin de disminuir el riesgo frente a su manipulación 

o contacto con el medio ambiente. 

▪ Ser biodegradable y que no produzca metabolitos tóxicos. 

▪ Presentar propiedades similares a los disolventes tradicionales. 

▪ Ser estable térmicamente. 

▪ No presentar inflamabilidad. 

▪ Garantizar un fácil almacenamiento y transporte. 

Asimismo, la Química Verde está relacionada estrechamente con los ODS, los cuales 

fueron establecidos el 25 de septiembre de 2015 en la Asamblea General de la 

Organización de las Naciones Unidas (Figura 1-3).  
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Figura 1-3: Esquema correspondiente a los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS). 

 

Tomado de Organización de las Naciones Unidas (ONU), 2015.58 

En este punto es necesario destacar la importancia y el reto que tiene la química en torno 

a la salud y el bienestar, la producción y consumo responsables, la preservación 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.58  





 

 
 

2. Metodología  

2.1 Muestra y reactivos 

La muestra de cocaína base empleada en las técnicas de extracción y purificación 

correspondió a material incautado por las autoridades colombianas. Para la técnica GC-

MS se empleó un CRM de clorhidrato de cocaína marca LIPOMED Lote 156.1B27.1 (frasco 

x 100 mg). La muestra de cocaína base, así como el CRM de clorhidrato de cocaína fueron 

suministrados por el Grupo de Química de la Fiscalía General de la Nación, quien ejerció 

la respectiva custodia. 

Se emplearon disolventes de grado analítico, tales como etanol, cloroformo y metanol, así 

como n-tetracosano (estándar interno en GC). Para el análisis llevado a cabo por la técnica 

Headspace-GC/MS (HS-GC/MS), se emplearon sulfato de sodio (Na2SO4) anhidro y 

parafinas de alcanos saturados C7-C30. Para la CC, se empleó silica gel 60 F240 (63-200 

µm). El acetato de etilo empleado en las extracciones por PLE fue grado síntesis y el CO2 

(99.8 %) para SFE fue grado alimenticio. 

2.2 Caracterización inicial de la muestra 

Tanto para la caracterización inicial como para los demás ensayos, las muestras se 

maceraron y homogeneizaron. El punto de fusión (P.f.) fue medido usando un fusiómetro 

Stuart SMP3 (Cole-Parmer, Staffordshire, UK). Asimismo, se llevaron a cabo métodos de 

análisis de tipo cualitativo y cuantitativo, los cuales se describen en la sección 2.3. 

2.3 Métodos de análisis 

La cromatografía en capa fina (Thin Layer chromatography – TLC) se utilizó para la 

caracterización inicial de la muestra y como preliminar para la técnica de CC. 

Para realizar los análisis cualitativos y cuantitativos de la muestra inicial, así como de las 

muestras obtenidas por los diferentes métodos de purificación, se empleó la técnica de 

cromatografía de gases.  
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2.3.1 Análisis cualitativo 

▪ Cromatografía en capa fina (TLC) 

Para los ensayos realizados por TLC se emplearon placas de silica gel 60 F254 (0.2 mm; 20 

x 20 cm) de Merck y se utilizó luz UV (254 nm) como revelador. La fase móvil empleada 

fue una mezcla de cloroformo:metanol (CHCl3:CH3OH (6:1)).  

Se llevaron a cabo pruebas para comparar la muestra inicial de cocaína con algunos 

patrones de alcaloides provenientes de la hoja de coca (tropacocaina, benzoilecgonina, 

ecgonina metil éster, 3’,4’,5’-trimetoxicocaina, trans-cinamoilcocaina y norcocaina), 

determinándose los Rf para cada uno de estos. Asimismo, se monitorearon las fracciones 

provenientes de CC para confirmar la presencia de cocaína.  

▪ Determinación de solventes residuales por la técnica 

Headspace-GC/MS (HS-GC/MS)  

Se preparó una solución de Na2SO4 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 adicionó 5.0 mL de la solución 

preparada anteriormente y se llevó a sonicación hasta disolución total de la muestra. Para 

el análisis, se utilizó un cromatógrafo de gases 7890A acoplado a un detector de masas 

5875N con automuestreador y equipado con un inyector automático HS. La columna 

utilizada para la separación fue la DB-624 Ultra Inerte (60 m x 0.25 mm x 1.4 µm). El 

programa de temperatura del horno fue de 45 °C durante 12 min, se aumentó a 140 °C a 

7 °C/min y se volvió 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 ejecución de 32.5 min. El inyector 

se mantuvo a 200 °C empleando el modo de inyección split. Se empleó helio como gas de 

arrastre a un flujo de 1.05 mL/min. El detector de masas se operó en el modo de ionización 

electrónica, con un potencial de ionización de 70 eV. El headspace empleado fue un PAL 

Gerstel MPS 2XL estático, el cual se mantuvo a 80 °C con un tiempo de incubación de 30 

min. De igual forma, se realizó la inyección de parafinas para llevar a cabo el cálculo de 

los índices de retención de Kovats.   
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▪ Cromatografía de gases acoplada a espectrometría de 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 utilizó un cromatógrafo de gases 

Agilent 7890B acoplado a un detector de masas 5977A con automuestreador. El detector 

de masas se operó en el modo de ionización electrónica, con un potencial de ionización 

de 70 eV. La separación se realizó usando una columna capilar DB-5 (10 m x 0.1 mm x 

0.1 µm). El programa de temperatura del horno fue de 160 °C durante 0.5 min, se aumentó 

a 200 °C a 15 °C/min y se volvió 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 ejecución de 6.5 min. El volumen de 

inyección fue de 0.2 µL empleando el modo de inyección split. La temperatura del inyector 

se mantuvo a 280 °C. Se empleó helio como gas de arrastre a un flujo constante de 0.4 

mL/min. 

2.3.2 Análisis cuantitativo 

▪ Cromatografía de gases con detector de ionización de llama 

(GC-FID) 

Para llevar a cabo la cuantificación de cocaína en las muestras, se empleó una curva de 

calibración en el rango de 300 a 700 ppm de cocaína, empleando n-tetracosano como 

estándar interno a una concentración de 100 ppm. Las muestras se secaron previamente 

a 50 °C por 4 h. Se utilizó un cromatógrafo de gases Agilent 7890A equipado con FID y 

automuestreador. La separación cromatográfica se realizó usando una columna capilar 

DB-5 (30 m x 0.25 mm x 0.10 µm). El programa de temperatura del horno fue de 200 °C 

durante 1 min, se aumentó a 230 °C a 15 °C/min manteniéndose por 2 min y se volvió a 

incrementar a 260 °C a 30 °C/min. El tiempo total de ejecución fue de 6 min. El volumen 

de inyección fue de 1 µL empleando el modo de inyección split. La temperatura del inyector 

se mantuvo a 280 °C. Se utilizó 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 analizó por 

triplicado. 
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2.4 Métodos de extracción y purificación 

2.4.1 Técnica convencional 

▪ Cromatografía en columna (CC) 

Se pesaron 3.0 g aprox. de la muestra de partida de cocaína y se disolvieron en 35 mL 

aprox. de CHCl3. Posteriormente, se adicionaron 1.5 g aprox. de silica gel y esto se 

concentró a presión reducida. De igual forma, se preparó 1 L de la misma fase móvil 

descrita en TLC. Se empleó una columna de vidrio (28 cm x 4.5 cm) que contenía silica gel 

60 F240 (63 – 200 µm) como fase estacionaria y se adicionó lentamente la fase móvil con 

ayuda de una presión externa. Posteriormente, se agregó la muestra y se inició el ensayo.  

Se recolectaron fracciones de 5.00 mL realizando un seguimiento por TLC para verificar la 

presencia de cocaína. Finalmente, las fracciones que contenían el alcaloide fueron 

concentradas a presión reducida y analizadas de acuerdo con lo descrito en la sección 2.3.  

2.4.2 Técnicas emergentes 

Con el propósito de plantear una estrategia de extracción sostenible para aislar y purificar 

la cocaína, se emplearon técnicas verdes de extracción de manera secuencial. En primera 

instancia, para separar los componentes volátiles contenidos en la muestra inicial (cocaína 

base) se utilizó la técnica de SFE empleando como disolvente CO2 supercrítico. 

Posteriormente, la muestra desprovista de compuestos volátiles se sometió a PLE, 

empleando el disolvente seleccionado mediante la estimación de los HSP. Los equipos 

empleados fueron diseñados y ensamblados en el Laboratorio de Alta Presión (131) del 

Grupo de Investigación en Química de Alimentos-GiQA (COL0004549) del departamento 

de Química de la Universidad Nacional de Colombia. 

▪ Extracción con fluidos supercríticos (SFE) 

Se pesaron 10.0 g aprox. de muestra inicial (cocaína base) y se mezclaron con material 

inerte (perlas de ebullición). Esto se transfirió a la celda de extracción del equipo de SFE. 

Se realizó una extracción en modo dinámico a 50 °C y 80 bares por 15 min, usando CO2 

supercrítico como disolvente. Posteriormente, se dejó enfriar el reactor, se extrajo la 

muestra y se pesó. Finalmente, se analizó la muestra por los métodos descritos en la 

sección 2.3 (Figura 2-1).  
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Figura 2-1: Esquema del equipo de Extracción con Fluidos Supercríticos (SFE). 

 

Elaborado por la autora utilizando el programa BioRender. 

▪ Estimación de los HSP 

Los HSP para la cocaína y los disolventes verdes, se estimaron utilizando el software 

HSPiP® v 5.0. Sin embargo, también se realizaron estimaciones para otros disolventes 

con carácter no ecológico. Para esto, se empleó la notación canónica SMILES de la 

cocaína [CN1C2CCC1C(C(C2)OC(=O)C3=CC=CC=C3)C(=O)OC], 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 cocaína y los diferentes 

disolventes se midió mediante el término “distancia" (Ra) empleando sus valores HSP, por 

medio de una herramienta llamada “Solvent optimizer”. 

▪ Extracción con líquidos presurizados (PLE) 

Se pesaron 0.2 g aprox. de la muestra proveniente de SFE y se mezclaron con material 

inerte (perlas de ebullición). Se realizaron diferentes extracciones en modo estático a 40, 

70 y 100 °C durante tiempos de extracción de 5, 10 y 15 min a 100 bares, empleando como 

disolvente acetato de etilo. Una vez culminó cada tiempo de extracción, se procedió a 

recolectar el extracto (45 mL aprox.) en un balón de fondo redondo y luego se concentró a 
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presión reducida. Los sólidos obtenidos se pesaron y fueron analizados bajo los métodos 

propuestos en la sección 2.3 de este documento (Figura 2-2). 

Figura 2-2: Esquema del equipo de Extracción con Líquidos Presurizados (PLE). 

 

Elaborado por la autora utilizando el programa BioRender. 

▪ Diseños experimentales 

A partir de los ensayos preliminares mencionados anteriormente, se llevó a cabo la 

aplicación de dos diseños experimentales para determinar la influencia de dos factores, en 

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

Se realizó un diseño factorial 32, en donde se consideraron dos factores: temperatura (°C) 

(A) y tiempo de extracción (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 

extracción se consideraron los niveles 5, 10 y 15 min. Se hicieron tres réplicas por cada 

combinación de tratamientos del experimento. La aleatorización de las unidades 

experimentales se llevó a cabo por medio de Microsoft Excel, empleando un muestreo 

aleatorio simple (M.A.S). A continuación, se muestran las nueve combinaciones de 

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

A B 

40 5 

40 10 

40 15 

70 5 

70 10 

70 15 

100 5 

100 10 

100 15 

El modelo usado para la toma de la información del experimento realizado bajo este diseño 

se muestra a continuación (ver Ecuación (1.4)):  

𝑌𝑖𝑗𝑘 = 𝜇 + 𝛼𝑖 + 𝛽𝑗 + (𝛼𝛽)𝑖𝑗 + 𝑒𝑖𝑗𝑘                   𝑖 = 1, 2, 3; 𝑗 = 1, 2, 3; 𝑘 = 1, 2, 3  (1.4) 

𝑌𝑖𝑗𝑘 corresponde al efecto de la pureza de la cocaína en la i-ésima temperatura, el j-ésimo 

tiempo y la k-ésima réplica; 𝜇 es la media general del experimento; 𝛼𝑖 es el efecto de la i-

ésima temperatura; 𝛽𝑗 es el efecto del j-ésimo tiempo, (𝛼𝛽)𝑖𝑗 es el efecto de la interacción 

i-ésima de temperatura y j-ésima de tiempo, y 𝑒𝑖𝑗𝑘 es el efecto del error experimental en la 

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

De igual forma, se hizo un diseño compuesto central rotable, en el cual también se tuvieron 

en cuenta los dos factores considerados anteriormente en el diseño factorial 32. Los puntos 

experimentales obtenidos con este experimento fueron: 2k puntos axiales con el mínimo y 

máximo del respectivo factor y 2k puntos factoriales que también correspondieron al 

máximo y al mínimo 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 diseño 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 optimización sobre la variable respuesta.59,60 La 

distancia de los puntos axiales fue  𝛽 = (2𝑘)1/4 para cumplir con la propiedad de 

rotabilidad. Por lo tanto, el diseño contó con cinco niveles por factor (−𝛽, −1, 0, +1, +𝛽), los 
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cuales fueron el punto axial mínimo, el punto factorial mínimo, el punto central, punto 

factorial máximo y punto axial máximo.   

Los puntos del diseño factorial 22 fueron (-1,-1), (-1,1), (1,-1), (1,1), los puntos axiales 

(−𝛽, 0), (𝛽, 0), (0, 𝛽) y (0, −𝛽) y el punto central fue (0,0) (Figura 2-3). Asimismo, para este 

diseño compuesto central rotable se empleó 𝛽 = √2, lo cual permitió obtener las tablas que 

se presentan a continuación, 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 diseño compuesto central. 

 

Elaborado por la autora utilizando el software RStudio. 

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

Factor Nivel bajo (-1) Punto central (0) Nivel alto (+1) 

Temperatura (A) 40 70 100 

Tiempo de extracción (B) 5 10 15 

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

A B 

-1 -1 

1 -1 

-1 1 

1 1 
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Tabla 2-3: (Continuación) 

A B 

0 0 

0 0 

1.414 0 

-1.414 0 

0 1.414 

0 -1.414 

0 0 

0 0 

 

▪ Prueba t pareada 

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

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

2.5 Formulación del diseño experimental para evaluar el 
RMih de cocaína 

Para un lote de 80 unidades de 20.0 mg de cocaína base purificada, se formuló un diseño 

experimental para la evaluación de los parámetros de homogeneidad y estabilidad (Figura 

2-4). 

Figura 2-4: Esquema general para la evaluación del RMih de cocaína base. 
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A continuación, se muestra el esquema de la metodología realizada en este trabajo de 

investigación (Figura 2-5).  

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



 

 
 

3. Resultados y discusión 
 

3.1 Caracterización inicial de la muestra 

Como material de partida se empleó una muestra de cocaína base, cuya apariencia 

correspondió a un polvo fino de color crema, que presentaba un olor característico (Figura 

3-1). Su P.f experimental fue de 96 °C, el cual coincide con lo reportado por la UNODC.61 

Adicionalmente, se determinó un contenido de cocaína de 81.3 % mediante GC-FID. 

Figura 3-1: Muestra incautada de cocaína base. 

 

De igual forma, con el fin de determinar la posible presencia de impurezas en la muestra, 

se aplicó la técnica de TLC en donde se realizaron pruebas con diferentes eluyentes. A 

partir de esto, al emplear la fase móvil correspondiente a la mezcla de cloroformo:metanol 

(CHCl3:CH3OH (6:1)) se logró una mejor resolución, lo cual permitió comparar la muestra 

de partida con los estándares 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 sirvió como guía para el trabajo desarrollado por CC. 
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Figura 3-2: Cromatoplaca perteneciente a la muestra de cocaína base y a los patrones de 

alcaloides. 

 

C.B: Cocaína base 57: Tropacocaína 58: Benzoilecgonina 59: Ecgonina metil éster 

60: Ecgonina 61: Trimetoxicocaína 62: Trans-cinamoilcocaína 63: Norcocaína 

L: Levamisol C.B 1000 ppm   

Tabla 3-1: Valores del factor de retardo (Rf) para la cocaína 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-cinamoilcocaína, metilecgonina, benzoilecgonina, 

ecgonina, norcocaína, 3’,4’,5’- trimetoxicocaína, N-formilcocaína y tropacocaina.61 A partir 

de la aplicación de la técnica de TLC para la muestra inicial de cocaína, se evidenció la 

posible presencia de tropacocaína, 3’,4’,5’- trimetoxicocaína, trans-cinamoilcocaína y 

norcocaína.  
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Con el fin de confirmar lo evidenciado por medio de TLC, se llevó a cabo el análisis por 

GC-MS para el material de partida, obteniendo la información reflejada en la Tabla 3-2.  

Tabla 3-2: Información obtenida por GC-MS correspondiente a la cocaína base inicial. 

Sustancia Área Tiempo de retención (tR) (min) Señales (m/z) 

Tropacocaína 45037 3.51 245.1 (M+), 124.1 

(pico base), 105.0, 

94.0, 82.0, 67.0, 42.0  

Cocaína 18664778 4.65 303.1 (M+), 182.1, 

94.1, 82.1 (pico base) 

A partir de los resultados obtenidos, se evidenció que la muestra inicial contenía 

tropacocaína y cocaína (Figura 3-3). Las señales obtenidas en los espectros de masas 

experimentales de la tropacocaína y de la cocaína están en concordancia con lo reportado 

por la UNODC y el Instituto Nacional de Estándares y Tecnología (National Institute of 

Standards and Technology – NIST) (Figura 3-4).61,62  

Figura 3-3: Cromatograma de la muestra inicial de cocaína analizada por GC-MS. 
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Figura 3-4: Espectros de masas de componentes de la muestra inicial. A) Tropacocaína y 

B) Cocaína. 

 

 

Finalmente, la determinación de los disolventes residuales por HS-GC/MS de la cocaína 

inicial permitió dar una guía para la selección 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 información suministrada por 

Agilent Technologies (2014) en torno a la columna DB-624 Ultra Inerte, se determinaron 

los índices de retención teóricos (Tabla 3-3).63 

A 

B 
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Tabla 3-3: Disolventes residuales en la muestra inicial analizada por HS-GC/MS. 

Sustancia Tiempo de retención (tR) (min) Área normalizada Índice de retención 

experimental – teórico (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 evidenció la presencia de hidrocarburos saturados lineales que pudieron 

provenir de la extracción inicial que se les realiza a las hojas de coca empleando derivados 

del petróleo, como es el caso del queroseno.64 

3.2 Métodos de extracción y purificación 

Con el objetivo de purificar el material incautado de cocaína para obtener un candidato a 

RMih, se evaluaron dos técnicas de extracción y purificación, una clásica y una emergente, 

a saber: (i) cromatografía en columna (CC) y (ii) una estrategia secuencial de extracción 

con fluidos supercríticos (SFE) y extracción con líquidos presurizados (PLE).   

3.2.1 Cromatografía en columna (CC) 

De acuerdo con Clark et al. (1978), la cantidad de muestra a trabajar en CC da una guía 

para determinar el diámetro de la columna y el volumen de eluyente que se requiere.65 

Para la presente investigación, se partió de 3.1699 ± 0.0001 g de cocaína base, por lo cual 

se utilizó una columna de vidrio con las medidas descritas en la sección 2.4.1. 

Adicionalmente, para esa cantidad de muestra se emplearon 1000 mL de fase móvil 

correspondiente a la mezcla de cloroformo:metanol (CHCl3:CH3OH (6:1)). 

Se recolectaron fracciones de 5.00 mL realizando un seguimiento por TLC para verificar la 

presencia de cocaína. Al realizar el análisis por GC-MS, se pudo evidenciar que en algunas 

fracciones se presentaban los alcaloides cis y trans-cinamoilcocaína, pero no la 

tropacocaína (Anexo A). Lo anterior permite inferir que se logró una adecuada purificación. 

Es importante resaltar que en la caracterización inicial que se realizó por GC-MS no 

aparecían estos alcaloides, pero suelen estar presentes desde la pasta de coca y se 

observan a partir de procesos de purificación.64  
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Finalmente, las fracciones que contenían el alcaloide de cocaína fueron concentradas a 

presión reducida, lográndose obtener un rendimiento del 69.6 %. Al analizarlas por GC-

MS, se logró observar un gran pico correspondiente a la cocaína (tR = 4.48 min) junto con 

su correspondiente espectro de masas, en el cual se observa el patrón de fragmentación 

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 pequeños en 5.18 y 5.62 min, los cuales se podrían 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. 

 

 

A continuación, se muestran imágenes de los cristales obtenidos, así como del 

homogeneizado de la correspondiente muestra. La cocaína cristalizó en forma de agujas 

finas y al realizar el procedimiento de maceración se obtuvo un sólido blanco y fino (Figura 
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3-6). A partir de esto, se observó el cambio de color pasando de un tono crema de la 

muestra inicial a un color blanco del homogeneizado de cocaína obtenido por CC. Es 

importante resaltar que la formación de cristales puede ser indicio de un incremento en la 

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

Figura 3-6: Vista microscópica de la cocaína base por la técnica de CC. A) Cristales 

obtenidos por CC y B) Sólido obtenido por CC a partir de maceración y homogeneización. 

 

El análisis por GC-FID del producto obtenido por CC permitió determinar que éste presentó 

una pureza del 96.4 %.  

3.2.2 Extracción con fluidos supercríticos (SFE) 

A partir de los resultados obtenidos por HS-GC/MS para la muestra inicial (sección 3.2) en 

pro de favorecer la eliminación de compuestos volátiles, en su mayoría hidrocarburos 

aromáticos, 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.66 A partir de esto, se 

realizaron ensayos preliminares a diferentes condiciones de extracción, determinando que 

50 °C, 80 bares y 15 min generaba una mayor purificación de la muestra. A estas 

condiciones de extracción, empleando CO2 supercrítico, se determinó gravimétricamente 

un rendimiento del 94.8 %. 

A partir del análisis por HS-GC/MS, tanto de la muestra inicial de cocaína base como de la 

muestra sometida a SFE, se observó la variación en las áreas obtenidas para los 

componentes en las respectivas muestras (Tabla 3-4). 

A B 
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Tabla 3-4: Comparación de áreas de disolventes residuales entre muestras. 

Sustancia Área normalizada de la 

cocaína inicial 

Área normalizada de la 

muestra por SFE 

Porcentaje (%) de pérdida 

de volátiles  

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 información anterior, se observó que la muestra tratada por SFE presentó 

una reducción en componentes volátiles mayor que el 90 %. Adicionalmente, se evidenció 

la eliminación total de los hidrocarburos saturados lineales provenientes del queroseno 

(Anexo B).  

Por otro lado, al realizar el análisis por GC-MS, se observó un gran pico correspondiente 

a la cocaína (tR = 4.48 min) junto con su correspondiente espectro de masas, en el cual se 

observa el patrón de fragmentación propio de dicho analito (m/z = 303.1 (M+), 182.1, 94.0, 

82.0 (pico base)) (Figura 3-7). Adicionalmente, no se observó el pico correspondiente a la 

tropacocaína, sugiriendo una efectiva purificación 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. 

 

 

En cuanto al análisis por GC-FID, se obtuvo un valor de pureza del 81.4 %, evidenciándose 

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 análisis, no se requieren grandes cantidades 

de disolvente y es más rentable.67 Lo mencionado va en concordancia con la presente 

investigación, en donde se evidenciaron múltiples ventajas con respecto al método 

convencional de CC. Por ejemplo, el tiempo de extracción en SFE fue de 15 min, mientras 

que la CC tardó entre 6 y 8 h. Adicionalmente, el CO2 no es tóxico, no es inflamable, es 

económico y es un buen disolvente para compuestos orgánicos, mientras que los 

disolventes orgánicos como cloroformo y metanol usados en la técnica de CC, presentan 

algunas limitaciones.68 El primero ha sido catalogado como carcinógeno y el segundo, a 

pesar de ser reconocido recientemente como ambientalmente seguro, debe continuar 

siendo tratado como residuo peligroso.56,69  
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3.2.3 Selección del disolvente verde más adecuado para la 
purificación de cocaína empleando el modelo HSP  

Los HSP de la cocaína 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: Parámetros de solubilidad de Hansen y distancia para la cocaína y algunos 

disolventes. 

Compuesto/Disolvente D (MPa1/2) P (MPa1/2) H (MPa1/2) Ra* 

Cocaína 18.1 5.0 4.7 0.0 

D-Limoneno 17.2 1.8 4.3 3.7 

Tolueno 18.0 1.4 2.0 4.5 

Acetato de etilo 15.8 5.3 7.2 5.2 

Acetona 15.5 10.4 7.0 7.9 

Lactato de etilo 16.0 7.6 12.5 9.2 

Hexano 14.9 0.0 0.0 9.4 

Etanol 15.8 8.8 19.4 15.9 

Metanol 14.7 12.3 22.3 20.2 

D: Parámetro de interacción dispersiva; P: Parámetro polar; H: Parámetro de enlace de 

hidrogeno; Ra*: Distancia con respecto a la cocaína 

El parámetro de interacción dispersiva (δD = 18.1 MPa1/2) para la cocaína indicó una mayor 

influencia en los parámetros de solubilidad, lo cual se puede atribuir al grupo fenilo y al 

núcleo tropánico. Por otro lado, el parámetro polar de las interacciones dipolo-dipolo (δP = 

5.0 MPa1/2) se puede ver influenciado por los grupos éster en la molécula, mientras que el 

parámetro correspondiente a enlaces de hidrógeno (δH = 4.7 MPa1/2) puede deberse a las 

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

Figura 3-8: Molécula de la cocaína. 

 

Elaborado por la autora utilizando el programa ChemSketch. 
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Los valores de HSP se utilizaron para predecir la solubilidad de la cocaína en disolventes 

verdes y no verdes, por medio del cálculo 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 cocaína 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 Ra reflejaron una mayor solubilidad de la cocaína con el D-limoneno (3.7 MPa1/2) 

en comparación con el acetato de etilo (5.2 MPa1/2), el lactato de etilo (9.2 MPa1/2) y el 

etanol (15.9 MPa1/2). El D-limoneno es considerado como un disolvente de base biológica 

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 ebullición (Peb = 176 

°C) dificulta su eliminación y requiere mucha energía.70 En cuanto al lactato de etilo, su alto 

Peb (154 ºC) también hace difícil su evaporación, lo cual limita su uso.71 Por otro lado, el 

valor Ra del etanol con respecto a la cocaína, 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 escogió como el mejor disolvente ecológico para ser 

empleado en los ensayos de PLE. Es importante resaltar que este disolvente es 

ampliamente considerado para trabajos en la Química Verde, debido a su baja toxicidad y 

a que no es cancerígeno.72  

De igual manera, uno de los objetivos de los HSP es buscar la sustitución de los disolventes 

derivados del petróleo.51 Por esta razón, a pesar de que el tolueno podría ser un buen 

disolvente para la cocaína (Ra = 3.7 MPa1/2), no se contempla para procesos emergentes 

de extracción y purificación. 

3.2.4 Estudio empleando extracción con líquidos presurizados 
(PLE) 

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

empleados en PLE mediante dos diseños experimentales, se llevó a cabo una serie de 

ensayos a 40, 70 y 100 °C durante tiempos de extracción 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 cocaína, las temperaturas se seleccionaron 

de acuerdo con los límites que presenta el equipo de extracción.  

Las purezas de las muestras de cocaína oscilaron entre 80.2 y 86.1 % (Tabla 3-6). Se 

evidenció que a la temperatura de 112.4 °C se generó un residuo con apariencia de 

descomposición (quemado) al interior del recipiente extractor.  

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

Temperatura (°C) Tiempo de extracción (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 cocaína formó cristales en la mayoría de los tratamientos y el sólido de la muestra 

homogeneizada pasó de color crema intenso (cocaína base resultante de SFE) a color 

blanco (Figura 3-9). 
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Figura 3-9: Vista microscópica de la cocaína base por la técnica de PLE. 
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3.2.5 Diseño experimental y análisis estadístico para PLE 

Tal como se mencionó, se evaluaron dos diseños experimentales (diseño factorial 32 y 

diseño compuesto central rotable), en donde se estudiaron dos factores que podrían incidir 

sobre la pureza de la cocaína al aplicar la técnica de PLE: temperatura (A) y tiempo de 

extracción (B).  

▪ Diseño factorial 32 

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

cocaína 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 diseño 

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: (Continuación) 

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 llevó a cabo el análisis de varianza que se presenta 

en la Tabla 3-8. Por otro lado, a partir de los residuos del modelo, se realizó la validación 

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 estadística para rechazar la hipótesis nula (Anexo C). Por lo tanto, no hay efecto 

significativo de los tratamientos (interacción entre la temperatura (A) y el tiempo de 

extracción (B)) en la pureza de la cocaína, a partir del P-valor ˃ 0.05. De igual forma, los 

factores principales de temperatura (A) y tiempo de extracción (B) tampoco tienen un efecto 

significativo sobre la pureza de la cocaína. 

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

Fuente de variación Suma de 

cuadrados 

Grados de 

libertad 

Cuadrado 

medio 

F Valor P 

Temperatura (A) 6.04 2 3.021 0.553 0.585 

Tiempo de extracción (B) 13.61 2 6.803 1.245 0.312 

A x B 10.98 4 2.744 0.502 0.734 

Error 98.34 18 5.463   

Total 128.97 26    

 

▪ Diseño compuesto central rotable 

El diseño compuesto central rotable se empleó con el fin de optimizar la pureza de la 

cocaína, 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 diseño 

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 extracción 

A partir de los datos obtenidos, se obtuvieron los coeficientes de los parámetros del modelo 

de segundo orden establecido (Tabla 3-10). Teniendo en cuenta esta información, se 

concluye que los coeficientes de primer orden asociados a la parte lineal de temperatura y 

tiempo de extracción no tienen efecto significativo en cuanto al porcentaje de pureza de la 

cocaína. De igual manera, la interacción entre los dos factores no resulta ser significativa 

y tampoco los coeficientes cuadráticos de temperatura y tiempo de extracción (P-valor ˃ 

0.05). Por otro lado, a partir de los residuos del modelo, se realizó la validación 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 diseño 

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

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

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

Fuente de variación Estimado Error estándar Valor t Pr (|𝒕|) 

Intercepto (𝛽0) 82.59466 0.65082 126.9091 1.614e-11 

Temperatura (𝛽1) -0.62204 0.46034 -1.3512 0.2253 
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Tabla 3-10: (Continuación) 

Fuente de variación Estimado Error estándar Valor t Pr (|𝒕|) 

Tiempo de extracción (𝛽2)  -0.67879 0.45926 -1.4780 0.1899 

Interacción (𝛽12)  -0.72250 0.65082 -1.1101 0.3094 

(𝛽11) -0.73452 0.51521 -1.4257 0.2038 

(𝛽22) 0.64070 0.51134 1.2530 0.2568 

El modelo matemático entre la variable respuesta y los factores independientes, se obtuvo 

mediante regresión múltiple de una expresión cuadrática (ver Ecuación (1.5)). A partir de 

este modelo, se puede establecer el modelo de la superficie de respuesta, correspondiente 

a un modelo de segundo orden. 

𝑌𝑖 = 𝛽0 + 𝛽1𝑋1 + 𝛽2𝑋2 + 𝛽12𝑋1𝑋2 + 𝛽11𝑋1
2 + 𝛽22𝑋2

2 + 𝑒𝑖 (1.5) 

 𝑌𝑖  corresponde al efecto de la variable respuesta, es decir, la pureza de cocaína (% de 

cocaína); los coeficientes 𝛽 son los parámetros asociados a las diferentes variables 

independientes, cuyos valores se determinan a partir del modelo; 𝑋1 y 𝑋2 corresponden a 

los factores A y B evaluados de manera independiente; 𝑋1𝑋2 representa la interacción entre 

los factores estudiados; 𝑋1𝑋2 representa la interacción entre los factores estudiados; 

𝑋1
2 representa la variable temperatura de forma cuadrática; 𝑋2

2 representa la variable 

tiempo de extracción de forma cuadrática y 𝑒𝑖 es el error del modelo. 

Teniendo en cuenta que no hubo interacción estadísticamente significativa entre los 

factores evaluados, no se pueden establecer puntos máximos ni mínimos para llevar a 

cabo la optimización. Sin embargo, se encontró 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 máximo ni un mínimo, es solamente el punto sobre 

la superficie en el que la elevación es máxima en una dirección y mínima en la dirección 

perpendicular (Figura 3-10). A partir de lo anterior, el punto de silla se da en las condiciones 

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

Superficie de respuesta y B) Gráfica de contorno. 

 

Obtenido por la autora utilizando el software RStudio. 

Del gráfico se puede observar que la elevación máxima en el porcentaje de pureza de la 

cocaína ocurre hacía la región donde la temperatura esta entre 40 y 60 °C, y en un tiempo 

entre 0 y 2 min. Lo anterior se puede observar en los contornos y la superficie de respuesta 

de la Figura 3-10. La predicción en el punto estacionario corresponde a un valor de pureza 

del 82.6 %. Al realizar un desplazamiento por el gráfico en la dirección de elevación a partir 

del punto de silla es posible observar que, en las condiciones de 50 °C y 2 min, se presenta 

un porcentaje más elevado de la pureza correspondiente al 85.4 %. 

3.2.6 Comparación estadística entre SFE y PLE empleando la 
prueba t 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 llevó a cabo una prueba t pareada 

para cada uno de los diseños experimentales propuestos. 

Para el diseño 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 

A B 
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diferencia promedio entre la pureza final y la inicial está entre 1.77 y 3.53. Lo anterior quiere 

decir que hubo un aumento significativo de pureza entre SFE y PLE.  

Para el diseño 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 estadística para rechazar la 

hipótesis nula. Por lo tanto, se determinó 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 está entre 0.20 y 2.18. Lo anterior ratifica que hubo un 

aumento significativo de pureza entre SFE y PLE.  

3.3 Diseño experimental para la evaluación del RMih de 
cocaína  

Con el propósito de evaluar el lote de cocaína base a obtener a partir de la investigación 

realizada, se formuló un diseño experimental para la evaluación de la homogeneidad y 

estabilidad de un lote de material de referencia. 

3.3.1 Verificación inicial del material 

De acuerdo con Aguilar et al. (2023) es importante la evaluación 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.26  

A partir de la matriz de cocaína base que se candidatizará como RMih, se llevará a cabo 

una verificación inicial de la homogeneidad dentro del material. Inicialmente, se 

homogeneizará y se llevará a 50 °C por 12 h. Posteriormente, se tomarán siete 

submuestras de 10 mg, las cuales se diluirán en 15.0 mL de n-tetracosano. Se obtendrán 

siete soluciones y, a partir de cada una de estas, se realizarán tres mediciones 

instrumentales por GC-FID (Figura 3-11). Es importante resaltar que las 21 réplicas se 

dividirán en tres bloques de medición (7 réplicas por bloque), entre los cuales se 

recomienda incluir una solución de control con el propósito de evaluar posteriormente la 

deriva instrumental. A partir de los resultados obtenidos, se llevará a cabo un análisis 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 verificación optima, con respecto a la 

homogeneidad dentro del material. 

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

 

3.3.2 Envasado 

Una vez verificada la homogeneidad del material candidato, se procederá a preparar un 

lote de 80 unidades de 20 mg de cocaína base que ha sido purificada previamente. Esto 

se realizará en viales de vidrio pequeños, debidamente rotulados y almacenados en 

desecador. Es importante resaltar que se recomienda envasar lo más rápido posible el 

material, para evitar su hidratación y exposición al ambiente.26 

3.3.3 Estudio de homogeneidad 

El estudio de homogeneidad busca determinar si hay variación en la propiedad de interés 

y si se presentan tendencias dentro del lote, a partir del envasado y procesamiento del 

material. Por esta razón, es importante emplear el número de unidades suficientes para 

evaluar lo descrito.26   

Por lo anterior, y teniendo en cuenta las recomendaciones de la guía ISO 35, se 

seleccionarán 8 unidades correspondientes al 10 % del lote, considerando que el lote 

propuesto es pequeño (<100 unidades). Para este proceso, se aplicará un muestreo 

aleatorio estratificado, en donde se dividirá el lote en 8 segmentos para escoger de manera 

aleatoria las unidades que serán evaluadas en el estudio de homogeneidad. 
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▪ Evaluación de tendencias 

Tal como se mencionó anteriormente, la evaluación de tendencias permite determinar si 

hubo problemas en el momento del envasado o medición del material.26 

Para las tendencias de medición, se realizará una gráfica exploratoria correspondiente a 

las respuestas (Respuesta cocaína base/Respuesta estándar interno) contra el orden de 

medición. Para las tendencias de envasado, se construirá una gráfica exploratoria 

correspondiente al promedio de las respuestas para cada botella contra el orden de 

envasado. Posteriormente, se realizará un análisis de regresión para evaluar una 

tendencia estadísticamente significativa, junto con la aplicación de una prueba t de Student 

bajo un nivel de confianza del 95 %.  

▪ Estimación de la incertidumbre de la homogeneidad 

Una vez confirmado que no se presentan tendencias de envasado y de medición, se 

procederá a estimar la incertidumbre asociada a la homogeneidad del material. Para esto 

es empleará análisis de varianza. Posteriormente, a través de los cuadrados medios (CM) 

obtenidos, se estimará la incertidumbre. 

3.3.4 Estudio de estabilidad a corto plazo 

El estudio de estabilidad será llevado a cabo a través de un diseño isócrono. El material 

será expuesto a una temperatura de 50 °C por 5 días. Los tiempos evaluados serán t0 = 0, 

t1 = 12, t2 = 24, t3 = 72, t4 = 120 h). Se seleccionarán diez viales al azar (previamente 

preparados en el estudio de homogeneidad), en donde ocho unidades estarán a 50 °C y 

dos unidades se encontrarán en desecador para el t0. Al finalizar, todas las unidades serán 

analizadas por GC-FID y la estabilidad se evaluará mediante regresión lineal, junto con la 

aplicación de una prueba t de Student bajo un nivel de confianza del 95 %. La incertidumbre 

atribuida a la estabilidad será calculada de acuerdo con las recomendaciones de la guía 

ISO 35.25  

3.3.5 Estudio de estabilidad a largo plazo 

El estudio de estabilidad a largo plazo se llevará a cabo mediante un estudio acelerado 

isócrono. Dependiendo de los resultados obtenidos en el estudio a corto plazo, se 

seleccionarán dos temperaturas que induzcan la descomposición del material, por ejemplo, 

60 °C y 80 °C. Posteriormente, el material será expuesto a estas temperaturas durante un 
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período de 20 días, tomando muestras en intervalos específicos (t0 = 0, t1 = 3, t2 = 6, t3 = 

10 y t4 = 20 días). Las condiciones de referencia para el estudio isócrono corresponderán 

a 20 ºC ± 3 ºC, y las muestras se almacenarán en un desecador. Al finalizar el estudio, 

todas las unidades serán analizadas por GC-FID, y la estabilidad se evaluará mediante 

regresión lineal, además de la aplicación de una prueba t de Student bajo un nivel de 

confianza del 95 %. La incertidumbre atribuida a la estabilidad será calculada de acuerdo 

con las recomendaciones de la guía ISO 35.25



 

 
 

4. Conclusiones y recomendaciones 

4.1 Conclusiones 

▪ La fase móvil correspondiente a la mezcla de cloroformo:metanol (CHCl3:CH3OH 

(6:1)) determinada mediante la técnica de TLC, permitió una separación eficiente 

de los diferentes alcaloides presentes en la cocaína 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 guía importante para establecer las mejores 

condiciones a trabajar en SFE (50 °C, 80 bar, 15 min), con el fin de favorecer la 

eliminación de los compuestos volátiles presentes en la cocaína 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 cocaína 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 diseño factorial y el diseño compuesto central rotable permitieron determinar que 

los factores evaluados de temperatura y tiempo de extracción no influyeron sobre 

la variable respuesta correspondiente a la pureza de la cocaína (% 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 óptimo concentrándose hacía la 

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

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

miras de continuar fortaleciendo esta temática: 

▪ Probar un sistema de disolventes en gradiente para la cromatografía en columna, 

con el fin de lograr una mejor separación de los alcaloides presentes en la cocaína. 

▪ 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 experimentación secuencial concentrándose en el rango entre 40 y 60 °C, 

y entre 0 y 2 minutos, debido a que se evidenció un mejoramiento en el valor de 

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

▪ Evaluar el candidato a RMih de cocaína con base en el diseño experimental 

propuesto para la evaluación de estabilidad y homogeneidad. 

 

 



 

 
 

A. Anexo: Información de GC-MS para 
cromatografía en columna (CC) 

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

Fracción Sustancia Área Tiempo de retención (tR) (min) 

5 Cocaína 859656 4.592 

6 

Cocaína 11204287 4.628 

Cis-cinamoilcocaína 12830 5.236 

Trans-cinamoilcocaína 17125 5.640 

7 

Cocaína 44377531 4.687 

Cis-cinamoilcocaína 54581 5.236 

Trans-cinamoilcocaína 110808 5.640 

8 

Cocaína 71979991 4.723 

Cis-cinamoilcocaína 125374 5.241 

Trans-cinamoilcocaína 194647 5.642 

9 

Cocaína 89652375 4.744 

Cis-cinamoilcocaína 183203 5.243 

Trans-cinamoilcocaína 247968 5.645 

10 

Cocaína 76667090 4.731 

Cis-cinamoilcocaína 149243 5.241 

Trans-cinamoilcocaína 158910 5.642 

11 

Cocaína 72326074 4.726 

Cis-cinamoilcocaína 130047 5.241 

Trans-cinamoilcocaína 124578 5.642 

12 

Cocaína 87887290 4.744 

Cis-cinamoilcocaína 242652 5.243 

Trans-cinamoilcocaína 162292 5.645 

13 

Cocaína 55939158 4.705 

Cis-cinamoilcocaína 114887 5.238 

Trans-cinamoilcocaína 69282 5.642 
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Fracción Sustancia Área Tiempo de retención (tR) (min) 

14 
Cocaína 42132530 4.690 

Cis-cinamoilcocaína 72037 5.238 

15 
Cocaína 28192668 4.664 

Cis-cinamoilcocaína 37610 5.236 

16 Cocaína 24858887 4.661 

17 Cocaína 18141561 4.649 

18 Cocaína 12715532 4.633 

19 Cocaína 8565409 4.623 

20 Cocaína 5222414 4.613 

21 Cocaína 3754105 4.607 

 

Cromatograma fracción 5 

 

Cromatograma fracción 6 
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Cromatograma fracción 7 

 

Cromatograma fracción 8 

 

Cromatograma fracción 9 
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Cromatograma fracción 10 

 

Cromatograma fracción 11 

 

Cromatograma fracción 12 
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Cromatograma fracción 13 

 

Cromatograma fracción 14 

 

Cromatograma fracción 15 
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Cromatograma fracción 16 

 

Cromatograma fracción 17 

 

Cromatograma fracción 18 
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Cromatograma fracción 19 

 

Cromatograma fracción 20 

 

Cromatograma fracción 21 
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B. Anexo: Cromatogramas obtenidos 

a partir del análisis por HS-GC/MS 

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

 

Cromatograma de la muestra de cocaína por SFE analizada por HS-GC/MS. 
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C. Anexo: Pruebas de hipótesis  

▪ Diseño factorial 32 

Temperatura (A) Tiempo de extracción (B) Interacción A y B 

H0: αi = 0 (i = 1, 2,…,a) 

H1: Por lo menos un αi ≠ 0 

Decisión: Rechazar H0 si F 

≥ F(α,a-1,(n-1)ab) 

H0: βj = 0 (j = 1, 2,…,b) 

H1: Por lo menos un βj ≠ 0 

Decisión: Rechazar H0 si F 

≥ F(α,b-1,(n-1)ab) 

H0: (αβ)ij = 0 (i = 1, 2,…,a; j 

= 1, 2,…,b) 

H1: Por lo menos un (αβ)ij ≠ 

0 

Decisión: Rechazar H0 si F 

≥ F(α,(a-1)(b-1),(n-1)ab) 

 

▪ Diseño compuesto central rotable 

H0: Los parámetros de los coeficientes del modelo de regresión de segundo orden no son 

significativos. 

H1: Por lo menos, uno de los coeficientes del modelo de regresión de segundo orden es 

significativo. 

▪ Prueba t pareada 

La prueba de hipótesis es la siguiente: H0 : µd = 0 y Ha : µd ≠ 0, en donde se rechaza H0 

cuando t ˃ tα/2. 

 

 





 

 
 

D. Anexo: Productos académicos 

Artículo en elaboración 

▪ Natalie Álvarez-Alarcón, William F. Garzón-Méndez, Fabián Parada-Alfonso, Diego 

Ballesteros-Vivas y Luis I. Rodríguez-Varela. Determination of the Hansen Solubility 

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

Capitulo publicado en libro  

▪ Natalie Álvarez-Alarcón, Juan S. Ortiz-Ramírez, Jenny P. Ortega-Barbosa, Diego 

Ballesteros-Vivas, Luis I. Rodríguez-Varela y Fabián Parada-Alfonso. (2023). 

Pressurized Liquid Extraction (PLE). En Bentham Science Publishers Ltd., Green 

Extraction Techniques in Food Analysis (357-395). University of Alcalá, Alcalá de 

Henares, Madrid, Spain. 

Participación en congresos 

▪ XIX Congreso Colombiano de Química: “alianza por un desarrollo sostenible”, 

2023: “Desarrollo Metodológico para Obtener un Material de Referencia “in-house” 

de Cocaína para Aplicaciones Forenses en el Marco de los ODS". Natalie Álvarez-

Alarcón, William F. Garzón-Méndez, Sandra E. Melo-Martínez, Diego Ballesteros-

Vivas y Luis I. Rodríguez-Varela. 

▪ Congreso Latinoamericano de Química, 2020: “DESARROLLO DE MATERIALES 

DE REFERENCIA “IN HOUSE”: UN DESAFÍO FORENSE”. Natalie Álvarez-

Alarcón, Dennis Mauricio Ocampo-Chaguendo, Manuel Hernando Nova-Fuentes, 

Liz Wendy Cuadros-Veloza, Diego Alberto Sánchez-Robayo, William Fernando 

Garzón-Méndez, Sandra E. Melo-Martínez, Fabián Parada-Alfonso. 

▪ Congreso Latinoamericano de Química, 2020: “AVANCES Y RETOS EN QUÍMICA 

FORENSE: DROGAS DE ABUSO EN AMÉRICA LATINA”. William Fernando 
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Garzón-Méndez, Diego Alberto Sánchez-Robayo, Manuel Hernando Nova-

Fuentes, Dennis Mauricio Ocampo-Chaguendo, Liz Wendy Cuadros-Veloza, 

Natalie Álvarez-Alarcón, Jorge Eliecer Camargo-Mendoza, Sandra Esperanza 

Melo-Martínez, Fabián Parada-Alfonso. 
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