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Analisis de morfolina en citricos. Parte |. Presentacion.

El Master “Residuos de Plaguicidas y Contaminantes. Control
Alimentario y Ambiental”, curso 2010-2011, consta de 60 créditos
ECTS y se estructura en 5 médulos, siendo los tres primeros de
contenido tedrico, el cuarto de caracter practico y el quinto

corresponde a la elaboracion del Trabajo Fin de Master.

MODULO I. PLAGUICIDAS

Este modulo esta orientado a proporcionar o completar la formacion
general necesaria acerca de distintas disciplinas cientificas que
soporten el control alimentario y ambiental de residuos de plaguicidas,
atendiendo a aspectos tales como legislacion, registro o mejoras en

practicas agricolas. Consta de las siguientes materias:

Plaguicidas. Aplicaciones y tendencias (3 créditos)
Politicas de seguridad alimentaria (3 créditos)

Registro de plaguicidas (3 créditos)

>N =

Formulaciones de plaguicidas. Liberacion controlada (3

créditos)

En este médulo se han adquirido conocimientos relacionados con:

- Los principales aspectos operacionales que determinan el

funcionamiento de los equipos pulverizadores.

- La regulacion de los principales equipos de aplicacion de

fitosanitarios, para hacer un uso racional de los mismos.

- Distinguir los tipos de compuestos organicos de preocupacion

ambiental en funcién de los grupos funcionales presentes en su
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estructura y ser capaz de relacionar la estructura de estos

compuestos con sus propiedades.

- Implantar los sistemas de autocontrol en aquellos establecimientos
alimentarios que se puedan acoger a los criterios de flexibilidad,

adoptados a nivel autonémico.

- Los procedimientos de registro de plaguicidas, asi como los
procedimientos y normas establecidas por la Organizacion para la
Agricultura 'y Alimentacion (FAO), Agencia de Proteccion
Ambiental de Estados Unidos (EPA) y la Unién Europea (UE).

- Los diferentes tipos de formulaciones de plaguicidas,
especialmente las de liberacién controlada, asi como su disefio,
técnicas de preparacidon, caracterizacion y evaluacién de las

mismas.

MODULO Il. CONTAMINANTES

Este moédulo esta centrado en el estudio de contaminantes
alimentarios y ambientales, abordando, entre otros, procesos de
remediacion de suelos y de tratamientos de aguas contaminadas,

constando de las siguientes materias:

Calidad y trazabilidad alimentaria (3 créditos)
2. Contaminantes. Significacion alimentaria y ambiental (3
créditos)

3. Contaminacién y remediacion de suelos (3 créditos)

Fco. Robles Escoriza Pagina 6



Analisis de morfolina en citricos. Parte |. Presentacion.

En este médulo se han adquirido conocimientos relacionados con:

- La calidad y seguridad alimentaria, asi como el control oficial de

productos alimenticios.

- La trazabilidad alimentaria, con objeto de aumentar la seguridad
alimentaria, facilitando el seguimiento de alimentos “de la granja a

la mesa”.

- La toxicologia ambiental y alimentaria, para desarrollar habilidades
de intervencion en programas industriales de produccién de
alimentos y gestion ambiental, asi como el desarrollo de
conocimientos necesarios para la evaluacién de la contaminacion

de las distintas muestras alimentarias y biologicas.

- Los contaminantes que mas inciden sobre el suelo y los diferentes
métodos y técnicas para la prevencion de la contaminacion, asi

como para la remediacion de suelos contaminados.

MODULO Ill. GESTION DE LABORATORIOS

En este modulo se pretende la formacién de investigadores,
colaborando en satisfacer la demanda de personal cualificado,
dotandoles de las herramientas cognitivas y estratégicas precisas para
el control analitico en el campo alimentario y ambiental, asi como en la
gestion de la calidad en laboratorios, a fin de que puedan desarrollar

un trabajo relevante. Dicho mddulo consta de las siguientes materias:
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1. Muestreo. Preparacion de muestras (3 créditos)
2. Tratamiento de datos analiticos. Control de calidad (3 créditos)

3. Gestion de la calidad en laboratorios (3 créditos)

En este mddulo se han adquirido conocimientos relacionados con:

- Los principales procedimientos de toma de muestra, su
problematica y su importancia dentro del problema analitico, asi
como las principales técnicas para la separacion y/o
preconcentracion de trazas, destacando distintos aspectos

relacionados con la reduccién del tiempo y coste de dicha etapa.

- El disefo y utilizacién de las técnicas de muestreo adecuadas para
obtener muestras representativas en funcién del objetivo y la
muestra a analizar y la eleccion del tratamiento y modo de
preparacion de la muestra en funcién del tipo de analisis requerido,

del método seleccionado y de la naturaleza de la matriz.

- La validacion de métodos analiticos tanto cualitativos como
cuantitativos, asi como las diferentes estrategias para el calculo de

la incertidumbre en dichos métodos.

- Los sistemas de gestion de laboratorios, incluyendo normas ISO
9001, ISO 14001, ISO 17020, ISO 17025 y Buenas Practicas de
Laboratorio (BPLs). Se han estudiado los fundamentos de las
mismas, los documentos de los sistemas de gestion de la calidad,
prestando especial atencidn a la redaccion de los mismos.
Ademas se han sefialado aspectos relativos a gestién de personal
y de equipos y los procedimientos de evaluacién de la calidad

basados en el sistema de auditorias.
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MODULO V. EXPERIMENTACION EN TECNICAS
CROMATOGRAFICAS.

Este moédulo tiene un contenido fundamentalmente practico. Se basa
en el manejo de técnicas analiticas avanzadas en el control de
plaguicidas y contaminantes organicos, asi como en la caracterizacién
de metabolitos y/o productos de degradacion. Consta de las siguientes

materias:

1. Espectrometria de masas (3 créditos)
2. Exposicion a plaguicidas (3 créditos)

3. Experimentacioén en técnicas cromatograficas (9 créditos)

En este médulo se han adquirido conocimientos relacionados con:

- Los fundamentos de la técnica de espectrometria de masas, y los
distintos tipos de fuentes de ionizacion, analizadores y modos de

operacioén usados.

- Las metodologias analiticas para la evaluaciéon de riesgos de
exposicion humana a plaguicidas como consecuencia de su

aplicacion en cultivos intensivos, jardines publicos, etc.

- Las técnicas cromatograficas tanto de gases como de liquidos, asi
como el acoplamiento con la espectrometria de masas y
detectores convencionales como el de fluorescencia. Ademas, se
evaluaron los diferentes parametros que influyen en el proceso de
separacion cromatografica y optimizacion del sistema de

deteccion.
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MODULO V. TRABAJO FIN DE MASTER.

El Trabajo Fin de Master titulado: “Analisis de residuos de morfolina en
citricos mediante técnicas cromatograficas acopladas a detectores de
espectrometria de masas” se ha realizado en el Grupo de
Investigacién “Quimica Analitica de Contaminantes” perteneciente al
Departamento de Hidrogeologia y Quimica Analitica de la Universidad

de Almeria.

El trabajo se encuadra en la linea de investigacion titulada “Métodos
analiticos para residuos y contaminantes organicos en muestras
alimentarias, ambientales y biolégicas mediante técnicas

cromatograficas acopladas a espectrometria de masas”.

En el desarrollo de este trabajo de investigacion se han adquirido

habilidades y conocimientos para:

1. Buscar informacion y legislacion relacionada a la tematica del

trabajo cientifico desarrollado.

2. Evaluar los distintos parametros involucrados en la extraccion de

morfolina en citricos.

3. Validar métodos de cromatografia de liquidos de ultra presion
acoplada a espectrometria de masas en tandem de triple
cuadrupolo (UHPLC-MS/MS).

Finalmente, cabe mencionar que la realizacion de las materias
cursadas en el Master, asi como el desarrollo del Trabajo Fin Master,

me han permitido adquirir determinadas competencias, entre las que
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se pueden mencionar capacidad de planificacion y organizacion
basadas en criterios de calidad y eficacia, siendo éstas fundamentales
tanto para la consolidacion de la formacién cientifica como para el

desarrollo profesional.
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1. OBJETO Y CAMPO DE APLICACION

La detecciéon por parte de la Agencia de Alimentos del Reino Unido
“Food Standards Agency” (FSA) en el mes de septiembre de 2010 de
manzanas procedentes de Chile que contenian morfolina, y la
sospecha de que otras partidas de frutas como naranja, provenientes
de mercados ajenos a la Union Europea (UE) también estuviesen
contaminadas con este emulgente, llevé a la puesta en marcha del
sistema de alarma de la UE, poniéndose de manifiesto la falta de
metodologia analitica que permitiese una determinacién fiable de este

compuesto.

El objetivo de este trabajo es el desarrollo de una metodologia
sencilla para la extraccién y posterior determinacion y cuantificacion
de morfolina en citricos mediante cromatografia de liquidos de ultra
presion acoplada a espectrometria de masas en tandem de triple
cuadrupolo (UHPLC-QqQ-MS/MS).

Este trabajo ha estado motivado por la falta de informacién en la
literatura cientifica con respecto a la determinacion de este compuesto
en citricos mediante una metodologia sencilla y facilmente aplicable

en laboratorios de rutina.

Los pasos seguidos para el desarrollo de este método han sido:

1. Optimizacién de un método de extraccion adecuado para la

determinacion de morfolina.

2. Optimizacion de un método de UHPLC-QqQ-MS/MS para la

determinacion de morfolina.
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3. Validacion del método desarrollado.

4. Aplicacién del método al analisis de muestras reales.

2. INTRODUCCION

La Unién Europea (UE) tiene una estrategia global de seguridad
alimentaria que no solo se aplica a los alimentos, sino a la salud y
bienestar de los animales y a la salud de las plantas (fitosanidad). Su
objetivo es garantizar la trazabilidad de los alimentos desde la granja
hasta la mesa (si es necesario, mas alla de las fronteras de la UE) sin
dificultar el comercio y garantizando al consumidor una alimentacion
rica y variada, aplicando tanto a los alimentos producidos en la UE
como a los importados, normas estrictas relacionadas con la

seguridad alimentaria [1].

Para apartar los alimentos sospechosos del mercado, la UE cuenta,
desde hace ya 30 afos, con un sistema de alerta rapida para
alimentos y piensos (Rapid Alert System for Food and Feed, RASFF)
[2] que permite a los paises miembros intercambiar rapidamente
informacién sobre productos potencialmente peligrosos y reaccionar
de forma inmediata [3]. Asi, si se detectan con rapidez los posibles
problemas y se transmite la informacién, los productos pueden
retirarse en seguida del mercado en toda la UE, o incluso requisarse
antes de salir a la venta. También se notifica a las autoridades
nacionales cualquier denegacién de entrada de un producto en la UE

por razones de seguridad [3].

Cuando se determina la composicion de un alimento, pueden
aparecer especies quimicas que no corresponden con las materias

primas usadas en su elaboracion, ni proceder de reacciones quimicas
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originadas por los procesos de fabricacion. En estos casos, se trata de
sustancias que se encuentran en el alimento por dos posibles
razones: o0 bien han llegado al mismo debido a una contaminacion, o
responden a una adicion intencionada encaminada a mejorar sus
caracteristicas [4]. A estas sustancias se las conoce como aditivos

alimentarios.

Se define como aditivo alimentario a cualquier sustancia que como
tal no se consume normalmente como alimento, ni tampoco se usa
como ingrediente basico en alimentos, tenga o no valor nutritivo [5].
Su adicion intencionada al alimento con fines tecnolégicos (incluidos
los organolépticos) se puede realizar en sus fases de fabricacion,
elaboracion, preparacién, tratamiento, envasado, empaquetado,
transporte o almacenamiento, con el objetivo de que dicho producto o
sus subproductos, afecten a las caracteristicas de un alimento. En
esta categoria no se incluyen contaminantes o sustancias afiadidas al
alimento para mantener o mejorar las cualidades nutricionales [5]. Los
aditivos alimentarios se diferencian de otros componentes de los
alimentos en que se afiaden voluntariamente, no pretenden enriquecer
el alimento en nutrientes y solamente se utilizan para mejorar alguno
de los aspectos del mismo, como son el tiempo de conservacion,
sabor, color, textura, etc. Asi, por ejemplo, cuando se afade &cido
ascorbico a un zumo de fruta por su funcién antioxidante, es decir,
para mejorar su conservacion, se contempla como aditivo y no como

nutriente [6].

Actualmente, se exige a la industria que prepare alimentos en
grandes cantidades, los envase, los envie a grandes distancias y que
permanezcan expuestos en tiendas y supermercados (a veces en
condiciones extremas de calor, temperatura, luz, humedad, etc.). Por

supuesto, también se exige que dichos alimentos se conserven
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durante dias, semanas, meses 0 incluso anos, segun el tipo de
producto, hasta el momento de su consumo. En consecuencia, para
que los alimentos conserven todo su valor nutricional y el aspecto de
recién preparados durante mas tiempo, la industria alimentaria tuvo
que recurrir a los aditivos alli donde las tecnologias fisicas no

alcanzan a cumplir estos propdésitos [7].

En Espania, al igual que en el resto de paises de la UE, para que un
aditivo pueda ser utilizado en la elaboracion de un producto
alimenticio, debe haber sido autorizado mediante su inclusion en las
listas positivas de aditivos. De este modo, para ser autorizados, los
aditivos no deben representar ningun peligro para la salud del
consumidor cuando se usan siguiendo las dosis propuestas y deben
haber sido evaluados toxicolégicamente y sometidos a ensayos que

demuestren su inocuidad [6].

Atendiendo al uso al que son destinados los aditivos alimentarios,

éstos pueden clasificarse de la siguiente forma [8,9]:

i) Sustancias modificadoras de los caracteres sensoriales:
- Edulcorantes
- Potenciadores del sabor

- Colorantes

i) Sustancias que inhiben o impiden alteraciones quimicas y

biologicas:

- Conservantes

- Antioxidantes
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ii)

Emulsionantes

Acidulantes y correctores de la acidez
Antiaglomerantes

Gasificantes

Endurecedores

Secuestrantes

Agentes de carga

Espesantes y gelificantes

Agentes de recubrimiento

Gases propulsores y gases de envasado
Agentes de tratamiento de la harina
Antiespumantes

Almidones modificados

Humectantes

Enzimas

Sales de fundido

Estabilizadores de la textura y otras propiedades fisico-quimicas:

Las ceras se encuentran clasificadas como aditivos dentro de los

agentes de recubrimiento, generalmente de frutas y hortalizas. Su

utilizacion viene motivada puesto que tras la recoleccién del producto

y durante su manipulado, sobre todo en el lavado, parte de su cubierta

cérea se destruye o se desprende, agravando todos los procesos de

deterioro naturales.

Por tanto, proteger al fruto con cubiertas

artificiales resulta indispensable para asegurar su comercializacién en

perfectas condiciones [10]. Actualmente existen varios tipos de ceras

de recubrimiento, las cuales pueden estar compuestas de [11]:

1. Una emulsién de ceras.
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2. Una disolucion de resinas, como por ejemplo colofonia y shellac

(goma laca).

3. Una combinaciéon de una emulsion de ceras mas una disolucion de

resinas.

Ademas, estas combinaciones también necesitan otros aditivos
(plastificantes, antiespumantes, etc.) que son anadidos para obtener

una formulacion final equilibrada [11].

El tipo de recubrimientos comerciales empleados en la industria
citrica son “ceras al agua” que consisten en disoluciones/dispersiones
de una o mas resinas y/o ceras emulsionadas. Estas ceras han ido
desplazando a las “ceras solventes” que utilizan solventes organicos,
por el peligro y la contaminacién medioambiental que conllevan. Las
formulaciones de “ceras al agua” requieren generalmente medios
alcalinos para emulsionar la cera y la disolucion de la resina
(generalmente goma laca), por lo que esta extendido el uso de alcalis,
como hidréxido potasico, amoniaco o morfolina en su formulacion. Las
ceras mayoritariamente empleadas son ceras sintéticas del tipo
polietileno oxidado, empleandose en mucha menor medida las ceras
vegetales del tipo carnauba, siendo practicamente testimonial el uso

de ceras de origen animal, como la cera de abeja [12].

Por lo tanto, la morfolina esta clasificada dentro de los aditivos
alimentarios como emulsionante, y como se ha explicado
anteriormente, se usa como medio alcalino para emulsionar las ceras

usadas en el recubrimiento de frutas y hortalizas [12].
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2.1. Marco legislativo de la morfolina en alimentos

En la UE, los aditivos autorizados en la alimentacion humana estan
regulados mediante listas positivas, y en consecuencia todas las
sustancias que no estén incluidas en estas listas no estan autorizadas.
En 1989, la UE adopté una Directiva Marco (89/107/CEE), que
establecia los criterios para la evaluacion de aditivos y preveia la
adopcion de tres Directivas técnicas especificas [13]. Dichas
Directivas establecen la relacién de aditivos que se pueden utilizar
(excluyendo otros), los alimentos a los que se podrian anadir y los

contenidos maximos admisibles:

- Directiva 94/35/CE relativa a los edulcorantes [14].

- Directiva 94/36/CE relativa a los colorantes [15].

- Directiva 95/2/CE, relativa a otros aditivos alimentarios distintos de

los colorantes y edulcorantes [16].

Las tres Directivas anteriores han sido trasladadas, mediante Reales
Decretos, al ordenamiento juridico espafol. Asi, el Real Decreto
142/2002 ha refundido en un unico texto la lista positiva de aditivos,
distintos de colorantes y edulcorantes [17]. Ademas, recientemente se
ha publicado la Orden SPI1/681/2011, de 28 de Marzo, que viene a
actualizar los anexos del Real Decreto 142/2002, de 1 de febrero,
ampliando los usos de algunos aditivos previamente ya autorizados e
introduciendo nuevos aditivos [18]. La Orden incorpora a nuestro
ordenamiento juridico la Directiva 2010/69/UE [19], por la que se
modifican los anexos de la Directiva 95/2/CE relativa a aditivos

alimentarios distintos de edulcorantes y colorantes.
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Como se ha comentado previamente, la morfolina, es utilizada como
agente emulsionante en ceras de recubrimiento para frutas y
hortalizas. Sin embargo, este aditivo no esta incluido en las listas
positivas de aditivos alimentarios permitidos por la legislacion europea
y, por tanto, su uso no es legal, aunque si esta permitido en otros
paises como EE.UU. [20]. En este sentido, el 1 de octubre de 2010 la
Agencia de Alimentos del Reino Unido (Food Standards Agency, FSA)
informd de la deteccidon de la presencia de morfolina en algunas
partidas de manzanas importadas por Reino Unido desde Chile. En
una reunién posterior al hallazgo, se informé a la FSA de que también
se habian utilizado ceras que contenian morfolina para el
recubrimiento de algunos citricos y que estos habian sido importados
por el Reino Unido y posiblemente por otros estados miembros de la
UE. A raiz de estos hechos, la FSA realizé una evaluacién inicial de
riesgos basada en la informacién disponible, concluyendo que la
exposicion a morfolina a los niveles detectados en estas manzanas

era probablemente de bajo riesgo para los consumidores [21].

2.2. |ldentidad, propiedades fisicas y quimicas

La morfolina (1-oxa-4-azaciclohexano) es un liquido incoloro, aceitoso,
higroscépico, volatii y con un olor caracteristico a amina. Es
completamente miscible en agua, asi como en muchos disolventes
organicos, pero tiene una solubilidad limitada en disoluciones acuosas
alcalinas. La morfolina es una base fuerte, y una disoluciéon acuosa de
concentracién 0.01 % (m/m) proporciona un pH de 9.4, mientras que

una del 10 % (m/m), origina un pH de 11.2.

En relaciéon a su reactividad, la morfolina es una amina heterociclica
secundaria que posee dos grupos funcionales, grupo amino y grupo

éter, pudiendo experimentar una gran variedad de reacciones. Se
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comporta quimicamente como una amina secundaria, mientras que el
grupo éter de la molécula es normalmente inerte y la mayoria de las
reacciones implican al grupo amino secundario. Asi, la morfolina
reacciona con acidos inorganicos y gases acidos, como CO,, H,S o
HCN para formar sales de morfolina. Esta propiedad se usa en la
adicién de morfolina como un anticorrosivo en sistemas de calderas.
Este compuesto puede reaccionar con agentes oxidantes, someterse
a cloracion directa y formar complejos con haluros metalicos. Ademas,
reacciona con acidos carboxilicos, anhidridos, cloruros y ésteres para
formar morfolidos. Los alquilmorfolidos se forman por reaccién de
morfolina con halogenuros de alquilo, sulfatos o dialquil trialquil
fosfatos. Los N-alquilmorfolidos, en particular N-metilmorfolidos y N-
etilmorfolidos, se utilizan como catalizadores en la preparacion de
poliuretanos [22]. Ademas, industrialmente, la reaccién con
formaldehido para formar N-formilmorfolina se usa como disolvente
selectivo para la extraccion de compuestos aromaticos de alta pureza
[22]. De manera resumida, en la Tabla 1 se muestran algunas de las

caracteristicas mas relevantes de la morfolina.
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Tabla 1. Datos de identificacion de la morfolina

Nombre IUPAC

Férmula molecular

Estructura quimica

Nimero CAS

Sinénimos

Peso molecular
Punto de fusidon (°C)

Punto de ebullicion (°C a 760
mm Hg)

Punto de inflamacion (°C)
T2 autoignicién (°C)
T2 descomposicion (°C)

pK, (acido conjugado) (a 25
OC)

Presion de vapor (kPa a 20
OC)

Log Kow

Umbral del olor (ppm)

Morfolina

C4HgNO

@

110-91-8
1-Oxa-4-azaciclohexano
Tetrahidro-2H-1,4-
oxazina
Tetrahidro-1,4-oxazina
Dietileno oximida
Dietilenoimida oxido

Dietileno imidoxida
87.12 g/mol
-3.1
128.9

35.6
310
> 330
8.33

1.1

0.86
0.01

Referencia
[23]
[23]

[24]

[25]

[22]

[22]
[26]
[23]
[23]
[23]
[22]
[22]
[26]

[23]
[26]
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2.3. Metodologia existente para la determinacién de morfolina

La mayoria de los métodos publicados hasta la fecha para el analisis
de morfolina han sido desarrollados para su determinacion en
muestras medioambientales, como aire y agua, encontrandose
unicamente una metodologia en la cual se describe su determinacién
en citricos y que ha sido propuesta por el Laboratorio Europeo de
Referencia de Stuttgart (Laboratory for Chemical and Veterinary
Analysis of Food, CVUA, Stuttgart, Alemania) [27].

Los métodos publicados para el analisis a niveles traza de morfolina
en distintas matrices incluyen el uso de cromatografia iénica (IC) [28],
cromatografia de gases (GC) [29] y cromatografia de liquidos de alta
presién (HPLC) [30]. En cuanto a los tipos de sistemas de deteccion
utilizados en los métodos de analisis publicados, se describe el uso de
detectores ultravioleta (UV) [30] y de espectrometria de masas (MS)
[27], si se emplea HPLC como técnica separativa, y detectores de
ionizacion de llama (FID) [31] y MS [31], si se utiliza GC.

Asi, para el analisis de morfolina en aire, se han propuesto distintos
métodos. En primer lugar, se ha descrito la formacion del compuesto
derivatizado con tiourea (Figura 1) y su posterior analisis mediante

HPLC-UV, obteniendo un limite de cuantificaciéon de 7 mg/m?[30].

Va ‘\> ZBERNN

N, i o — / s
{( pnNes {0 —wm—LN %
N4 - __/

Figura 1. Formacién del derivado de naftilisotiourea de morfolina
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Otro agente derivatizante empleado ha sido el cloruro de dansilo
(Figura 2), siendo analizado el compuesto derivatizado por HPLC-MS,

obteniéndose un limite de deteccion de 0.03 mg/mL [32].

o
|

H.. A

SOER Eee

q

M

e ,-"N“"-u

DME-Cl Amine

Derivative
Figura 2. Reaccién caracteristica del cloruro de dansilo con una

amina secundaria

Por otro lado, los métodos de analisis de morfolina en agua se
pueden llevar a cabo mediante analisis directo por IC, con un limite de
cuantificacion de 1 mg/L [28]. Sin embargo, se obtiene mejor limite de
deteccion (0.03 ug/mL) cuando se lleva a cabo una reaccion de
derivatizacion con cloruro de dabsilo y posterior determinacién con
HPLC-UV a 456 nm [33], de manera similar a como se ha mostrado en

la Figura 2.

Ademas se puede emplear también GC-MS, realizdndose una
derivatizacion con cloruro de bencenosulfonilo (Figura 3). En este
caso, se obtiene un limite de cuantificacion de 0.74 pug/L [29].
Finalmente, hay que comentar que se puede utilizar como agente
derivatizante el cloroformiato de isobutilo (IBCF), determinandose
posteriormente la sustancia derivatizada mediante GC-FID y GC-MS,

alcanzando limites deteccion inferiores a 10® mg/L [31].
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Figura 3. Reaccién caracteristica del cloruro de bencenosulfonilo

con una amina secundaria

Para el analisis de morfolina en sedimentos existe en bibliografia un
solo método en el que se utiliza como agente derivatizante el IBCF
para a continuacion llevar a cabo la determinacion mediante GC-FID y

GC-MS, siendo el limite de deteccion inferior a 10® mg/kg [31].

En el caso de la determinacion de morfolina en alimentos, el Unico
método propuesto hasta la fecha para analizar morfolina en citricos es
el del CVUA, antes mencionado [27]. En este método no se utilizan
agentes derivatizantes, como ocurre en las métodologias
anteriormente expuestas, sino que la morfolina es extraida
directamente con metanol acidificado al 1 % (v/v) con acido acético y
determinada mediante HPLC-MS/MS. A priori, parece ser un método
sencillo y rapido de facil adaptacion a los diferentes laboratorios pues
no precisa de etapas de extracciéon complejas, de derivatizacion, o de
limpieza. Ademas, usa pequefas cantidades de disolventes organicos,

consiguiendo un limite de cuantificacion de 0.01 mg/kg [27].

Finalmente, en la Tabla 2 se muestra un resumen de los diferentes
métodos explicados anteriormente para el analisis de morfolina en
diferentes tipos de matriz y con diferentes técnicas de analisis, donde
se dan detalles de porcentajes de recuperacion obtenidos en cada una
de las metodologias aplicadas, asi como de los procedimientos de

extraccion de la morfolina en diferentes matrices.
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Tabla 2. Resumen de los diferentes métodos desarrollados para el andlisis de morfolina en distintas matrices

Matriz Derivatizante
Aire 1-Naftilisotiocianato
(NIT)
Aire Cloruro de dansilo
Agua No utiliza
Agua Cloruro de dabsilo
Bencenosulfonilo
Agua
cloruro
Aguay Cloroformiato de
Sedimento isobutilo
Naranja No utiliza

*N.D. Dato no disponible.

Técnica

LC

LC

LC

GC

GC

LC

Columna

A: Waters Radial-Pak NVC18

(100 x 5 mm, 4 ym) B: 4 um

Waters Nova-Pak C18 (250 x
4.6 mm, 4 um)

Phenomenex Luna C18, (150
mm x 2.0 mm, 3 pm )

4 mm x 200 mm Dionex Normal
Cation Separador 30831

puBondapak C18, (30 cm x 3.9
mm, 10 ym)

DB5 (35 m x 0.25 mm, 0.25 pm)

DB5 (50 m x 0.25 mm, 0.25 pm)

Obelisc R 2.1 x 150 mm, 5 ym
100 A (SIELC; OR-21.150.0510)

Fase movil Tipo .
deteccién
Acetonitrilo— uv
agua
Acetonitrilo
+ 1% acido MS
férmico
0.005 M .
HCl Conductividad
Agua-etanol uv
- MS
- FID-MS
20 mM
formiato
amonico en MS/MS
agua-
acetonitrilo
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Recuperacion

91 %

97 %

91-97 %

92-106 %

N.D.*

85-100 %

100-106 %

Precisién

5.5

13 %

N.D.*

N.D.*

31%

1.1-4.7 %

N.D.*

Limites
Inferiores

7.7 mg/m®

0.03 mg/mL

0.1 mg/L

0.15 pg/mL

0.74 pg/L

N.D.*

0.01 mg/kg

Referencia

(30]

(32]

(28]

(33]

[29]

(31]

[27]
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3. MATERIALES, EQUIPOS Y METODOS EMPLEADOS

3.1. Reactivos v disoluciones

— Patron de morfolina. Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia), con una
pureza = 99.5 % y densidad de 0.996 g/mL a 25 °C.

— Preparaciéon de la disolucion patréon de morfolina. Se prepard una
disoluciéon patrén de morfolina, con una concentracion de 400 mg/L,
por pesada exacta del compuesto. Una vez pesado, el compuesto
se disolvié en metanol hasta un volumen de 50 mL y se almacend a

-5 °C, en un bote topacio y en oscuridad.

— Preparacion de las disoluciones de trabajo. En cada jornada de
trabajo se prepararon los patrones intermedios necesarios,
diluyendo la disolucion madre con metanol hasta obtener la
concentracién necesaria para la fortificacion de las muestras, los
experimentos de recuperacion, o para la preparacion de los patrones

de calibracion.

— Agua ultrapura obtenida mediante un sistema de gradiente de agua
Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EE.UU.).

— Metanol (grado HPLC), J. T. Baker (Deventer, Holanda).

— Acetonitrilo (grado HPLC), J. T. Baker.

— Acido férmico concentrado (grado HPLC), Fluka (Buchs, Suiza).
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— Acido acético concentrado (grado HPLC), Panreac (Barcelona,

Espana).

— Metanol acidificado al 1 % con acido férmico (v/v). Pipetear 1 mL de
acido férmico en un matraz aforado de 100 mL y enrasar con
metanol.

— Acetonitrilo acidificado al 1 % con acido acético (v/v). Pipetear 1 mL
de acido acético en un matraz aforado de 100 mL y enrasar con
acetonitrilo.

— Acido pentadecafluorooctanoico (PDFOA), Sigma-Aldrich.

3.2. Aparatos, equipos y consumibles

— Tubos de centrifuga de 50 mL con tapon de rosca.

— Balanza Granatario, PB 602-S (Mettler Toledo, Greinfesee, Suiza).

— Balanza de Precision, AB204-S (Mettler Toledo).

— Centrifuga, modelo Centronic BL 1l (J. P. Selecta, Barcelona,

Espana).
— Agitador Rotatorio modelo Reax 2 (Heidolph, Kelheim, Alemania).
— Cromatdgrafo de liquidos de ultra presion. Acquity UPLC® (Waters,

Milford, MA, EE.UU.). Empleo de una columna C18 Acquity UPLC
BEH (100 mm x 2.1 mm, 1.7 ym tamano de particula) de Waters.
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— Analizador de triple cuadrupolo modelo Waters Acquity TQD
(Waters, Manchester, Reino Unido), equipado con una fuente de

ionizacion de electronebulizacion (ESI) en modo positivo.

— Columna cromatografica, Acquity UPLC® BEH Cyg (50 mm x 50 mm,
1.7 um) de Waters.

— Columna cromatografica, Acquity UPLC® BEH HILIC (100 mm x 2.1

mm, 1.7 ym) de Waters.

— Columna cromatografica, X Terra MS Cg (150 mm x 2.1 mm, 5 ym)

de Waters.

— Columna cromatografica, Kinetex C18 (50 mm x 2.1 mm, 2.6 um) de

Phenomenex (Torrance, California, EE.UU.).

— Filtros de 0.20 ym de Nylon de VWR (Barcelona, Espana). Se usan

para el filtrado de los extractos después del proceso de extraccion.

— Filtros 0.45 ym GVHP de Millipore (Irlanda). Usados para filtrar las

fases moviles antes de usarlas en el UHPLC-MS/MS.

— Cartuchos C18 (Sep-Pak, 500 mg, 3 cm®) de Waters.

— Cartuchos Florisil (Bond Elut Jr, 500 mg). Varian (Habour City, CA,
EE.UU.)
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3.3. Anadlisis cromatogréafico y determinacién espectrométrica

El analisis cromatografico se llevd a cabo utlizando un sistema
Acquity UPLC® (Waters, Milford, MA, EE.UU.). El modo de ionizacién
fue ESI positivo. La columna usada fue una Acquity UPLC® BEH Cys
50 x 2.1 mm, 1.7 ym (Waters), equilibrada a 30 °C. El analito fue
separado con una fase moévil formada por metanol (eluyente A) y una
disolucién acuosa de acido formico al 0.01 % v/v, (eluyente B) a un

flujo de 0.35 mL/min. En la Tabla 3 se muestra el gradiente utilizado:

Tabla 3. Gradiente de elucion empleado para la separacion de la

morfolina

Tiempo (min) Flujo (mL/min) | % Eluyente A | % Eluyente B

0.00 0.35 10 90
2.50 0.35 50 50
3.00 0.35 90 10
3.50 0.35 10 90
5.00 0.35 10 90

Para la deteccién de los compuestos se empled un analizador de
triple cuadrupolo, citado anteriormente, en el que la colisién se llevo a
cabo con argdn, con una presion de trabajo en la celda de colisién de
4x107% mbar. La adquisicién de los datos se llevé a cabo empleando el

software MassLynx 4.0 y el programa QuanLynx (Waters).

En la Tabla 4 se muestran los parametros mas relevantes del

método de masas.

Fco. Robles Escoriza Pagina 30



Analisis de morfolina en citricos

Parte Il. Memoria Cientifica

Tabla 4. Valores de los pardmetros de la fuente de ionizacién y

Fuente de lonizacion

Analizador

Voltajes

Temperaturas

Flujo Gas

Analizador

Celda Colisién

del analizador
Parametro
Capilar (kV)
Extractor (V)
RF Lentes (V)
Fuente (°C)
Desolvatacién (°C)
Desolvatacion (N,) (L/h)
Cono (Ny) (L/h)
LM Resolucion 1
HM Resolucion 1
Energia lon
Modo
Voltaje salida (V)
LM 2 Resolucién 2
HM Resolucion 2
Energia lon 2
Ganancia

Flujo gas colisién (mL/min)

Valor
3.0
2
1
120
350
600
80
15
15
0.5
MSMS
0.5
14
14
0.8
1.00
0.12
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3.4. Procedimiento de extraccion.

Para determinar cuales eran las mejores condiciones de extraccién de
la morfolina y asi obtener unos mejores valores de recuperacién del
analito se evaluaron diferentes procesos de extraccion. EI método
desarrollado por el CVUA utiliza como disolvente de extraccion
metanol acidificado al 1 % con &cido férmico (v/v). Esta mezcla de
disolventes se compard con otra compuesta por acetonitrilo acidificada
al 1 % con acido acético (v/v), indicandose a continuacion los

procedimientos evaluados:

a) Procedimiento de extraccion con acetonitrilo acidificado al 1 % con

acido acético

El procedimiento operatorio se puede resumir como sigue: pesar 10
g de muestra homogeneizada en un tubo de centrifuga de
polipropileno (50 mL). Seguidamente, afadir 10 mL de disolucion de
acetonitrilo acidificado al 1 % con &cido acético (v/v), y agitar
vigorosamente los tubos de centrifuga durante 2 minutos de forma
manual. A continuacion, agitar durante 40 minutos en un agitador
rotatorio. Transcurrido dicho tiempo, centrifugar los tubos a 4000 rpm
durante 6 minutos. Finalmente, proceder al analisis de una alicuota del
sobrenadante mediante UHPLC-MS/MS.

b) Procedimiento de extraccion con metanol acidificado al 1 % con

acido férmico [27] v seleccionado como éptimo para su validacién

El procedimiento operatorio se puede resumir como sigue: pesar 10
g de muestra homogeneizada en un tubo de centrifuga de

polipropileno (50 mL). Seguidamente, afiadir 10 mL de disolucién de
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metanol acidificado al 1 % con acido féormico (v/v), y agitar
vigorosamente los tubos de centrifuga durante 2 minutos de forma
manual. A continuacion, agitar durante 40 minutos en un agitador
rotatorio. Transcurrido dicho tiempo, centrifugar los tubos a 4000 rpm
durante 6 minutos. Filtrar una alicuota del sobrenadante a través de
filtros de nylon (0.20 um). Finalmente proceder al analisis mediante
UHPLC-MS/MS.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

El objetivo de este trabajo es desarrollar un método sencillo y eficaz
para la determinacion de morfolina en muestras de citricos,
especialmente naranja, aplicando un método de extraccion que
permita unos niveles aceptables de recuperacion del analito y

posterior deteccion y confirmacién mediante UHPLC-MS/MS.

4.1. Optimizacién de las condiciones MS/MS

La optimizacién de parametros se realizd por perfusion directa del
compuesto en el espectrémetro de masas. En primer lugar, se
modificd el voltaje de cono para obtener aquel valor que
proporcionase una mejor sefal del i6n precursor (m/z 88.0),
obteniendo finalmente un valor de 35 V, mostrandose en la Figura 4 el

espectro obtenido.
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Figura 4. Sefial del i6n precursor (m/z 88.0) producida al

utilizar un voltaje de cono de 35 V.

Una vez fijado éste, se procedié a la optimizacion de la energia de
colision para cada para cada uno de los distintos iones producto,
observandose que las mayores intensidades para los distintos iones
producto se obtuvieron a 15 eV, mostrandose en la Figura 5 el
espectro MS/MS obtenido, donde se puede indicar que los distintos
iones producto obtenidos son m/z 70, 68, 45, 44 y 42. Finalmente, en
la Tabla 5 se muestra un resumen de las diferentes condiciones
experimentales obtenidas, durante el proceso de caracterizacion
espectrométrica de la morfolina.

100 | 88\ i
70
% \A
42 44 |
0 ¢ / 45
68
3 \ ™
40 50 60 70 80 90

Figura 5. Espectro MS/MS de la morfolina obtenido con una

energia de colision de 15 eV
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De todas las transiciones estudiadas, se eligié la transicion m/z 88.0
> 70.1 como transicion de cuantificacion, mientras que la transicion
m/z 88.0 > 45.1 se empled como transicion de identificacion, al ser las
dos transiciones que originalmente proporcionaban una mayor

sensibilidad.

Tabla 5. Parametros especificos UHPLC- MS/MS de la morfolina

Voltaje de cono | Energia de colision

Compuesto Reaccién
V) (eV)
88.0 >42.0 35.0 15.0
88.0 >44.2 35.0 15.0
Morfolina 88.0 > 45.1 35.0 15.0
88.0 > 68.0 35.0 15.0
88.0 > 70.1 35.0 15.0

4.2. Optimizacion de las condiciones cromatograficas

Una vez caracterizado el compuesto, se decidid optimizar las
condiciones cromatograficas. En primer lugar se evaluaron diferentes
tipos de columna para probar la compatibilidad de la molécula, de
naturaleza muy polar, con la fase estacionaria y la variabilidad del
tiempo de retencién de la morfolina con cada una de ellas. Las

columnas probadas fueron:

e ACQUITY UPLC® BEH HILIC (100 mm x 2.1 mm, 1.7um). Este tipo
de columna contiene sustrato BEH (Ethylene Bridged Hybrid) y
esta disefiada para retener y separar compuestos muy polares.

Estas columnas se han optimizado y probado para producir
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separaciones eficientes y reproducibles bajo las condiciones de

interaccion hidrofilica de cromatografia de liquidos. [34].

e Acquity UPLC® BEH C+g (50 mm x 2.1 mm, 1.7 ym). Es la columna
mas universal para las separaciones por UHPLC. Permite
separaciones en una amplia gama de pH (pH 1-12), y una mayor
estabilidad a pHs bajos [34].

e X Terra MS Cg (150 mm x 2.1 mm, 5 ym). Este tipo de columnas
combinan propiedades de la silice y los materiales poliméricos en
la llamada tecnologia de particula hibrida, en la que se sustituye
uno de cada tres silanoles por un grupo metilo durante la sintesis.
Esta hidrofobicidad se distribuye a través de toda la estructura de
la particula, lo que genera una particula hibrida (inorganica/
organica) robusta con la que se puede trabajar a altas velocidades

de fase movil, altas temperaturas y pH elevado [34].

En el caso de la columna HILIC, la fase movil utilizada fue metanol
(eluyente A) y una disolucién acuosa de formiato amonico 5 mM
(eluyente B) con un flujo de 0.25 mL/min. Para la columna C18 se
utilizé como fase maévil metanol (eluyente A) y una disolucién acuosa
de acido formico 0.01 % (v/v) (eluyente B) con un flujo de 0.35
mL/min. Con la columna Cg se emple6 una fase mévil compuesta por
metanol (eluyente A) y una disolucibn acuosa de acido
pentadecafluorooctanoico (PDFOA) 0.12 % m/v (eluyente B) con un
flujo de 0.35 mL/min.

En la Figura 6 se muestra la comparacion de los diferentes
cromatogramas obtenidos cuando se empleaban los distintos tipos de
columna, al inyectar un patrén de morfolina de 200 ug/L preparado en

metanol.

Fco. Robles Escoriza Pagina 36



Analisis de morfolina en citricos Parte Il. Memoria Cientifica

0.48
100 ]
@)
* ]
0 . )
1. 2. . 4. R .
_ 0 0 3.0 3.69 0 5.0 Tiempo (min.)
100
(b)
R
0
100 - 1.41
()
®
1.63
0 . .
1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 Tiempo (min.)

Figura 6. Influencia del tipo de columna en la elucién de la
morfolina. Columna empleada: (a) HILIC, (b) C18, (c) C8

A la vista de los diferentes cromatogramas se puede observar que la
columna que proporciona un menor tiempo de retencion es la HILIC
(0.5 min), seguida de la Cg (1.4 min) y por ultimo la C4s (3.7 min).
Valorando los resultados obtenidos y con objeto de minimizar la
posibilidad de interferencias, se decide seleccionar como fase
estacionaria para posteriores experiencias la Cqg, ya que ofrece un
tiempo de retencién mayor, y por lo tanto una mejor separacién de la
morfolina de las sustancias interferentes. Ademas, la columna C4z es
la de uso mas comun, y con la eleccion de esta columna se cumple
uno de los objetivos en el desarrollo del método analitico que consistia

en utilizar materiales de uso lo mas comun posible.
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Una vez seleccionada el tipo de columna, se evalud la composicién
de la fase movil. Por un lado, se probd una fase moévil no formadora de
pares ionicos que se componia de metanol (eluyente A) y una
disolucién acuosa de acido férmico (0.01 %, v/v) (eluyente B). Por otra
parte, se evalué una fase mévil formadora de pares idnicos que se
componia de metanol (eluyente A) y una disolucidon acuosa de un
agente formador de pares de iones, PDFOA (0.12 %, m/v). Los
agentes formadores de pares de iones pueden mejorar la resolucién
cromatografica y el tiempo de retenciéon para analitos muy polares
cuando se trabaja en fase reversa [35]. La Figura 7 muestra dos
cromatogramas representativos al utilizar ambos tipos de fase
moviles.

369
100 (a)

%

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00
Tiempo (min)

1007 4.13
(b)
R
- oo el an " M..,.A/\)
0
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00
Tiempo (min)

Figura 7. Efecto de la fase mévil en la separacién de la morfolina.
Tipo de fase movil: (a) sin formador de pares de iones, (b) con

formador de pares de iones.
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Con la fase maovil que no utilizaba agentes formadores de pares de
iones se obtenia un tiempo de retencion de la morfolina de 3.7
minutos, mientras que con la fase movil que empleaba PDFOA, el
tiempo de retencion era de 4.1 minutos. Este retraso en el tiempo de
retencién es debido al efecto del PDFOA, que forma un par iénico con

la morfolina.

Finalmente, al realizar pruebas en extracto de matriz fortificada con
diferentes concentraciones de morfolina (50, 100, 200, 500,1000 pg/L)
se obtuvo mayor sensibilidad con la fase mévil que no empleaba
agentes formadores de pares de iones. Por tanto, a pesar de que con
el PDFOA se retrasaba la elucion del analito, lo que podia ser
beneficioso para evitar posibles interferentes de la matriz que
presentan tiempos de retencion bajos, se decidié desechar el uso de
este agente y se establecié como fase mdvil de trabajo la compuesta
por metanol (eluyente A) y una disolucion acuosa de &cido férmico
0.01 % (eluyente B).

4.3. Optimizacion del proceso de extraccion

El método desarrollado por el CVUA para la determinacién de
compuestos polares, como puede ser la morfolina, emplea como
disolvente de extraccién una disolucién de metanol acidificado al 1 %
con acido formico [27]. Tomando como partida dicho procedimiento,
en el presente trabajo se van a evaluar otro tipo de disolventes,

intentando reducir al maximo los limites de cuantificaciéon y deteccion.

Se estudiaron diferentes composiciones de disolventes tales como,
metanol acidificado al 1 % con acido férmico y acetonitrilo acidificado

al 1 % con acido acético. Ademas, se realizaron experiencias
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aplicando una etapa de limpieza posterior a la extraccién con el

objetivo de contrarrestar la carga de matriz en las muestras a analizar.

En primer lugar, para estos estudios, se emplearon muestras
blancas de naranja fortificadas a una concentracion de 5 mg/kg de
morfolina. Se realizaron dos tandas de 3 réplicas. Cada una de las
tandas fue sometida al proceso de extraccién. Una de las tandas se
extrajo con metanol acidificado al 1 % con acido férmico y la otra con
acetonitrilo acidificado 1 % con &acido acético. En ambos casos se
siguieron los procedimientos descritos en el Apartado 3.4. La Tabla 6
muestra los resultados obtenidos al comparar las diferentes variantes

en el procedimiento de extraccion.

Ademas es conveniente indicar que aunque, a priori, la transicion
m/z 88.0 > 70.0 parecia ser la mas selectiva, se comprobd
experimentalmente que la transicion m/z 88.0 > 45.1 proporcionaba
mejores resultados (menos interferencias durante el proceso de

integracion) por lo que se eligio ésta para cuantificar el analito.

Tabla 6. Resultados de recuperaciones con diferentes disolventes

de extraccion

Recuperacion (%)

Metanol Acetonitrilo
Media 91.8 73.4
DER * 1.9 38.5
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A la vista de los resultados se decidié continuar con la extraccién
con metanol acidificado al 1 % con acido féormico ya que se obtienen
mejores recuperaciones y un mejor nivel de precisidén (desviacion

estandar relativa, DER, mas baja).

- Estudio de una etapa de limpieza posterior a la extraccion

Para tratar de minimizar la presencia de componentes de la matriz en
el extracto final, se evalud la inclusion de una etapa de limpieza de los
extractos de matriz mediante extraccion en fase sodlida (SPE),
obtenidos en el proceso de extraccion, utilizando distintos tipos de
sorbentes como Cig y Florisil y comparando las recuperaciones

obtenidas.

Para evaluar la limpieza de los extractos se estudiaron los
resultados de muestras de naranja fortificadas con 5 mg/kg de
morfolina. A estas muestras se les aplicé el proceso de extraccion
seleccionado previamente. Con los extractos se realizaron las

siguientes operaciones:

- Una alicuota se analiz6 tal cual.

- Una alicuota se pasé por un cartucho de C18 previo a su analisis

cromatografico.

- Una alicuota se paso por un cartucho de Florisil previo a su analisis

cromatografico.

Sin embargo, esta etapa de limpieza no mejoraba el cromatograma
obtenido en relacion a las experiencias anteriores (no se aplicaba

dicha etapa de limpieza), obteniendo los mismos resultados cuando se
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empleaba tanto C18 como Florisil, por lo que se puede concluir que
los cartuchos evaluados no son lo suficientemente eficientes. Ademas,

es posible que parte del analito quede atrapado en dichos cartuchos.
Al no mejorar las recuperaciones con la utilizacion de los cartuchos
se decidid no incluir dicha etapa de limpieza en el procedimiento de

extraccion.

4.4. Evaluacion del efecto matriz

Cuando se emplea ESI como técnica de ionizacién, uno de los
principales problemas que se observa es la disminucién o aumento de
la sefal debido a otros componentes presentes en la matriz (efecto
matriz). Este es el tipo de efecto matriz mas frecuente en LC,
denominado comunmente como supresién idnica. Dicho efecto matriz
repercute en un aumento o disminucién de la respuesta del detector,
en comparacién con las sefiales producidas por disoluciones
preparadas en disolvente [36,37]. La presencia o ausencia de tales
efectos se puede demostrar por comparacion de la respuesta
producida a partir de la sustancia analizada en disolvente con la que
se obtiene de la misma cantidad de analito en extracto de muestra.
Algunas de las estrategias utilizadas para disminuir o compensar el

efecto matriz son:

- Eliminaciéon de los componentes de la matriz a través de limpiezas

exhaustivas de los extractos.

- Uso de calibrados preparados con extractos blancos de matriz
[38]. Estos extractos blancos de matriz se preparan de la misma

manera que las muestras a analizar.
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-  Empleo del método de adicién de patrén, el cual es apropiado
cuando la composicién de la muestra es desconocida o compleja y

no es posible obtener blancos de matriz [39].

Para la deteccién de dicho efecto matriz se puede realizar una
comparacion de las pendientes de las rectas de calibrado en
disolvente y en matriz, aplicando el procedimiento descrito por
Gonzalez y Herrador [40], y que se comenta brevemente a

continuacion.

En primer lugar, se realiza el cociente entre ambas pendientes y se

calcula la desviacion estandar asociada:

b . .
R = bmﬂ Ecuacion 1

disolvente

S bmatri S % baisolvent
matriz I1solvente .z
sy =R + Ecuacion 2

b matri b
matriz disolvente

Donde bnatiz Y baisovente SON las pendientes de las rectas de calibrado
en matriz y disolvente respectivamente, Y Spmatiz Y Sbdisiovente SON 1as
desviaciones estandar de la regresion correspondiente. Si ambas
pendientes son practicamente iguales, su cociente, R, no debe ser
significativamente distinto de 1, y se aplica un test de comparacion de

una media respecto a un valor de referencia, aplicando la Ecuacion 3.

Ecuacién 3
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El valor calculado se compara con el factor de cobertura k = 2 para
un 95 % de nivel de confianza. Si t.yc €s mayor que 2, las dos

pendientes seran significativamente diferentes, y existira efecto matriz.

Con el fin de evaluar el efecto matriz y su posible influencia en la
disminucion o aumento de la sefal debido a la presencia de
componentes en la matriz de la naranja, se decidid realizar un
calibrado en matriz y otro en disolvente a concentraciones
comprendidas entre 100 y 500 pg/L, mostrandose los calibrados
obtenidos en la Figura 8. Se puede comprobar de manera grafica las
diferencias en las pendientes de las rectas realizadas en disolvente y

en extracto de matriz.

Area (u.a.) 2000 -

1800 - y = 3,4638x + 0,1955
1600 - R2 = 0,9990
1400 —— Matriz
1588 | ——— Disolvente
800 - y = 0,9729x - 45,7238
600 - R2 = 0,9934

400 -
200
0

0 100 200 300 400 500 600

Concentracion (ug/L)

Figura 8. Comparacion de las rectas de calibrado preparadas en

disolvente y en extracto de matriz

En la Tabla 7 se muestran los resultados obtenidos al realizar el test
indicado previamente, y se puede observar como el valor calculado
(tcac) €8 mayor que 2, por lo que se concluye que las dos pendientes

no son iguales y existe efecto matriz.
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Tabla 7. Evaluacién del efecto matriz comparando las pendientes

de las rectas de calibrado en extracto de matriz y en disolvente

Calibrado b Sh R SR tealc

Disolvente 3.4638 0.08
0.28 0.017 41.48

Matriz 0.9729 0.05

Una vez comprobada la presencia de efecto matriz, se decide
evaluar posibles estrategias para la minimizacion de este efecto, como
por ejemplo, mediante la realizacion de una dilucién de la matriz de la
muestra en el extracto final. EIl método de dilucion se puede utilizar si
las especies interferentes no producen un efecto importante por
debajo de cierto nivel de concentraciéon. Con este método, el efecto de

la interferencia se reduce simplemente al diluir la muestra [41].

Para realizar este estudio se prepararon varias rectas de calibracion.
Los puntos de concentracion utilizados para construir las rectas
variaron entre 100 y 500 pg/L de morfolina. Las rectas se prepararon
tanto en disolvente como en extracto diluido de matriz. Las diluciones
elegidas fueron las recomendadas por el método desarrollado en el
CVUA [27], y que implicaban una dilucién del extracto de 5 6 10

veces. De esta forma, las rectas utilizadas para la evaluacién fueron:

- Calibrado en disolvente (metanol).

- Calibrado en matriz diluida 1:5 (dilucion con metanol).

- Calibrado en matriz diluida 1:10 (dilucidon con metanol).
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En la Figura 9 se puede comprobar de manera grafica las
diferencias en las pendientes de las rectas realizadas en disolvente y

con una dilucién de matriz 1:5 y con una dilucion de matriz 1:10.

Area (u.a.) 20001

1 800 y= 3:26:_3%x9+9361955 ——— Disolvente
16007 o Dilucion 1:10
14007 Dilucion 1:5
12007
1000 y = 0,9644x + 59,99

800 R? = 0,0867

600

400 y = 0,4465x + 3,7078

200 //- R2 =0,9984

O T T T T T 1

0 100 200 300 400 500 600

Concentracion (ug/L)

Figura 9. Evaluacion del efecto matriz comparando las pendientes
de las rectas de calibrado en extracto de matriz 1:5, 1:10 y en

disolvente.

Ademas, en la Tabla 8 se muestran los resultados obtenidos en
relacion a las pendientes de las rectas obtenidas en segun la dilucion
1:5y 1:10.
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Tabla 8. Evaluacioén del efecto matriz comparando las pendientes

de las rectas de calibrado en extracto de matriz 1:5, 1:10 y en

disolvente
Calibrado b Sh R SR tealc
Disolvente 3.4638 0.08

0.13 0.005 186.91
Dilucion 1:5 0.4465 0.01

Dilucion 1:10 0.9644 0.08 0.28 0.020 30.44

Para ambas diluciones se puede observar que el valor calculado
(tcac) €S mayor que 2, por lo que se concluye que ambas diluciones no
corrigen el efecto matriz, existiendo en ambos caso un efecto matriz

acusado.

Sin embargo, se puede indicar que existe un efecto matriz bastante
marcado si se emplea la dilucién 1:5, observando que una mayor

dilucion de la matriz (1:10) favorece la disminucién del efecto matriz.

A continuacion, se comprobd qué tipo de dilucion ofrecia una recta
que proporcionase un mayor rango de trabajo. Ademas de un amplio
rango de trabajo, también se tuvo en cuenta que a mayor dilucion de
la matriz, en las muestras reales, los limites de cuantificacion serian
mas altos y por tanto el método perderia parte de su valor comercial.
En este punto es importante indicar que obtener unos limites de
cuantificacién bajos es importante puesto que la morfolina es un
aditivo cuyo uso no esta permitido por la legislacion europea, y por
tanto, no debe aparecer en citricos comercializados. En este estudio
también se pretendia dilucidar cual de las transiciones seleccionadas

previamente resultaba la mas selectiva.
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Se representd graficamente las rectas de calibrado, y se evalué el
ajuste de las mismas mediante inspeccion visual, el coeficiente de
correlacion lineal, el célculo de los coeficientes de linealidad (%Lin)
[42] y la desviacion estandar relativa de los factores de respuesta
(DERFR) [42], para comprobar la linealidad. A tal fin se emplearon las

siguientes ecuaciones:

Coeficiente de linealidad (%Lin) %Lin.=(1- %b) *100

~

Factor de respuesta (FR)

= — 43
Concentracion [43]

Desviacion estandar relativa de FR (DERFR) DERFR = ;ﬂ*loo

FR

Donde:
b: Pendiente de la recta.
sb: Desviacion estandar de la pendiente de la recta.

Ser: Desviacion estandar de Los factores de respuesta.

X g : Media de los factores de respuesta.

Los criterios de aceptacion a priori de las rectas de calibrado fueron

los siguientes:

- R?20.98.
" DER de los factores de respuesta <25 %.

- Coeficiente de linealidad = 95 %.
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En la Tabla 9 se muestra un resumen de los rangos de trabajo

permitidos para cada una de las diluciones y cada una de las

transiciones de masa estudiadas.

Tabla 9. Rango de trabajo con dilucion de matriz 1:5y 1:10 para

las diferentes transiciones estudiadas

Dilucién 1:5 Dilucién 1:10

Coeficiente Rango Coeficien

Reaccion R®> | DERFR lineal (Mg/L) R® DERFR | teLineal
88.0>42.0 | 0.9912 10.2 90.6 100-500 0.9968 20.5 96.0
88.0>44.2 | 0.9984 8.0 96.0 100-500 | 0.9895 214 92.7
88.0>45.0 - - - - 0.9999 23.6 99.9
88.0>68.0 - - - - 0.9957 15.7 95.4
88.0>70.1 | 0.9993 13.8 98.2 50-500 0.9999 23.2 99.2

Se puede observar que la transicion m/z 88.0 >70.1, que a priori es
la mas selectiva ya que proporciona el fragmento con relacién m/z
mas alto, no da los resultados esperados. Esto se debe a que esta
transicion corresponde con la pérdida de una molécula de agua ([M-
H,O]", m/z 18), lo que hace que cualquier compuesto de la matriz con
similar peso molecular a la morfolina y con una pérdida tan comun
interfiera en la determinacién de esta sustancia, debido a la poca

selectividad de la transicidon monitorizada.

Ademas se puede observar que las rectas analizadas con dilucion
1:5 no obtienen respuesta para todas las transiciones. Asi, por
ejemplo, para transiciones que presentan una buena sensibilidad,
como es la m/z 88.0 > 45.0, no se obtiene respuesta. Probablemente,
esto es debido a la mayor carga de matriz que contienen las muestras

analizadas con una dilucién 1:5.

Fco. Robles Escoriza Pagina 49

Rango
(Hg/L)

50-500
50-500
50-500
50-500
100-500



Analisis de morfolina en citricos Parte Il. Memoria Cientifica

En definitiva, las pruebas realizadas con una dilucion 1:10 de matriz
proporcionan sefial para todas las transiciones y un rango de trabajo
mas amplio. Atendiendo a todas estas razones se decidio finalmente

trabajar con una dilucion de matriz 1:10.

4.5. Validacion

Una vez desarrollado el método analitico, se procedié a la validacion
del mismo, entendiendo la validacion como el proceso de caracterizar
el comportamiento que se espera de un método en términos de su
alcance, especificidad, veracidad, sensibilidad, repetibilidad vy
reproducibilidad [44].

Para comprobar la viabilidad de la metodologia propuesta, se
procedié a la validacidon del método en naranja como ejemplo tipico de
citrico. El método fue validado en términos de veracidad, precision,

linealidad (rango de trabajo) y limites inferiores.

4.5.1. Linealidad y rango de trabajo

El rango lineal o dinamico de un método analitico se define como el
intervalo de concentraciones donde el método analitico es aplicable
[45]. La linealidad del método fue evaluada mediante la realizacién de
curvas de calibracién utilizando extractos de naranja diluidos 1:10 con

metanol.

En primer lugar, se realizaron una serie de extracciones de blanco
de naranja y el extracto obtenido se diluyé 10 veces con metanol. A
partir de este extracto diluido se realizé la curva de calibracion
correspondiente con los puntos de concentracion 5, 10, 20, 50, 100,

200 y 500 ug/L. Las curvas de calibracién se obtuvieron por minimos
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cuadrados, empleando el area de pico como respuesta analitica y
representando dicha area frente a la concentracién. Una vez
obtenidos los resultados de la senal a las diferentes concentraciones y
para asegurar la linealidad de las rectas se tomaron los criterios para

la aceptacién a priori de las mismas explicados en el Apartado 4.4.

En la Figura 11 se muestra la curva de calibrado, obteniendo una
DERFR de 24.1 y %Lin de 96.5.

Area (u.a) 900 -
800 -
700 A
600 -
500 -

y = 1,4425x + 85,451

400 - R2=0,9975
300 -
200
100 %@
0 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600

Concentracion (ug/L)

Figura 11. Recta de calibrado con diluciéon de matriz 1:10

Después de estudiar las rectas de calibrado se concluyé que el

rango de trabajo lineal para la recta de calibrado estaba comprendido
entre 50-500 ug/L.

Fco. Robles Escoriza Pagina 51



Analisis de morfolina en citricos Parte Il. Memoria Cientifica

4.5.2. Veracidad

La veracidad se define como el grado de concordancia existente entre
un valor medio obtenido de una serie de resultados de ensayo y un

valor verdadero o uno aceptado como tal [46,47].

Para evaluar la veracidad del método se fortificaron muestras de
naranja (n = 5) a 2000 pg/kg de morfolina, que teniendo en cuenta que
el método de extraccion proporcionaba un factor de dilucién de 2, y se
trabajé con dilucién 1:10 de la matriz, correspondian a 100 ug/L
cromatograficas, tras someter los fortificados al procedimiento de

extraccion.

A continuacidon se realizaron las extracciones segun el método
detallado en el Apartado 3.4, utilizando como disolvente de extraccion
metanol acidificado con acido férmico (1 %, v/v). Una vez realizadas

las extracciones de las muestras se diluy6 la matriz 1:10 con metanol.

Finalmente se llevo a cabo el analisis cromatografico de las
muestras obteniendo una media de las recuperaciones de 110.3 %,

indicando que el método proporcionaba resultados veraces.

4.5.3. Precision

La precisién se determind mediante la repetibilidad o precision intra-
dia, que se define como la precision de un método en funciéon de
analisis independientes realizados por un mismo analista, en el mismo
laboratorio, con la misma técnica, con el mismo instrumento y en un
periodo corto de tiempo [48,49]. La repetibilidad se acepta como una
medida de varianza interna y representa la maxima precision que

puede lograrse en unas condiciones de trabajo determinadas.
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La repetibilidad se obtuvo mediante el calculo del desviacion

estandar relativa (DER) de las tandas realizadas a 2000 ug/kg (n =5).

Los resultados obtenidos mostraban una DER de 11.6 %, siendo
inferior al 20 % normalmente considerado en analisis de residuos de

plaguicidas, lo que indica la estabilidad del método.

4.5.4. Limite de deteccion y limite de cuantificacion

El limite de deteccion (LOD) se define como la concentracién de
analito que origina una sefal igual a la media de la senal ofrecida por
una muestra blanco mas tres veces la desviacion estandar de dicha
sefal. Se trata, pues, de la concentracién mas baja de analito que
puede detectarse, aunque no puede estimarse su concentracién con
exactitud [50,51]. Asi, el LOD se calcul6 inyectando concentraciones
decrecientes de morfolina en naranja, y se estimé como la minima
concentracién que nos proporcionaba una relacién sefal-ruido (S/N)
igual a 3. Atendiendo a los resultados obtenidos se obtiene un LOD de
100 pg/kg.

El limite de cuantificacion (LOQ) se define como la concentracion
que origina una sefnal igual a la media de la sefal ofrecida por una
muestra blanco mas diez veces la desviacién estandar de dicha sefal
[50,51]. De esta forma, el LOQ se calculé inyectando concentraciones
decrecientes de morfolina en naranja, y se estimé como la minima
concentracién que nos proporcionaba una S/N igual a 10. Atendiendo

a los resultados obtenidos se obtiene un LOQ de 1000 pg/kg.
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4.6. Analisis de muestras reales

Una vez optimizado y validado el método analitico, éste fue usado
para la monitorizacion del compuesto estudiado en 5 muestras de
naranja procedentes de diferentes supermercados de la provincia de
Almeria. Para asegurar la calidad de los resultados obtenidos se

aplicé un procedimiento de control de calidad interno que consté de:

- Empleo de rectas de calibrado en matriz, para compensar el efecto

matriz.

- Analisis de un blanco en disolvente en cada grupo de muestras,
para comprobar que no hay contaminacion por parte del material

utilizado.

- Analisis de un blanco de reactivo, preparado llevando a cabo todo el
procedimiento de extraccién pero sin utilizar muestra, de manera
que se comprueba que los reactivos utilizados en el proceso estan

exentos de contaminacién por analito.

- Analisis de un blanco de matriz, para asegurar que la matriz blanca

no esta contaminada con morfolina.

- Anadlisis de muestras blancas fortificadas a 2000 pg/kg, para
comprobar que los valores de recuperacion de nuestro proceso
analitico completo son aceptables, tanto de la parte de extraccion

como de la parte instrumental.

De los resultados obtenidos se puede indicar que no se encontro

ninguna muestra concentraciones superiores al LOQ.
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5. CONCLUSIONES Y PROPUESTAS SOBRE LA CONTINUACION
DEL TRABAJO.

Las principales conclusiones que se pueden obtener del trabajo

desarrollado son:

1. Se ha caracterizado la morfolina mediante espectrometria de
masas de tipo triple cuadrupolo y se ha desarrollado y

optimizado el método cromatografico para su separacion.

2. Se han desarrollado y evaluado diferentes variantes del
método de extraccion de la morfolina en citricos propuesto por
el CVUA. El método proporcioné mejores resultados cuando la
extraccion se hacia utilizando metanol acidificado al 1 % con

acido férmico.

3. La metodologia propuesta se presenta como una clara
alternativa a la derivatizacion para la determinacion de
morfolina en muestras de citricos. Se trata de un método
sencillo y rapido, que no requiere etapas como la
derivatizacion del compuesto o etapa de limpieza, minimizando
el consumo de reactivos y tiempo necesario para el analisis de

muestras reales.

4. ElI método desarrollado se ha validado en términos de
linealidad, veracidad, precisién y limite de cuantificacion.
Durante la validacion del método se obtuvieron recuperaciones

comprendidas entre 110.3 % con valores de DER de 11.6 %.
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Como propuestas de continuacion del trabajo seria recomendable:

e Mejorar el procedimiento de extraccion con el objeto de
conseguir un LOQ mas bajo y de esta forma poder aplicar el
meétodo de analisis en laboratorios de rutina dandole asi un
valor comercial a los analisis realizados siguiendo este

procedimiento.

e Optimizar el método en otras frutas y hortalizas como pueden
ser la manzana, pifia, calabacin, pepino, etc.... que pueden ser

tratadas con ceras de recubrimiento.
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