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RESUMEN

El citral (Ci10H160) es un monoterpeno que posee numerosas propiedades
medicinales y biolégicas de gran importancia dentro de la quimica aplicativa e
industrial, siendo empleado en productos cosméticos, perfumeria e incluso como
aditivo alimentario, sin embargo, el citral es considerado una sustancia
alergénica que al ser utilizada en la elaboracién de diversos productos, esta
Sujeta a restricciones de uso o0 requisitos de etiquetado de acuerdo con la
legislacion. Por ende es importante ejercer el control de calidad de las
formulaciones que contienen este analito, con el fin de garantizar la seguridad
del producto y evaluar el riesgo para la salud. Para este fin la determinacién de
citral se llevo a cabo implementando la ultra cromatografia liquida de alta
resolucién acoplada a espectrometria de masas (UCLAR-EM) en el modo de
ionizacion por electrospray, debido a su selectividad, sensibilidad y versatilidad
en general.

El presente documento exhibe las condiciones apropiadas para la identificacion
y cuantificacion de citral mediante UCLAR-EM como un método alterno para la
determinacion de este analito. Para la cuantificacion del citral se elaboraron
varias curvas de calibracion con patrén externo a partir de las cuales se
establecieron los parametros analiticos de: linealidad, precision, exactitud, rango
dindmico ademas de los limites de deteccién y cuantificacion.

Para el andlisis de los datos obtenidos se utilizo el paquete estadistico SPSS
version 23 para el respectivo tratamiento y analisis de los resultados.

La metodologia implementada para la determinacién de citral cumplié con los
pardmetros estadisticos requeridos de linealidad y precision instrumental
registrando coeficientes de variacion menores o iguales al 20%, limites de
cuantificacion de 0.75 ppm y deteccion 0.50 ppm.

Una vez implementada la metodologia de andlisis de citral por UCLAR-EM, se
aplicé la técnica de dispersion de matriz en fase sélida (DMFS) para la extraccion
del compuesto en diferentes matrices (jengibre, perfume y jabén); en este
procedimiento se evaluod la robustez del sistema cromatogréfico.

El método de extraccién por DMFS que se empled, es un método de preparacion
de muestras efectivo y de bajo costo. Su simplicidad contribuye a que sea
elegido sobre métodos clasicos para este propdsito. Ademas, el consumo de
solvente es menor respecto a las metodologias convencionales y las etapas de
limpieza del extracto son eliminadas en el proceso, permitiendo asi que los
eluidos obtenidos en la DMFS sean llevados directamente al andlisis
instrumental, para la inyeccion directa sin ningun otro tipo de tratamiento. El
proceso final requirié el uso de solo 50.00 mg de muestra'y 1 mL de disolvente
organico. Los niveles de concentracion de citral para la muestra de jengibre fue
mayor a 0.6 mg/g, se detectd que para las muestras de jabon y perfume la
concentracion de citral fue bastante alto a niveles>0.1% (1000 ppm) superaba el
limite segun la decision 516 de la ANDI para productos terminados que no se
enjuagan y que son enjuagados.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existen numerosos ingredientes activos presentes en gran variedad en la
naturaleza, formando parte de la composicion de un sinnimero de productos,
gue usamos en nuestra vida cotidiana. Por lo general en la industria quimica,
farmacéutica, alimentaria y cosmética es necesario llevar a cabo un control de
calidad de los diferentes tipos de compuestos que contienen ciertos productos.
El citral es uno de esos ingredientes activos que puede encontrarse en la
composicién de diferentes productos naturales o sintéticos. Este componente
natural es un constituyente de numerosos aceites esenciales y comunmente es
extraido de hierbas y frutas citricas. Se utiliza como un aditivo alimentario,
material de fragancia en productos cosméticos y para otros intereses. Asimismo
tiene importantes efectos terapéuticos, actividades antioxidantes, anti-
inflamatorias y biol6gicas como anti-bacteriano2.

Debido al variado numero de utilidades y propiedades que presenta este
compuesto es importante implementar métodos para su identificacion y
cuantificacion. La deteccién de citral en muestras se logra tipicamente a través
de algunos métodos analiticos que incluyen la cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas (CG-EM), espectroscopia de UV-Vis y métodos
colorimétricos. El hecho de que estas técnicas de analisis sean las mas
comunes, no significa que sean las Unicas, aunque sigan siendo las mas
adecuadas para ciertos casos, dependiendo del tipo de matriz que se esté
sometiendo a evaluacion. No obstante se encuentran limitadas por la volatilidad
o la estabilidad de la muestra. Desde esta perspectiva, se plantea la necesidad
de poseer una técnica no convencional para el andlisis de citral en aceites
esenciales y muestras comerciales, como alternativa se planteé la ultra-
cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a espectrometria de masas con
trampa de iones (UCLAR-EM-TI) una técnica versatil para el analisis de los
constituyentes presentes en las muestras; al ser el citral un compuesto muy
volatil la CLAR puede mejorar el proceso de cuantificacion al trabajar a
temperaturas mas bajas. En particular las fuentes hasta el momento consultadas
no hacen referencia de este tipo de andlisis para el citral utilizando UCLAR-EM
con trampa iénica. Por lo anterior el objetivo de este estudio estuvo encaminado
a la implementacién de una metodologia lo suficientemente robusta para la
determinacién y cuantificacion de citral en diferentes muestras, dada la alta
especificidad y sensibilidad con la que cuenta este tipo de técnica analitica,
desde esta perspectiva se implement6 en el analisis en muestras naturales y
comerciales, debido al gran valor de este compuesto en la industria, ademas de
la sintesis fina de moléculas organicas.

Adicional a esto, se plante6 un método de extraccion de citral, previo a su
cuantificacion usando UCLAR-EM. Debido a que la mayoria de los métodos de
extraccidon presentan diversos problemas, desde técnicos hasta econdmicos. En
este trabajo se presento la aplicacion de una técnica de extraccién por dispersion
de matriz en fase solida (DMFS) que es util para minimizar los consumos de
muestras, reactivos y solventes, cumpliendo con los principios de "Quimica
Verde"s.

La metodologia en este trabajo permitié analizar las mejores condiciones para el
desarrollo experimental y la estandarizacion instrumental del equipo UCLAR-EM-
TIl, esto con el fin de elaborar un protocolo con destino a la unidad de analisis
industriales (UAI), para posibles analisis en docencia y prestacion de servicios
del laboratorio de andlisis de la Universidad del Cauca.
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Implementar una metodologia para identificar y cuantificar citral mediante ultra-
cromatografia liquida de alto rendimiento acoplada a espectrometria de masas
con trampa de iones (UCLAR-EM-TI) en el modo de ionizacion por electrospray
en el laboratorio de analisis industriales de la Universidad del Cauca.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Establecer las mejores condiciones para la deteccion de citral empleando
un espectrometro de masas con trampa iénica (LCQ-fleet Thermo
Scientific).

* Realizar la estandarizacién de la metodologia para el analisis de citral por
UCLAR-EM-TI, estimando los parametros analiticos: Linealidad,
exactitud, precision, rango dinamico, limites de deteccion y cuantificacion.

* Aplicar la metodologia estandarizada a muestras reales (naturales y
productos cosméticos), empleando la dispersion de matriz en fase sélida
(DMFS) como técnica de extraccion.
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2. FUNDAMENTO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

2.1 Técnica ultra-cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a
espectrometria de masas con trampa de iones.

La cromatografia es una técnica analitica de separacion dindmica en la que los
componentes que se han de separar se distribuyen entre dos fases, la fase movil
y la fase estacionaria®, segun la naturaleza de sus fases existen 4 tipos de
cromatografia:

v Cromatografia liquido - liquido.

v' Cromatografia gas - liquido.

v' Cromatografia liquido -sélido.

v' Cromatografia gas - sélido.

La técnica UCLAR que se utiliza en este trabajo se encuentra dentro de la
cromatografia liquido-solido puesto que la fase movil es un liquido el cual fluye
a través de la columna que contiene la fase estacionaria. EI acople a un
espectrometro de masas permite hacer de forma rapida y precisa la
identificacion y cuantificacion de los analitos separados.

El sistema de andlisis que es objeto de este trabajo comprende el acople de un
ultra cromatégrafo liquido de alta resolucion a un espectrometro de masas, esto
permite hacer un estudio rapido y confiable, para el analisis cualitativo y
cuantitativo de mezclas complejas. Este sistema de UCLAR-EM consta de tres
unidades: cromatografo liquido, espectrometro de masas y un sistema de
procesamiento de datos (Figura 1).

Figura 1. Ultra cromat6grafo liquido de alta resolucion acoplado a espectrometro de masas
Fuente: Fotografia tomada por el autor en la UAI.
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2.1.1 Ultra cromatografia liquida de alta resolucién

La técnica cromatografica UCLAR permite la identificacion y cuantificacion, en
cortos periodos de tiempo. Esta técnica es ampliamente utilizada por su
sensibilidad, automatizacion, capacidad para separar sustancias no volatiles o
inestables térmicamente, ademas posee una amplia aplicabilidad a sustancias
que son importantes en muchos campos de la ciencia®.

Para la separacion en cromatografia liquida de alta resolucién, los componentes
de la muestra en solucion son inyectados en la fase mévil la cual actia como
portador de la muestra, estos atraviesan la columna cromatografica gracias a la
aplicacion de altas presiones; los analitos que componen la mezcla eluyen de la
columna y pasan a un detector, el cual registra las diferentes sustancias
separadas en funcion de sus tiempos de retencibn y genera una sefial
proporcional a su cantidad, lo que constituye el cromatograma, con lo cual se
puede realizar la identificacion cualitativa y cuantitativa de las especies
separadas segln sus propiedades fisicas y quimicas®.

Los parametros basicos de cromatografia a tener en cuenta son:

Retencidon y factor de capacidad

Cuando se introduce un compuesto en la corriente de la fase mévil de un sistema

cromatografico, se presenta un comportamiento de retencién que manifiesta la

distribucion del soluto entre la fase mévil y la estacionaria. Los parametros de

retencion son:

v' El tiempo de retencion (tr), corresponde al tiempo que transcurre después de
la inyeccion de la muestra para que el pico alcance al detector.

v' El tiempo muerto (tm), es el tiempo que tarda en salir un componente que no
se retiene (o el propio eluyente).

En la (Figura 2) se muestran los pardmetros de retencion para el caso de una
Gnica banda cromatografica. Se observa que el tiempo de retencion de la banda
se divide en dos partes: el tiempo muerto (tm) y el tiempo transcurrido a partir de
ese momento hasta la aparicion del maximo de la banda (tr’), que se conoce
como el tiempo de retencion corregido, el cual se deduce que es el tiempo real
en el cual aparece el compuesto®.

tr
—
tm
Banda cromatografica ™
| | semialtura
. [ W,, 1
Pico del soluto |
/ ne retenido
"
w

tiempo —m oo

Figura 2. Cromatograma de un componente y parametros mas caracteristicos
Fuente: Conceptos fundaméntales de cromatografia. Recuperado de http://www.mncn.csic.es /docs/
repositorio/es_ES/investigacion/cromatografia/principios_de_cromatografia.pdf.
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Factor de capacidad

El factor de capacidad (k') se utiliza para describir las velocidades de migracion
de los analitos en las columnas y se interpreta considerando que mientras mayor
sea el valor de este factor, menor es la velocidad de migracion de los solutos en
la columna. El factor de capacidad se define como®:

tr—tm

k' = Ecuacion 1

tm

2.1.2 Espectrometria de masas

El uso de metodologias microanalitica como la espectrometria de masas es (util
para identificar compuestos desconocidos, cuantificar compuestos conocidos, y
para elucidar la estructura de las moléculas. El espectrometro de masas consta
de cuatro partes importantes (Figura 3)’:

Sistema de
introduccién de
muestra

Fuente de iones
ionizacian por electrospray (ESI)

¢

Automue streador

Fuente

Cromatdgrafo Sistema de vacio

Tubo de

Uqu‘do transferencia
Jeringa ooty
Valvula
Gas nitrogeno Desechos i Deteccion
Anallzador.de.masas Electromultiplicadores
‘ Trampa idnica P
Optica ionica Electrade o e
anular T
Electrado de
entraga I Electroda A=
™~ o2 salia ﬂ
- < "
> 2G> s
Lente de Al delector multipicader
enfoque =] e=se]
Sistemas de datos
Figura 3. Partes espectrémetro de masas
Fuente: Adaptado de https://www.notijenck.com.ar/notas/fuente-de-iones-duis-2010-analisis-con-

resultados-inigualables y www.mncn.csic.es/docs/repositorio/es_ES/.../espectrometria_de_masas.pdf.

1) Sistema de introduccion de muestra, segun la naturaleza de la muestra que
se estudia; se utiliza introduccion de muestra directa a la fuente de iones
como se describe en la (Figura 3).

2) Fuente de iones, la ionizacion de la muestra se puede promover por impacto
0 bombardeo electronico, de igual forma empleando la ionizacion por
electrospray (ESI), donde la sustancia ionizada pierde algunos electrones y
se fragmenta dando diferentes iones, radicales y moléculas neutras.

3) Analizador de masas, a la salida de la fuente de iones se tiene una mezcla
de iones, para la separacion de estos existen varios procedimientos, los mas
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utilizados son el de campo magnético, cuadrupolary trampa de iones este
ultimo analizador se basa en la utilizacion de una zona de confinamiento
electromagnético generado por medio de dos sefiales de radiofrecuencia,
donde un cambio del campo de radiofrecuencia, dara lugar a que los iones
sean eyectados de la trampa en orden creciente de su relacion m/z lo que da
lugar al espectro de masas.

4) Posteriormente los iones son enfocados al detector®, transductor que
convierte el haz de iones en una sefal eléctrica que puede ser procesada,
almacenada en la memoria de una computadora?.

Durante la obtencion del espectro tiene lugar procesos quimicos y por lo tanto la
destruccion de la muestra, sin embargo la ventaja de este método es que la
cantidad de muestra que se necesita es pequefia y se obtiene informacion
caracteristica de la molecula®.

2.1.3 Acople ultra-cromatografialiqguida de alta eficiencia a espectrometria
de masas con trampa de iones.

Para realizar el acople o interfase entre UCLAR y EM inicialmente se debe
ajustar en el EM la posicion de la sonda en D (Figura 4), ya que al unir la linea
de transferencia de muestra del cromatografo liquido al espectrometro de masa
va a pasar un flujo mayor de solvente, y segun las recomendaciones de manejo
en el equipo se debe tener en cuenta este criterio, para que no se afecte el
proceso de ionizacién de muestras o se presente efecto de arco por flujos y
voltajes altos.

sferencia.
de muestra del l}gm&

Figura 4. Interfase con linea de transferencia
Fuente: Fotografia tomada por el autor en la UAI.

De manera analoga la union entre las técnicas, se puede realizar con una
conexion en T, este tipo de conexidn es Util para andlisis primarios donde se
requiere conocer la influencia de la fase mévil en la deteccion de un analito. En
la Figura 5 se muestra como se ajusta el sistema, inicialmente se inyecta analito
de forma directa a través de la jeringa, posteriormente se hace pasar un flujo de
fase movil desde el UCLAR; en la union T se da la mezcla del solvente y el
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analito, esta solucién pasa a través del canal al espectrémetro de masas para su
deteccion.

Figra75. Conexion en T para UCLAR-EM
Fuente: Fotografia tomada por el autor en la UAI.

Es de resaltar que la union de la UCLAR con la EM ofrece en general alta
selectividad y rendimiento, lo que permite que sea eficaz para una gran variedad
de andlisis que con otras técnicas no son posibles por las limitaciones debidas a
la volatilidad y la estabilidad de los analitos®.

2.2 Citral

El Citral (C10H160) 3,7-dimetil-2,6-octadienal es un aldehido alifatico de la serie
de terpenos, es una mezcla natural de dos isémeros, geranial (E) y neral (2)
(Figura 6); cuya caracteristica principal es su fuerte olor a limén y sabor
agridulce, ademas es sensible al calor, la exposicién luminica, y a pH
fuertemente acido se degrada totalmente®-%10.11,

En la quimica fina este compuesto a, B-insaturado es atractivo como materia prima
en la elaboracion de una amplia diversidad de productos quimicos organicos,
tanto intermediarios como productos de reaccidn; tal es el caso de la obtencion

de epoxidos y las B-iononas precursores en la sintesis de vitamina A y vitamina
E12’13.
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Geranial (E) Neral (2)

Figura 6. Isomeros del Citral
Fuente: ChemBio Draw Ultra - Autor.

Una de las principales fuentes naturales de citral es el aceite esencial del
Cymbopogon citratus conocido popularmente como limoncillo, esta planta que
se cultiva a nivel mundial contiene aproximadamente entre el 70 y 85% de citral
por lo que se constituye como la principal fuente de extraccidn de este
compuesto!*1°, Asi mismo el citral esta presente, en menor cantidad, en aceites
esenciales de otras plantas como por ejemplo: albahaca, palmarosa, jengibre y
en frutos citricos (limén, naranja, lima, entre otros)!6, cuyo contenido de citral
varia segun el area geografica, factores climaticos, tiempo de recoleccion, el
modo de extraccion, etc’®.

Ademas se ha demostrado que los aceites ricos en citral muestran diversas
actividades biologicas, como antimicrobiana, contra bacterias Gram-positivos,
Gram-negativas y algunos protozoos. Sumado a esto poseen un gran valor
debido a sus propiedades medicinales dentro de las cuales se incluye su accién
antiinflamatoria, antiespasmaodica, estimulantes del apetito, analgésica,
diurética, sedante, y antitumoral*'®'’; cabe destacar que tiene accién
anticancerigena pues es capaz de reducir especificamente el crecimiento
tumoral en algunas lineas celulares de cancer, incluidas las células leucémicas
y de linfomal8,

Habria que agregar que el citral al tener un agradable aroma a limén, ha sido
empleado como aromatizante en la formulacién de numerosos productos como
repelentes de mosquitos, detergentes, jabon, cremas, perfumes, entre otros
productos del hogar y para el cuidado de la piel!®. Considerando que este
compuesto tiene un gran uso, se debe mencionar que existen reglamentos y
estandares para la regulacion del uso de citral y otros compuestos considerados
como alérgenos que hacen parte de la composicion quimica de los productos.
De ello se desprende las consideraciones de la comunidad andina, DECISION
516, legislacion en materia de productos cosméticos, para lo cual decide: Articulo
3: Los productos cosméticos que se comercialicen en la Subregién Andina
deberan cumplir con los listados internacionales sobre ingredientes que pueden
incorporarse 0 no a los cosméticos y sus correspondientes restricciones o
condiciones de uso. Se reconocen, para tales efectos, los listados de
ingredientes de la Food & Drug Administration (FDA) de los Estados Unidos de
América, la Cosmetics Toiletry & Fragance Association (CTFA), la European
Cosmetic Toiletry and Perfumery Asso-ciation (COLIPA) y las Directivas de la
Unién Europea®®.

Teniendo en cuenta lo anterior se considera la disposicion de la Administracion
de Alimentos y Medicamentos, que incluye al citral en su lista de sustancias
seguras, para su uso como sustancia aromatizante sintética. No obstante, se
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requiere que los fabricantes de cosméticos y productos de cuidado personal
indiquen la presencia de citral en la lista de ingredientes cuando su concentracion
excede: 0.001% (10 ppm) en productos terminados que no se enjuagan y 0.01%
(100 ppm) en productos que son enjuagados?..

2.3 UCLAR-EM en la deteccion y cuantificacion de Citral

Con referencia a los ensayos empleados en la separacion y cuantificacion de
citral, la gran mayoria se basan en el uso de la cromatografia de gases (CG-EM)
siendo este el mas popular. Las metodologias que emplean CLAR para la
cuantificacion de citral estan basadas en la separacion en fase reversa o normal,
empleando como columna CN o Cis.

Los métodos en CLAR consultados incluyen diversas variantes, como la
velocidad del flujo y principalmente la relacién de solventes en la fase movil,
donde se utilizan mezclas de ACN (acetonitrilo) / agua o metanol / agua y n-
hexano/etanol en modo isocratico?226, Este método es muy usado
independientemente del tratamiento previo que se le da a la muestra.

En general, hay varios métodos para la identificacion y cuantificacion de citral,
pero sobresalen aquellos en los que se utiliza (CG-EM/CLAR-UV), estos
métodos y sus diferencias se resumen en la (Tabla 1).

Con base en las referencias consultadas a partir de la investigacion documental
antes presentada, en la Tabla 1 se planteé realizar la determinacién de citral
utilizando la UCLA-EM-TI, analizando los factores mas importantes para la
identificacion y cuantificacion.
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Tabla 1.Revision de metodologias analiticas para el analisis de citral.

Analitos Matriz Método de Extraccion Método analitico Referencia

Citral Aceite esencial citral Adquiridos HPLC-UV Rauber, C.et
comercialemente al.,(2005)%.

Citral, eucaliptol y Aceite de jengibre Hidrodestilacion GC-MS Mangprayool et al.,

canfeno (2013)%.

Citral , cidronela 'y Aceites esenciales Adquiridos GC-MS Taweechaisupapong S.,

limoneno

(albahaca santa'y
dulce, hierba de limoén 'y
citronela, limay
jengibre)

comercialemente

etal., (2012)%.

Carvona, limoneno y
citral

Aceite hojas de L. alba.

Hidrodestilacion

GC-FID/ GC-MS

Teles S. et al., (2012)%

[6]-gingerol,[6]-shogaol, Extracto etandlico de Solventes HPLC-UV Gabr S et al., (2017)2.

citral y pirogalol. jengibre

Citral y 1,8-cineol. Aceites esenciales de Hidrodestilacion GC-MS Brum, A. et al.,
clavo de albahacay (2017)%".
jengibre

Citral, eugenol y Aceite esencial y Hidrodestilacion y método GC-MS Singh, G. et

zingerona oleorresinas de jengibre Soxhlet al.,(2008)%,

Linalool, limoneno,citral Cosméticos Dispersion de matriz en GC-MS Sanchez, L.et

y otros alérgenos fase sélida (MSPD) al.,(2011)%.

Linalool, limoneno,citral Perfumes Dispersion de matriz en GC-MS/MS Celeiro, M. et

y otros alergenos fase sélida (MSPD) al.,(2014)%°.
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2.4 Citral: Extraccion por dispersion de matriz en fase sélida (DMFS)

Desde su introduccion en 1989 la dispersion de matriz en fase solida (DMFS) se ha
destacado como un proceso analitico para la preparacion, extraccion y
fraccionamiento de muestras bioldgicas solidas, semisélidas o viscosas,
demostrando ser una técnica eficiente y versatil para aislar varias clases de
sustancias, como pesticidas, drogas, contaminantes y compuestos naturales, de
una amplia variedad de muestras de animales y plantas®%?, La novedad de esta
técnica consiste en el aislamiento de los analitos por dispersion de los tejidos en un
soporte soélido, evitando muchas de las dificultades encontradas en los métodos
clasicos como el pretratamiento de la muestra y en la extraccion en fase sdlida la
disrupcion incompleta de las células®:.

El éxito de la DMFS se debe a su simplicidad (no requiere ningun tipo de
instrumentacién o equipo especifico), flexibilidad y robustez en comparacién con
otros métodos de preparacién de muestras®!. Ademas requiere un bajo consumo de
solventes, la cantidad de muestra necesaria es minima y presenta bajos costos en
la extraccion.

2.4.1 Principios generales de DMFS
El proceso y los principios fisicos de la DMFS fueron descritos en profundidad por

su inventor Barker, S.%. El procedimiento consta de tres pasos principales, como se
muestra en la (Figura 7).

N QN - i) Elulci()n

lMezcla de muestra y
material dispersante

Transferir mezcla a !
I cartucho de extraccion I
) y comprimir
algodon /
Frita /| \  vacio
columna DMFS / 7’
Frita —— co-columna
‘D‘ limpieza a4 &

Figura 7. Extraccion general de DMFS segln la metodologia
Fuente: Adaptada de (Barker, S. 2007.pp. 151-162)32.

Los pasos principales del procedimiento de extraccion en DMFS son: |) la muestra
se mezcla con el material dispersante en un mortero con una mano de mortero; II)
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el polvo homogeneizado se transfiere a un cartucho de extraccion en fase sélida y
se comprime; 1) la elucion con un disolvente o0 mezcla de disolventes adecuados
se realiza con la ayuda de una bomba de vacio. Se puede llevar a cabo un paso
adicional de limpieza agregando un sorbente a la parte inferior de la columna de
extraccion o usando una columna externa.

Para esta técnica los materiales de fase reversa, tales como las fases enlazadas
con silice Cis y Cs, se usan en la mayoria de los trabajos, mientras que la alimina,
silice y Florisil se usan tipicamente como materiales de fase normal. Un parametro
critico es la relacion de muestra y material dispersante que es (generalmente 1:1 -
1:4), que depende del tipo de muestra y las caracteristicas fisico-quimicas del
material. La eleccion del eluyente depende de la fuerza de las interacciones entre
el soporte solido y los analitos objetivos.

Para el mejoramiento del proceso de extraccion se deben optimizar todos los
pardmetros principales de la DMFS (es decir, cantidad de muestra, cantidad y tipo
de material dispersante, posible etapa de limpieza, composicion del eluyente).
Ademas el eluente obtenido en DMFS puede ser tomado directamente para analisis
instrumental, ya que es considerado “limpio” para inyeccion directa.

2.4.2 Extraccion de citral por DMFS

Actualmente, existen diversos estudios donde se emplea la dispersion de matriz en
fase solida para la extraccion de citral en conjunto con otros analitos (analisis
multianaliticos), en diversas matrices, por ejemplo, para el andlisis de alérgenos en
perfumes y conservantes en productos de cuidado personal, se usa 0.1 g de
cosmeético que se mezcla suavemente con 0.2 g de un agente de secado (anhidro
Na:S04) y 0.4 g de sorbente (Florisil o arena) en un mortero de porcelana usando
una mano de mortero de porcelana (5 min) hasta que se obtiene una mezcla
homogénea. La mezcla se transfiere a una pipeta Pasteur de vidrio, con una
pequefia cantidad de lana de vidrio en la parte inferior, que contiene 0.1 g de Florisil
(para mayor grado de fraccionamiento y limpieza de la muestra). Finalmente, se
coloca una pequefia cantidad de lana de vidrio encima de la muestra antes de la
compresion. La elucién se realiza por flujo de gravedad con acetato de etilo o
hexano:acetona (1:1, v/v), recogiendo 1 o 2 mL de extracto en un matraz
volumétrico. Los extractos se analizan directamente por GC-MS y GC-MS/MS34,

En cuanto a el analisis de los componentes de aceites esenciales en plantas como:
clavo de olor, raiz de jengibre, canela entre otras, se emplea una muestra de 0.2 g
de planta molida en un mortero de vidrio y se mezcla con 0.8 g del sorbente Cis 0
la arena o el gel de silice para obtener la relacion de masa mas comunmente
aplicada de 1:4. Los componentes se mezclan durante 10 minutos con 1 mL de 1,4-
dioxano como liquido dispersante con un pistilo de vidrio para obtener una mezcla
homogénea. Después, la mezcla se transfiere a una jeringa de 5 mL con una frita y
se comprime, luego se eluye usando una mezcla de n-hexano-EtOAc (9:1, v/v). Se
afiade un volumen apropiado de la solucién de patrén interno antes del andlisis por
CG-MS3,
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2.5 Estandarizacién de una metodologia para la determinacién de citral

La estandarizacion del método consiste en encontrar aquellos parametros
operacionales y de preparacion de la muestra que garanticen una respuesta
adecuada y reproducible por parte del equipo, el andlisis consiste en demostrar
experimentalmente la funcionalidad del método para las aplicaciones analiticas
propuestas, como también en obtener la evidencia documentada del procedimiento
seguido, lo cual debe corresponder a un disefio experimental, un tratamiento
estadistico apropiado y unos criterios de aceptacion de acuerdo con los atributos
que describen cada técnica analitica, para lo cual se establecen las variables
quimicas e instrumentales que permitan conseguir las mejores condiciones de
selectividad, exactitud, precision, limite de deteccion, limite de cuantificacion y
linealidad®’.

2.6 Figuras de mérito analitico

Para el proceso de validacibn se obtiene evidencia que puede ser tratada
estadisticamente para arrojar resultados o figuras de mérito analitico, que permiten
concluir la funcionalidad de la técnica aplicada. A continuacion se citan dichos
parametros36:37:38,

2.6.1 Linealidad

Es el grado de proporcionalidad directa entre la concentracion y la sefial producida
por el instrumento®’, con el fin de determinar el rango lineal se puede realizar un
gréafico de concentracion versus respuesta del método analitico, la cual se establece
cada dia con una cierta cantidad de valores formados por un blanco y los patrones
de trabajo de valor tedrico conocido, que cubran el intervalo de trabajo. En este
sentido se recomienda abarcar valores desde cercano al cero y al valor de interés.
El nimero de puntos a analizar debera ser establecido por el analista (en general,
se utiliza un minimo de 4 valores). Luego de realizar el grafico se puede observar el
comportamiento de la curva y establecer cualitativamente el rango lineal. Después
de establecer el comportamiento lineal del método se debera realizar la curva de
calibracion que generalmente se reporta como la variacion de la pendiente de la
linea de regresion, que es calculada por el método de ajuste de minimos cuadrados
(Ecuacion 2).

y=mx+b Ecuacion 2

Dodnde x, es la concentracion del analito; m es la pendiente de la recta; y es la
respuesta del método (area) y b es el intercepto con el eje y. Los términos my b se
calculan a través de las Ecuaciones 3y 4.

Xx¥y

Lxy- iy
= ——n Ecuacion 3
sz_(Zx)
n
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b — Zy_mzx
n

Ecuacion 4

Donde n: es el numero de soluciones patron. Se calcula ademas el coeficiente de
regresion (r?) el cual refleja el grado de ajuste de los puntos a la recta, y el coeficiente
de correlacion o proporcionalidad (r), que demuestra la relacion entre las variables.

Finalmente, la viabilidad del método para la curva de calibracion queda establecida
por el valor del cuadrado del coeficiente de determinacién, su valor maximo es 1, si
r es cercano a la unidad significa que existe correlacibn con una probabilidad
elevada®.

2.6.2 Sensibilidad

Es la medida de la capacidad del instrumento para detectar pequefias variaciones
en la concentracién de un analito y se expresa como la pendiente de la curva de
calibracion. Como valor se puede utilizar el promedio de las pendientes obtenidas
en las rectas de los ensayos de estandarizacion, indicando su desviacion estandar
o C.V. Se considera que a mayor pendiente, mayor sensibilidad y que mientras mas
pequerio sea el coeficiente de variacion de la pendiente mayor sera la linealidad®’.

2.6.3 Exactitud

Refleja la concordancia entre el resultado de una medicion y un valor verdadero o
de referencia. El término “exactitud” se refiere a una combinacion de veracidad y
precision. En el siguiente esquema, se ejemplifica lo anterior, los puntos
equivaldrian a los resultados analiticos y el circulo en el centro el rango en el cual
se espera este el valor de referencia (o verdadero). En la (Figura 8) se esquematiza
como entre mas veraz y preciso sea un resultado analitico es mas exacto®®.

ni exactitud precision exactitud precision y
ni precision sin exactitud sin precision exactitud

!

Figura 8. Esquema para la explicacidon de la exactitud
Fuente: Exactitud y precision. Recuperado de https://farm3.staticflickr.com/2902/13985499610 508b8b2 f7b_
Z.jpg.

Prob.
Prob.
Prob.

Prob.

+ posicion posician posicign posicion

e Veracidad: Determina el grado de coincidencia existente entre el valor medio
obtenido de una serie de resultados y un valor de referencia aceptado. La
veracidad puede ser determinada por sesgo o recuperacion.
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e Sesgo: La diferencia entre la expectativa relativa a los resultados de un ensayo
0 una medicion y el valor verdadero. En la préactica el valor convencional de
cantidad puede sustituir el valor verdadero. El sesgo es el error sistemético total
en contraposicion al error aleatorio.

Para determinar el sesgo puede utilizarse material de referencia, material fortificado,
material control, material ensayo de aptitud: Para este fin, se debe medir un analito
de concentracidén conocido y se determina la diferencia en valor absoluto entre el
valor conocido y la media del valor obtenido (Ecuacién 5). Una diferencia sistematica
importante en relacion al valor de referencia aceptado se refleja en un mayor valor
del sesgo, cuanto mas pequefio es el sesgo, mayor veracidad indica el método®®.

S=X-X; Ecuacion 5

Doénde: S es el sesgo, X es valor esperado o verdadero y Xi es el valor promedio de
las medidas obtenidas.

Para evaluar el sesgo se debe realizar la prueba t la cual se calcula en la Ecuacion
6:

[n—Xi|

teal = svn Ecuacién 6

Donde:

tca= t Observado o calculado.

Xi= Valor esperado o valor certificado en concentracion.

M= Promedio de valores leidos u observados en concentracion.
s= Desviacion estandar.

n= Numero de lecturas o valores observados.

Normalmente se expresa en términos de porcentaje de recuperacion, error 0 sesgo.
La exactitud expresada como el porcentaje de error®’, se calcula por:

valor experimental—valor real o esperado

x 100 Ecuacion 7

% Error =
% valor real o esperado

2.6.4 Limite de cuantificaciéon

Es la menor concentracion de un analito o sustancia en una muestra que puede ser
cuantificada con precisién y exactitud aceptables bajo las condiciones en que se
lleva a cabo el método. El limite de cuantificacion es un término cuantitativo,
encontrandose entre este y el limite de deteccién un rango de concentraciones en
el que si bien no puede cuantificarse el analito en cuestion con razonable certeza,
si puede detectarse su presencia sin incurrir en falsos positivos.

Existen diversos métodos de andlisis y equipos instrumentales, dependiendo de
cada uno se elige el método para hallar tanto el limite de deteccién como el de
cuantificacion®®,
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2.6.5 Limite de deteccion

El limite de deteccidn se define como aquella concentracion que proporciona una
sefal en el instrumento significativamente diferente a la sefal del blanco o ruido de
fondo®®, aunque la concentracion no necesariamente se cuantifica bajo las
condiciones experimentales establecidas. Una alta sensibilidad del método analitico
no siempre permite suponer inferiores limites de deteccion, ya que lo que definiria
este limite es la relacion entre el ruido y la sefial debida al analito®8.

2.6.6 Precision

Es la medida del grado de concordancia entre analisis repetidos de una muestra.
Se puede determinar por el grado de reproducibilidad o de repetibilidad del método
analitico bajo condiciones normales de operacion363. Los pardmetros de calidad de
la precision son: El coeficiente de variacion y la desviacion estandar (Ecuacion 8) y
(Ecuacién 9) respectivamente.

Una forma de expresarla es calculando el coeficiente de variacion, el cual
proporciona una interpretacion porcentual del grado de variabilidad de la desviacion
estandar.

CcV = % x 100 Ecuacién 8

Donde X es el valor medio obtenido de una serie de datos y la desviacién estandar,
s, expresa la desviacion de los valores con respecto el valor medio.

T (Xi—X)?

Ecuacion 9
n-1

S =

Donde X; es el valor individual obtenido para cada una de las diferentes
determinaciones y n es el nUmero de determinaciones o repeticiones.

2.6.7 Repetibilidad

Expresa la precision de un método, cuando se desarrolla bajo las mismas
condiciones, analizada por el mismo analista, en el mismo laboratorio, con los
MiSMOS equipos Y reactivos y durante una misma sesion de trabajo en un periodo
corto de tiempo (mismo dia).

2.6.8 Reproducibilidad

Son aquellos resultados obtenidos dentro del laboratorio por el mismo analista, con
los mismos equipos, en un intervalo largo de tiempo (dias distintos).
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2.6.9 Incertidumbre

La palabra “incertidumbre” significa duda, y por lo tanto, en un sentido mas amplio
“‘incertidumbre de medicion” significa duda en la validez del resultado de una
medicion. Este parametro estd asociado al resultado de una medicion, que
caracteriza la dispersion de los valores que podrian ser razonablemente atribuidos
al mesurando (magnitud sujeta a la medida), una estimacion que caracteriza el
intervalo de valores dentro de los cuales se halla el valor verdadero de un
mesurando36:37:40,

La incertidumbre de la medicion no implica duda acerca de la validez de una
medicion; por el contrario, implica un incremento de la confianza en la validez del
resultado de una medicion.

Componentes de la Incertidumbre

En la estimacion de la incertidumbre puede ser necesario tomar cada fuente de
incertidumbre y tratarla por separado para obtener la contribucion de esa fuente.
Cada una de estas contribuciones a la incertidumbre, se entiende como
componentes de la incertidumbre:

1. Determinacion de las fuentes de incertidumbre como por ejemplo interferencias,
muestreo, condiciones de almacenamiento, efectos instrumentales, pureza de los
reactivos, condiciones ambientales, incertidumbre en el peso y volumen de
reactivos, aproximaciones y suposiciones incorporadas al método de analisis.

2. Incertidumbre estandar. Este componente esta expresado como una desviacion
estandar.

3. Incertidumbre estandar combinada (u y c). Para un resultado de la medicion (y),
la incertidumbre total o incertidumbre estandar combinada es una estimacion de la
desviacion estandar igual a la raiz cuadrada positiva del total de la varianza obtenida
por la combinacion de todos los componentes de la incertidumbre.

4. Incertidumbre expandida (U). Provee un intervalo dentro del cual el valor del
analito es dado con un alto nivel de confianza. La incertidumbre expandida se
obtiene multiplicando la incertidumbre estandar combinada por un factor k. La
eleccion del factor k es el nivel de confianza deseado (para un nivel de confianza
del 95%, k es igual a 2)*L.

Para demostrar que un método analitico es adecuado para el fin previsto, se debe
demostrar a través de una evidencia objetiva que el método analitico ha sido
adecuadamente estandarizado.

ANALISIS ESTADISTICO: Para llevar a cabo las pruebas estadisticas requeridas

para este trabajo se utiliza el paquete estadistico SPSS version 23 y el programa
Excel, para esto se tiene en cuenta las siguientes pruebas.
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2.6.10 Pruebas de Normalidad

La distribucion normal sirve como punto de referencia para describir como se
distribuyen muchos de los datos de los analisis que se realizan. Se utilizan dos
pruebas, la de Shapiro-Wilk para un tamafio de muestra menor o igual a 50, y la
prueba de Kolmogorov-Smirnof que se utiliza para un mayor numero de datos.
Ambas pruebas permiten contrastar la hipotesis nula de que los datos de los
resultados de los andlisis proceden de poblaciones normales. Rechazaremos la
hipétesis de normalidad cuando el nivel de significancia sea menor que el nivel de
significacion establecido (generalmente 0.05). Cuando los valores presentan una
distribucion normal, se acepta la hipétesis nula y se aplican pruebas paramétricas.
Cuando ocurre lo contrario, se aplican pruebas no paramétricas®®36.

2.6.11 Pruebas Paramétricas

En estas pruebas de hipotesis estadisticas se asumen cierto comportamiento de
muestras obtenidas aleatoriamente, y la distribucion normal de las observaciones
donde existe un parametro de interés que se quiere estimar. Son pruebas de
significancia estadistica que cuantifican la asociacion o independencia entre una
variable cuantitativa y una categorica. Este tipo de pruebas exigen ciertos requisitos
previos para su aplicacién: como la distribucion normal de la variable cuantitativa en
los grupos que se comparan y la homogeneidad de varianzas en las poblaciones de
las que proceden los grupos, para lo cual se utiliza los siguientes analisis.

v' Analisis de Varianza (ANOVA): Este analisis permite contrastar la hip6tesis
nula de que las medias de K poblaciones (K>2) son iguales, frente a la hipétesis
alternativa de que por lo menos una de las poblaciones difiere de las demas en
cuanto a su valor esperado. Este contraste es fundamental en el analisis de
resultados experimentales, en los que interesa comparar los resultados de K
‘tratamientos’' o 'factores' con respecto a la variable dependiente o de interés. La
hipétesis es evaluada de la siguiente forma: Si el nivel critico asociado al
estadistico F es menor que 0.05, se rechaza la hip6tesis de igualdad de medias
y se concluye que no todas las medias poblacionales comparadas son iguales.
En caso contrario, no se puede rechazar la hip6tesis de igualdad y no se puede
afirmar que los grupos comparados difieran en sus promedios poblacionales. En
otras palabras, nos ayuda a comparar varios grupos en una Vvariable
cuantitativa3>36:37,

v' Prueba de Tukey — Prueba de Duncan: Son test de comparaciones multiples.
Permiten comparar las medias de los t niveles de un factor después de haber
rechazado la hip6tesis nula de igualdad de medias mediante la técnica ANOVA.
Estos test tratan de perfilar, especificar y concretar una hipotesis alternativa
genérica como la de cualquiera de los test ANOVA.

v' Prueba T: Esta prueba permite contrastar hipétesis con base a una media
poblacional, ajustandose a un modelo de distribucion de probabilidad t de
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student cuando la poblacibn muestreada es normal. La realizaciéon de esta
prueba con el paquete estadistico SPSS permite contrastar dos muestras
independientes o relacionadas segun sea el caso.

Prueba T para muestras independientes: Permite contrastar hipotesis referidas
a la diferencia entre dos medias independientes. Si la probabilidad asociada al
estadistico de Levene es mayor que 0.05, podremos suponer que las varianzas
poblacionales son iguales; si la probabilidad asociada al estadistico de Levene
es menor que 0.05, rechazaremos la hipétesis de igualdad de varianzas y
supondremos que son distintas.

Prueba T para muestras relacionadas: Permite contrastar hipoétesis referidas a
la diferencia entre dos medias relacionadas. Si el valor del nivel critico es menor
a 0.05 se rechaza la hipétesis de igualdad de medias.

Coeficiente de Correlacién de Pearson (r): Es una prueba paramétrica que mide
el grado de asociacion lineal entre dos variables cuantitativas, tomando valores
entre -1y +1. Los valores préximos a +1 indican una fuerte asociacion lineal positiva;
los valores préximos a -1 indican una fuerte asociacion lineal negativa; valores
préximos a 0 indican que no existe asociacion lineal entre las variabless3%3637,

2.6.12 Pruebas No Paramétricas

Una prueba no paramétrica es una prueba de hipotesis que no requiere que la
distribucién de la poblacion se caracterice en funcion de determinados paradmetros.
Por ejemplo, numerosas hipoétesis se basan en el supuesto de que la poblacién
sigue una distribucion normal. Las pruebas no paramétricas no tienen este
supuesto, de modo que son Utiles cuando sus datos sean firmemente no normales
y resistentes a transformaciones. Sin embargo, las pruebas no paramétricas no
estdn completamente exentas de supuestos sobre los datos. Por ejemplo, las
pruebas no paramétricas requieren que los datos sean una muestra aleatoria
independiente. Se aplican a una gran variedad de situaciones, ya que no se requiere
que cumplan ciertas condiciones como lo es el de la distribucion normal de los datos
como es el caso de los métodos paramétricos. Los resultados estadisticos se
obtienen de procedimientos de ordenacion o en otros casos de recuento, donde el
pardmetro de centralizacion es la mediana que se define como un punto donde el
valor de X esta el 50% de las veces por debajo y el 50% por encima.

2.6.13 Analisis de Regresion Lineal Simple

En estadistica, la regresion lineal o ajuste lineal es un modelo matematico usado
para aproximar la relacion de dependencia entre una variable dependiente Y, las
variables independientes X; y un término aleatorio €. El procedimiento implica,
basicamente, obtener la ecuacion minimo-cuadratica que mejor expresa la relacion
entre la variable dependiente y la variable independiente y estimar mediante el
coeficiente de determinacion la calidad de la ecuacion de regresion obtenida .
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3. METODOLOGIA
3.1 EQUIPOS Y REACTIVOS

Tabla 2. Reactivos y solventes

Reactivos y solventes Especificaciones

Metanol grado CLAR Grado CLAR Fisher Scientific
Citral (3,7-dimetil-2,6-octadienal mezcla de Pureza: 95% Aldrich Chemistry
isémeros E 'y Z)

Acetonitrilo Grado CLAR Fisher Scientific
Etanol Grado CLAR Merck

Agua desionizada

Hidréxido de amonio Pureza: 29.54% Fisher Scientific
Acido nitrico Pureza: 65% Carlo Erba

Acido acético Pureza: 99.5% Fisher Scientific
Acido férmico Pureza: 99%Merck

silica-Cis Supelco

Tabla 3. Equipos de laboratorio utilizados

Equipos de laboratorio Especificaciones
Ultra cromatdgrafo liquido de alta resolucién ~ Thermo Scientific modelo Dionex UltiMate 3000
Espectrometro de masas Thermo Scientific LCQ-fleet con una fuente de

ionizacién por electrospray (ESI) y detector de
trampa de iones

Colector al vacio manifold Supercol-Visiprep N°5-7044 para extraccion en
fase solida (SPE)

Bomba de vacio Cole-Parmer modelo N° 107CDC18TFEL-247E

Estufa Precisa XT 2202, (220 g / 0.0001 g)

Balanza analitica Fisher Scientific

Para la recoleccion y andlisis de los datos obtenidos a partir de UCLAR-EM, se uso6
el software Xcalibur 4.0. Para el tratamiento estadistico se emple6é hoja de calculo
Excel 2013 y el paquete estadistico SPSS version 23.

3.2 Método

Por lo general cualquier procedimiento analitico debe considerar la siguiente
informacion como un soporte para su evaluacion: una descripcion del método que
incluya detalles de los pardmetros operacionales, tales como la preparacion de la
muestra, el método de extraccion, los estandares de referencia y la preparacion de
reactivos. De igual manera, las caracteristicas mas relevantes cuando se realiza la
estandarizacion de una metodologia analitica son: linealidad, precisién, exactitud,
rango, limites de deteccion y cuantificacion, y robustez, las cuales pueden ser
aplicadas parcial o totalmente dependiendo de la naturaleza de la prueba“2.

En la Figura 9 se resume las actividades desarrolladas con el fin de cumplir los
objetivos principales del presente trabajo.
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Analisis de muestras

- -
v
- -

Figura 9. Diagrama general de la metodologia

La primera fase en el proceso de implementacion de un método para el andlisis de
cualquier sustancia es la adecuacion de las condiciones instrumentales de mayor
sensibilidad.

3.3 Determinacion de las condiciones de deteccion del citral por EM-TI.

Para el analisis cualitativo de citral se emplea un espectrémetro de masas
ThermoScientific LCQ-fleet con una fuente de ionizacién por electrospray (ESI) y
analizador de masas de trampa de iones. Se efectuaron diferentes andlisis,
inyectando de forma directa en el equipo soluciones patron de citral (20 ppm)
disuelto en metanol con diferentes agentes ionizantes (hidroxido de amonio, acido
férmico y &cido acético al 0.1%) esto empleando una jeringa Hamilton de 500pL.
Con cada solucion patron se realizé la modificacion de los parametros
instrumentales de ionizacion como: voltaje del capilar, temperatura, gas auxiliar
entre otras condiciones por medio de sintonizacion automatica y semiautomatica;
esto con el fin de explorar el efecto de los diferentes agentes ionizantes sobre
la ionizacion del analito. Del proceso se identificé la sustancia (agente ionizante)
gue brinda mayor sensibilidad para la determinacion del analito, esto segun su nivel
de normalizacién el cual indica la sensibilidad, el patron de fragmentacién y los picos
caracteristicos para el citral.

3.4 Determinacién de condiciones operacionales en UCLAR-EM-TI

El analisis cromatogréfico se realizdé en un equipo (UCLAR: UltiMate 3000 Thermo
Scientific), que consta de un sistema de disolventes con bomba binaria, un
desgasificador y un automuestreador automatico. Se emple6 columna
cromatografica Hypersil GOLD (Cis) tamafio de particula 1.9 pm dimensiones de
(100 X 2.2mm) y como detector el espectrometro de masas LCQ-fleet.

Se us6 como fase moévil metanol, segun investigacion de Mangprayool et al. (2013)
y Brum, A. et al. (2017) [23,27].
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En la Figura 10 se muestra el procedimiento que se utilizo para evaluar la influencia
del flujo de la fase movil sobre la identificacion de citral con conexién en T.

Inicialmente en el EM se ajusto la sonda
en la posicion D Se procedi6 a realizar
y se cargo el Tune (condiciones) parael [——| conexionenT entre el
analisis de citral que fueron determinadas UCLAR Y EM
en 3.3
Realizando inyeccion a traves de jeringa Se procedio a modificar el
de patrén de citral y pasando un flujo flujo de sheath gas y Aux
entre 0.05 y 0.1 mL/min de fase moévil }——> gas enelEMy se
(metanol + agente ionizante al 0.1%) sintoniz6 de nuevo por los
desde el UCLAR cambios realizados
Se evalué algun cambio en y finalmente el nuevo Tune
el espectro de masas del |———=| (condiciones) que se obtuvo, se utilizé
citral para todos los andlisis

Figura 10. Procedimiento para realizar conexién en T
3.4.1 Determinacion de parametros cromatograficos
Las soluciones de trabajo son filtradas e inyectadas por el automuestreador.
Tiempo de retencidén y separacion cromatogréafica

Con el fin de determinar los parametros de la columna cromatogréfica tales como:
tiempo de retencion (tr), tiempo muerto (tm) y factor de capacidad (k'), se inyecto
una soluciéon de trabajo de 10 ppm del citral y se empez6 a variar el flujo de fase
movil (metanol + agente ionizante) entre 0.05 y 0.20 mL/min, esto con el propdsito
de obtener una adecuada resolucion de las sefiales o picos cromatogréaficos en el
menor tiempo de corrida posible, ademas de hacer mas versatiles y rapidas las
medidas cromatograficas.

Durante la corrida cromatografica el tiempo de retencién del analito se evalué al
inyectar réplicas de la solucion patron de trabajo. Para la identificacién del tiempo
muerto se inyecto aire al sistema cromatografico con vial vacio.

La separacion de los isomeros (E) y (Z) del citral se evaluo, inyectando solucion
patrén de 10 ppm. Se realizaron las corridas iniciando con una relacién de 100:0 de
metano:agua (con agente ionizante), posteriormente se fue aumentando de forma
gradual la proporcién de agua; por cada cambio en la proporcion de solvente se dejé
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estabilizar la columna por 15min y se fue registrando con los cromatogramas si se
daba la separacion de los isémeros.

Factor de capacidad

Esta medida se determina directamente de los cromatogramas, utilizando los
tiempos de retencion en la separacion de los isdmeros y con base al tm, se utilizo
la Ecuacion 1 para calcular K'.

3.5 Estandarizacién del método de cuantificacion

Se realiz6 la estandarizacion del método para la determinacion y cuantificacion de
citral por UCLAR-EM-TI. Para ello, se prepararon curvas de calibracion, por patrén
externo, preparando solucién de citral en metanol de 1000 mg/L a partir del patrén
de citral al 95%.

Las soluciones empleadas para las curvas de calibracion se prepararon por
triplicado y se les adiciono agente ionizante, los resultados obtenidos se reportaron
como el promedio de las tres mediciones. Todos los patrones de calibracion se
filtraron con filtro de Naylon de 0.22 um y fueron preparados justo antes del analisis.

Linealidad Instrumental: Para analizar la linealidad instrumental se evaluaron 7
niveles de concentracién durante 7 dias diferentes. Se prepararon 7 curvas de
calibracion durante los 7 dias, una curva de calibracion por dia, las cuales fueron
sometidas al proceso descrito anteriormente. Los resultados obtenidos en las
pruebas estadisticas para la evaluacion de linealidad, permitieron establecer el
rango dindmico de trabajo.

La sensibilidad: Se evalto en términos de %C.V y s de la pendiente de la curva de
calibracion.

Precision: Se evalué bajo condiciones de repetibilidad (en un periodo corto de
tiempo) y reproducibilidad a lo largo de un periodo de tiempo mas prolongado. En
condiciones de repetibilidad se prepararon 7 niveles de concentracién durante 7
dias, una curva de calibracién por dia. Para el ensayo de reproducibilidad se
prepararon 3 curvas de calibracion durante un tiempo prolongado o dias diferentes.
Se calculd la desviacion estandar y el coeficiente de variacion en términos de
porcentaje (%C.V) por nivel de concentracion bajo condiciones de repetibilidad y
reproducibilidad.

Limite de cuantificacion y deteccién: La determinacién del limite de deteccion
(LD) se llevo a cabo por medio de analisis en orden decreciente de la concentracion
de citral, en busca de la concentracién experimental a la cual la sefial de citral fue
distinguible del ruido, mientras que la determinacion del limite de cuantificacion (LC)
se llevé a cabo mediante la determinacion de la concentracion en ppm a la cual el
sistema de analisis de datos del EM puede integrar el area bajo los picos obtenidos
para el citral.
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Exactitud: Se evalué el andlisis del estandar por triplicado a concentraciones bajas,
medias y altas en tres dias consecutivos, asi mismo la exactitud del método se
estimé teniendo en cuenta material control, un patrén preparado por un analista de
la unidad de analisis industriales, esto con el fin de medir un analito de
concentracion conocida y determinar la diferencia entre el valor conocido y la media
del valor obtenido.

3.6 Adecuacion de la dispersiéon de matriz en fase sdlida-DMFS para
extraccion de citral en diferentes muestras.

Con el fin de evaluar la metodologia analitica implementada por UCLAR-EM-TI en
muestras reales, se emple6 la DMFS como técnica de extraccion del citral en
jengibre, jabon y perfume.

Para llevar a cabo la adecuacion del proceso de extraccion por dispersién de matriz
en fase solida (DMFS)-sin muestra, se tiene en cuenta la metodologia planteada por
(Barker, S., 2007)%°. Inicialmente el proceso se acondicioné determinando el
porcentaje de recobro de citral en la extraccidn sin muestra, 6sea empleando
solucion patron.

El procedimiento general utilizado se muestra en la Figura 11. Inicialmente se
procedié a mezclar 200 mg de material de soporte con 10 pL de patron de citral a
10 °C, el cual al adicionarlo al adsorbente es equivalente a una concentracion de
10 ppm (dopaje del soporte solido); los componentes son mezclados en un mortero
de agata mecanicamente usando un pistilo de agata, por 30s. El patrén ya mezclado
y distribuido en la fase soporte es transferido y empacado dentro de un cartucho de
extraccion, los cartuchos preparados fueron ligeramente comprimidos para eliminar
espacios de aire interno. Finalmente se realiza la elucion del citral empleando
diferentes solventes segun se describe en la Tabla 4. Utilizando como solvente de
limpieza agua y para la extraccién etanol o metanol.

Adicionar solvente

Transferir mezcla al en los cartuchos y
cartucho extraer con el
\ manifold

i
i

200mg silicaCys + Mezclar =
10pL patron Algodén >t Muestra lista
T para analisis
por
UCLAR-EM-TI

Figura 11. Procedimiento para extraccion de citral por DMFS
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Tabla 4. Ensayo determinacién de volumen de elucion del citral

Fraccion recolectada Solvente Volumen a ensayar
1 Agua 1,0 mL
2 Agua 1,0 mL
Secado al vacio
3 Metanol o Etanol 0,5mL
4 Metanol o Etanol 0,5 mL
5 Metanol o Etanol 0,5mL
6 Metanol o Etanol 0,5mL

Todas las fracciones recogidas se filtraron y analizaron directamente en UCLAR-
EM-TI; a partir de los analisis de las fracciones recogidas utilizando el manifold para
facilitar la elucion del analito, se determiné las posibles pérdidas de analito en el
lavado y el volumen total requerido para la extraccion de citral. De manera analoga
se realizd blanco de solvente de la silica - Cis y todos los andlisis se realizaron por
triplicado y por tres dias.

3.6.1 Estudio de recobros en la metodologia de extraccion por DMFS

Se determind el porcentaje de recobro para el procedimiento descrito en 3.6; de este
ensayo se evaluo el area del analito extraido por DMFS ante el area del estandar
de 10 ppm. A partir de los datos se calculé el porcentaje de recobro (%R) del
método y se determind la precision en términos del % C.V y (s).

3.7 Aplicacion de la metodologia implementada a muestra reales

La implementacion de la metodologia para el andlisis de citral en muestras reales,
permite evaluar la robustez y versatilidad del método para la UAI del Departamento
de Quimica. De esta forma se realizaron analisis a tres tipos de muestras reales:
muestra natural (jengibre), cosmética (jabon y perfume).

Las muestras de jengibre, jabon y perfume fueron obtenidos comercialmente. La
muestra natural se almaceno en frio a 10 °C y los productos comerciales se
mantuvieron en su empaque original y a temperatura ambiente hasta su andlisis.

A las muestras solidas se aplicé la metodologia de extraccién por DMFS descrita en
el item 3.6. En la Figura 12 se muestra el procedimiento de extraccién por DMFS
para muestras reales.
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La elucion del analito
Se transfiriere mezcla Se realizo segun el

al cartucho estudio exploratorio
1 del item 3.6
_—y 4
_,é,,

Semezclan  Algoddn ’

por 5 min El extracto
50 mg de muestra se filtray se
solida + 200 mg de inyecta en
silica-Css el equipo

Figura 12. Procedimiento para extracciéon de muestras por DMFS

Para la muestra liquida solo se realiz6 una dilucion, se filtr6 y se analizd
directamente en el equipo. Todos los analisis para las muestras se hacen por
triplicado durante dias diferentes, los resultados obtenidos para las muestras se
interpolaran en la curva de calibracién correspondiente. Se determiné la precision
en términos del % C.V y (s) para las muestras.

3.8 Calculo delaincertidumbre

Por ultimo se evalud y se realizé los célculos de la incertidumbre teniendo en cuenta
las fuertes globales que se exponen en item 2.6.9 y en el (Anexo 1).

40



4. RESULTADOS Y ANALISIS

4.1 Condiciones de operaciéon en EM para la identificacion de citral

En primer lugar, los parametros de funcionamiento del EM para la determinacién de
citral, se optimizaron mediante observacion de la respuesta maxima obtenida para
los espectros de masas. Se encontré6 que para cada agente ionizante utilizado
(hidréxido de amonio, acido formico y acido acético al 0.1%), se alcanzar una
adecuada sefal de respuesta en el EM. Sin embargo por medio de los analisis de
los espectros se determinoé que el mejor agente ionizante es el hidréxido de amonio,
cuyo espectro de masa para el citral sugiere los iones moleculares de m/z 152.05,
135.04, y 107.06 siendo el mas abundante el pico de 152.05; la presencia del pico
a 169 corresponde a la posible formacion de un aducto (M+NHa4*) (Figura 13) en el
(Anexo 2) se muestra los espectros de masas a la n donde se corrobora la presencia
de los picos mas comunes para el citral en este estudio. La relacion de estos picos
con el citral se representa mediante el fragmentograma de la (Figura 14). Al utilizar
hidroxido de amonio como agente ionizante se registré un nivel de normalizacién
E* (sensibilidad) esto implica que la cantidad de iones que entran a la trampa de
iones es alta, por lo que el proceso de ionizacion que se efectia es el adecuado
para la identificacion del analito; con el &cido formico no se identific6 ninguna
fragmentacién distintiva para la caracterizacién del analito, por otro lado el acido
acético fue también un buen agente ionizante y presenta un espectro de masas
parecido al que se registra con el hidréxido de amonio (Anexo 3. b), sin embargo la
intensidad de los picos es menor, y debido a que el analito se degrada facilmente a
pH acido se descarta utilizar fuentes acidas para ionizar. La comparacion directa de
los espectros con la bibliografia no fue posible ya que la ionizacion depende
parcialmente de los parametros de ionizacibn que se establecen en el
espectrometro de masas®. Finalmente en la (Tabla 5), se especifican las
condiciones que fueron optimas para la deteccion de citral por EM.

Tabla 5. Condiciones del método para la determinacién de citral por ESI-EM-TI

CONDICIONES ESPECTROMETRO DE MASA

| Spray Voltage (kV) 6

Spray Current (LA) 0.20

Sheath Gas Flow Rate (arb) 20.9

Aux Gas Flow Rate (arb) 4.99

Sweep Gas Flow Rate (arb) 0

Capillary Temp (°C) 240

Capillary Voltage (V) 14

Tube Lens(V) 75

Agente ionizante Hidréxido de amonio 0.1%
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Figura 13. Espectro de masas por ESI del citral + NH,OH 0.1%
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4.2 Condiciones operacionales en ultra cromatografia liquida de alto
rendimiento acoplada a espectrometria de masas

Es importante resaltar que al realizar el acople UCLAR-EM-TI hay flujos mas altos
de solvente, por lo cual se requiere mayor flujo de gas para que se de formacién del
spray, es decir la nebulizacion de la solucion.

Al realizar la conexion en T (acople) UCLAR y EM se determin6 que al aumentar el
flujo de la fase mdévil entre 0.05-0.1 mL/min no afecta de forma significativa la
identificacion del analito, sin embargo cuando se realizé la sintonizacién variando el
flujo de los gases que estan implicitos en el desempeiio de la formacion del spray,
tales como sheath gas y Aux gas (por sus siglas en inglés), se registr6 mayor
sensibilidad en la deteccion del citral. A partir de esto, los valores finales optimizados
de sheath gas 31.38 y Aux gas 6.00 se toman como referencia para proceso de
implementacion y estandarizacion de la metodologia en UCLAR con deteccién en
EM-TI.

4.2.1 Determinacidon de parametros en la separacién cromatogréfica
Tiempo de retencion.

Segun lo reportado por Tirado et al. (2013) y Chien-C et al. (2017) [10-14] se pueden
emplear diversos modificadores organicos como metanol, acetonitrilo y hexano; se
escogio inicialmente como fase mdavil metanol al cual se le adiciono 0.1% de
hidroxido de amonio como agente ionizante esto segun los resultados obtenidos en
el item 4.1. Para el proceso, se observé que no es util trabajar a flujos bajos de fase
movil puesto que el tiempo de analisis llega a durar 10 min y se da el
ensanchamiento del pico cromagréfico y a flujos altos no mayores de 0,2 mL/min el
pico eluye a un tiempo menor a 1 min muy cerca al tm de la columna; de modo que
se determin6 que el flujo éptimo de fase moévil era 0.1 mL/min, permitiendo un
analisis en tan solo 5 min.

A un flujo de 0.1 mL/min de fase movil el analito eluye de la columna cromatografia
a los 3 min de la corrida, se identificé al analito por la concordancia en la relacién
masa-carga de los picos en el espectro de masas analizado anteriormente (Figura
15).

El tipo de retencidén se explica por las caracteristicas del analito que al ser de
mediana polaridad es mas afin a la fase movil (metanol solvente polar), las fuentes
polares del soluto favorecen la interaccion con el solvente polar por lo que se retiene
menos Yy eluye antes, las fuerzas de interaccion posiblemente involucradas serian
fuerzas de Van der Waals ya que la columna es no polar*3. En el cromatograma se
registr6 un solo pico con ensanchamiento normal por la presencia de los dos
isbmeros aunque también puede ser debida a procesos de ensanchamiento de
banda intracolumnar.

Separacién cromatografica
Con el propésito de realizar la separacion de los picos cromatograficos se efectud
cambios en la composicion de la fase movil, al realizar una corrida a 100% metanol

con el agente ionizante se observa un solo pico cromatogréafico ya que al utilizar un
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disolvente polar méas rapido es el movimiento del analito y por ende es menos
efectiva la separacion, (la fase movil es el parametro fundamental que gobierna la
separacion de los compuestos). En la separacion de los isomeros neral y geranial
del citral, se observo que al aumentar la proporcion de agua en la fase movil desde
100% metanol hasta la proporcion 70:30 de metanol:agua el pico cromatografico se
desplaza a un mayor tiempo de retencion, permitiendo que los fendmenos de
difusién gobiernen el perfil cromatografico y afecten la resolucion; no se dio la
separacion de los dos is6meros neral y genial, y se evidencio la pérdida completa
de la gaussianidad de los picos al ir aumentado la cantidad de agua (Figura 16); es
asi que los cromatogramas obtenidos no serian Utiles o adecuados para la
cuantificacion de los isomeros. Esto se pone en evidencia evaluando el factor de
capacidad el cual se emplea para evaluar el tiempo de retencidn y en este proceso
para ajustar la separacion de los isémeros.
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Figura 15. Perfil cromatografico del citral
Condiciones cromatografias: fase movil (metanol + NH4OH 0.1%), flujo 0.1 mL/min, volumen inyeccion 15uL,
tiempo de corrida5 min.
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Figura 16. Perfiles cromatograficos para el cambio de fase mévil
a) 100% metanol, aumento de la proporcion de agua, relacion metanol:agua b) 95:5, ¢) 90:10 d) 85:15.
Condiciones cromatografias: flujo 0.1mL/min, volumen inyeccion 15uL.

La medida del factor de capacidad (k') se determin¢ directamente de los tiempo de
retencién en los cromatogramas (Figura 16), con la inyeccion de aire a través del
cromatografo se determind que el tiempo muerto equivale a 0.11 min, con la
Ecuacion 1 se determind (k') para cada cambio en la proporcion de metanol:agua y
se graficé su logaritmo (Figura 17).
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Figura 17. Grafica log k' vs proporcion metanol: agua

Segun los resultados del factor de capacidad se concluyé que ninguna de las
proporciones de metanol:agua es util para la separacion de los isbmeros neral y
geranial; ya que al modificar la fuerza de elucion de la fase movil, al aumentar la
proporcién acuosa se da un incremento de la polaridad, lo que conllevo a un
desplazamiento en el tiempo de retencién, ensanchamiento y perdida de la
resolucion de los picos. Teniendo en cuenta el perfil cromatografico de la (Figura
16) y el k' se determiné trabajar con 100% metanol como fase moévil y cuantificar
citral total como se expresa comercialmente. En la Tabla 6 se resume en su totalidad
todos los parametros establecidos para el analisis cromatogréfico.

Tabla 6. Condiciones del método para la determinacion de citral por ultra
cromatografia liquida de alta resolucién

Condiciones cromatogréficas

Columna Hypersil GOLD (Cis) tamafio de
particula 1.9 pm (100 X 2.1mm)

Fase movil Metanol + NH4sOH 0.1%
Modo: Isocratico

Flujo fase movil 0.1 mL/min

Temperatura del automuestreador 10°C

Temperatura de la columna 20 °C

Tiempo de corrida 5 min

Volumen de muestra 10 L

47



4.3 Implementacién de la metodologia analitica para determinar citral por
UCLAR-EM-TI

Se evaluaron los parametros descritos en la metodologia del item 3.5, se prepararon
curvas de calibracion para citral en un rango entre 3 a 20 ppm a partir de una
solucion stock de 1000 mg/L, teniendo como blanco metanol + NH4OH 0.1%, esto
con el fin de estandarizar el método analitico y que éste conduzca con un alto grado
de seguridad, a la obtencion de resultados precisos y exactos dentro de las
especificaciones previamente establecidas.

4.3.1 Linealidad Instrumental

La linealidad instrumental es aquel grado de proporcionalidad directa entre un par
de variables de un método analitico. Para medirse se realiza una “curva de
calibracion” con la cual se establece la proporcionalidad existente entre la
concentracion y la respuesta del método analitico®®.

Para el proceso se evaluaron (7 niveles de concentracion) durante 7 dias. Se
prepar6 una curva de calibracion por dia, la cual se sometié al método descrito en
la metodologia. Los resultados se presentan en la tabla 7.

Tabla 7. Evaluacién de la normalidad de los datos obtenidos en funcion del tiempo
(dias consecutivos).

Nivel de Areas
concentracion
(ppm) Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7
3 129209 209105 133450 129786 110127 181192 131684

255656 309157 295688 301243 210597 389113 389113
368365 461510 362162 467178 307905 519101 339492

10 485142 605136 509098 595099 430485 627001 525717
13 586221 721934 679677 740432 602114 792930 571374
15 681443 772623 791013 820670 708919 861458 636816
20 835655 929740 970881 998810 876579 1078545 749395

A estos resultados se aplicé la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, para
determinar si se aplican pruebas paramétricas o no paramétricas, teniendo como
criterio de rechazo de la hipétesis nula el valor de significancia (p) de la prueba, la
cual establece que para valores superiores de 0.05 se acepta la hip6tesis nula de
acuerdo a si el valor de significancia (p) de la prueba es superior o no a 0.05. Se
plante6 como hipotesis nula, Ho: “el conjunto de datos obtenidos provienen de una
poblacion normal” y como hipoétesis alternativa, Ha: “Los datos obtenidos no
provienen de una poblacion normal”. Los resultados se registran en la Tabla 8.
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Tabla 8. Evaluacion de normalidad de los datos en funcion del dia.

Shapiro-Wilk

Dias Estadistico gl Sig.

1 0,948 21 0,307
2 0,920 21 0,085
3 0,931 21 0,141
4 0,945 21 0,277
5 0,928 21 0,123
6 0,950 21 0,340
7 0,924 21 0,104

gl: Grados de libertad, Sig: Significancia.

Los datos en la Tabla 8 se ajustan a la normalidad (p>0.05), por lo tanto se acepta
la hipétesis nula y se considera que en funcion de los dias los resultados siguen una
distribucion normal y se aplican pruebas paramétricas de ANOVA con el fin de
establecer si existen diferencias significativas en los valores de area en términos de
linealidad instrumental. En la Tabla 9 se presentan los datos de los analisis ANOVA.

Tabla 9. ANOVA para area vs dia.

Suma de cuadrados gl  Media cuadrética F Sig.
Entre grupos 5,8E+11 6 9,7E+10 1,434 0,206
Dentro de grupos 9,5E+12 140 6,8E+10
Total 1,0E+13 146

gl:Grados de libertad, Sig: Significancia, F: Estadisco F.

El analisis ANOVA para los valores de area de los diferentes niveles de
concentracion en funciéon del dia, (Tabla 9) muestra que no existe diferencia
significativa entre los valores de area (p >0,05) en funcién del dia, se encuentra que
los resultados provienen de una poblacion con distribucién normal y el area de cada
concentracion no presenta variacion con el tiempo, ademas sugiere que la
metodologia aplicada presenta repetibilidad.

En la Tabla 10 se muestran los resultados de la prueba ANOVA para conocer si
existen diferencias significativas entre los valores de area en funcién del nivel de
concentracion.

Tabla 10. ANOVA para area vs nivel de concentracion

Suma de cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
Entre grupos 9,3E+12 6 1,5E+12 277,747 0,000
Dentro de grupos 7,8E+11 140 5,5E+10
Total 1,01E+13 146

gl:Grados de libertad, Sig: Significancia, F: Estadisco F.

El resultado obtenido indica que las areas difieren significativamente (p<0,05) entre
cada nivel de concentracion, esto demuestra que existe una relacion directamente
proporcional del area con respecto a cada nivel de concentracion. Para saber entre
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cudles niveles de concentracidon hay diferencia significativa, se aplica la prueba de
Tukey Tabla 11, con un intervalo de confianza del 95%.

Tabla 11. Prueba de Tukey

Nivel de Subconjunto a = 0.05

concentracién N

opm 1 2 3 4 5 6 7

3 21 146364,52

5 21 286519,00

7 21 403673,05

10 21 539668,24

13 21 670668,81

15 21 753277,33

20 21 919943,67
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

N: Numero de datos en los grupos, a: Nivel de significacion.

En los resultados de la prueba de Tukey para el método analitico, se visualizan las
medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos en donde cada area es
significativamente diferente, lo que sugiere que el area de cada nivel de
concentracion tiene un valor de significancia de p>0.05, es decir, el incremento en
el nivel de concentracion produce incremento significativo y proporcional en el valor
del é&rea, indicando que hay una relacion lineal directa entre el area y la
concentracion en los niveles de las curvas de calibracidon para el citral.

Como los datos de area difieren significativamente para cada nivel de concentracién
y a medida que incrementa el nivel de concentracion incrementa el area. Los datos
se evaluaron a través del grafico relacionando el area respecto a la concentracion
de citral (ppm), la grafica obtenida se muestra en la Figura 18.

Media de area (dias) vs concentracion

H

[
=
Z
=
Z
[
HH

H

Media de area
.|
1

0 5 10 15 20 25

Nivel de concentracion

Figura 18. Gréfica respuesta lineal area vs concentracion (ppm)
En la Figura 19 se representa la tendencia de los datos presentados en la Tabla 7.
Estos datos fueron evaluados a través de un grafico donde se relaciona el area
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respecto a la concentracién de citral (ppm), en la gréfica se observa la tendencia

lineal de los resultados y la ecuacion lineal de las curvas de calibracion.
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Figura 19. Gréficas de linealidad y repetibilidad de las curvas de calibracion en los 7 dias consecutivos

Area en funcion de la concentracién

20

H—i

i
i
=
=
.
H
0 : : 15
Concentracién
Area en funcion de la concentracién
F 1
Do
I £ ) .
:
0 : 10 |
Concentracion
Area en funcion de la concentracién
i ; B
S
.

0 5 10 15

Concentracion

(Concentracién en ppm)

51

oDl V=40792x+52036
R?=0,9846

y=42714x+ 127296

®Dia2  R2-09722
y =49140x+ 22110
eDia3  R?=0,9908
75

Diag V=49878x+ 58874
R*=0,9678

y =46254x- 18547

@025 g-p9916

25

®Diap v =50036x+ 113817
R2=0,971

y=36438x+76958

®Dia7 R!=0,0423

25



El coeficiente de correlacion se evalud estadisticamente mediante Correlacion de
Pearson teniendo como hip6tesis nula Ho: “No existe correlacion significativa entre
y e X”. Como se observa en la Tabla 12, la prueba es significativa (Sig. 0.000< 0.01),
por lo que se rechaza la hipotesis nula y se concluye que existe correlacion
altamente significativa entre el area y la concentracion; la respuesta brindada por el
equipo es adecuada puesto que se obtuvo un r mayor a 0.7 indicando que existe
linealidad.

Tabla 12. Coeficientes de correlacion. (Evaluacion de la linealidad instrumental)

Parametro Valor
Coeficiente de Correlacion 0,959
Coeficiente de correlaciéon? 0,920
Sig. Cambio en F 0,000

R? indica que el 92% de la variacion del area esta explicada por la concentracion.
Para evaluar estadisticamente la pendiente (m) y el intercepto (b) se tienen las
siguientes hipotesis:

% Ho (Pendiente): “m no es significativamente diferente de cero”, la cual se
rechaza cuando la prueba estadistica es significativa, es decir cuando sig. <
0,05.

% Ho (Intercepto): “b no es significativamente diferente de cero”, la cual se
rechaza cuando la prueba estadistica es significativa, es decir cuando sig. <
0,05.

En la Tabla 13 se pueden observar los resultados obtenidos de la evaluacion
estadistica de la pendiente y el intercepto.

Tabla 13. Resultados obtenidos en la evaluacién estadistica de la pendiente y el
intercepto

Coeficientes Coeficientes 95,0% intervalo de
no estandarizados confianza para B
estandarizados
Modelo B Beta Limite Limite
T Sig. superior inferior
Pendiente 28409,250 0,959 2,058 0,041 55691,96 1126,530
Intercepto 125758,92 40,74 0,000 1318595 119658,3

La significancia estadistica tanto para la pendiente como para el intercepto son
inferiores a 0.05, por lo que se deben rechazar las hipétesis nulas, y concluir que la
pendiente y el intercepto son significativamente diferentes de cero.

Mediante andlisis de varianza (ANOVA) se evalud estadisticamente la regresion en
las curvas de calibracion de la Tabla 7, los resultados se muestran en la Tablal4.
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Tabla 14. ANOVA para evaluar la regresion lineal en la curva de calibracion

Sumade Media

Modelo cuadrados gl cuadratica Sig.
Regresion 9,3E+12 1 9,3E+12 16660,0 0,000
Residuo 8,1E+11 145 5,6E+10

Total 1,0E+13 146

Para evaluar la regresion se tiene como hipétesis nula: “No hay regresion
significativa en la curva de calibracion (R2 = 0)”, y como hipétesis alternativa “Hay
regresion significativa en la curva de calibraciéon (R%# 0)”. Se observa que la
significancia para la regresion es menor de 0.05 por lo que se rechaza la hipotesis
nula y se acepta la alternativa, concluyendo que existe regresion significativa en la
curva de calibracion. Los resultados que se obtuvieron en las pruebas estadisticas
para la evaluacion de linealidad, permiten concluir que el método instrumental
empleado para determinacién de citral es lineal en el rango de 3 a 20 ppm, con un
coeficiente de correlaciéon superior a 0.9.

4.3.2 Evaluacién de la sensibilidad

Para el andlisis de la sensibilidad del método se utilizé el promedio de las pendientes
obtenidas en las rectas de calibracién (Anexo 4). Para lo cual se indicael CVys
(Tabla 15). Teniendo en cuenta la pendiente de las medidas de los 7 dias
consecutivos.

Se considera que la técnica posee una buena sensibilidad y linealidad puesto que
el coeficiente de variacion es aceptable, para la técnica evaluada®’.

Tabla 15. Sensibilidad en C.V

%C.V Pendientes Desviacion estandar (s)
40792
42714
49140
11,6 49878 + 5230
46254
50036
36438

4.3.3 Precision

La precision se define en términos simples como el grado de concordancia mutua
entre los datos que se han obtenido de una misma forma. La precisién se puede
establecer en términos de repetibilidad y reproducibilidad.

Este parametro se evalud bajo condiciones de repetibilidad en un corto periodo de
tiempo (dias consecutivos) y reproducibilidad (diferentes dias, tiempo mas
prolongado). En condiciones de repetibilidad se analizaron 7 curvas de calibracion
con 7 niveles de concentracion, las cuales se analizaron bajo las mismas
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condiciones en el laboratorio. Los datos obtenidos se presentan en el Anexo 4. De
la relacion entre el area y la concentracion, se determind que hay una buena
repetibilidad del método, debido a que presento un coeficiente de variacién para las
curvas menor al 12%, un valor aceptable para indicar el grado de concordancia de
los datos en dias consecutivos; asi mismo el método presento linealidad en el rango
de trabajo, con un coeficiente de correlacion superior a 0.9. En la Figura 20 se
presenta la grafica donde se relaciona el &rea y la concentracion para el andlisis de
repetiblidad.
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Figura 20. Grafica curvas de calibracidn repetibilidad en 7 dias consecutivos

Para el ensayo de reproducibilidad se analizaron 3 curvas de calibracion,
preparadas en un intervalo de tiempo prolongado, a los 10 dias, 20 dias y 30 dias;
una curva de calibracion por dia, los resultados obtenidos se presentan en la Tabla
16.

Se calculé el C.V en términos de porcentaje por nivel de concentracién. Bajo
condiciones de repetibilidad y reproducibilidad, se debe tener en cuenta las
siguientes consideraciones estadisticas para C.V:

» Hasta el 10% significa que existe una precisién buena.

* Entre el 10% y 20% precision aceptable**. Mayor al 20% indica que la estimacion
es poco precisa y por lo tanto se recomienda utilizarla con precaucion.
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Tabla 16. Resultados de las areas empleadas para el analisis de reproducibilidad

Nivel de Areas
concentracion
ppm 10 Dias 20 Dias 30 Dias
135547 220035 43328
3 130334 223541 43119
122944 216226 43367
308566 328674 94146
5 311989 324136 103477
306915 316525 101205
454678 413386 127839
7 474661 406884 128491
435789 396490 130637
512345 464133 141335
10 499987 460130 149620
521348 469102 145195
698456 530300 197349
13 701346 525269 191991
704764 528175 200779
798967 600783 205986
15 778920 578771 210061
801613 587845 211024
921345 749795 257586
20 911435 736683 266803
931234 733957 270111

Los resultados para el andlisis de precision se presentan en la Tabla 17. Donde se
observa que el primer nivel (3 ppm) presenta mayor variabilidad tanto en
condiciones de repetibilidad como en condiciones de reproducibilidad. Los % CV
para el analisis de repetibilidad en 7 dias consecutivos (corto tiempo) fueron
inferiores al 20%, por lo tanto se considera una precision adecuada para la
metodologia, en la determinacion de citral.

Sin embargo, para la reproducibilidad se observa un alto coeficiente de variacién,
mayores al 20% lo que implica que la relacion de area con respecto a la
concentracion varia en largos intervalos de tiempo ya que las condiciones en el
equipo pueden verse modificadas con impurezas, saturacion de la columna o la
posible decadencia en la eficiencia de ionizacion en el EM u otro tipo de condiciones
de operacion que puede afectar las medidas en el equipo de UCLAR-EM-TI.
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Tabla 17. Precision instrumental bajo condiciones de repetibilidad y reproducibilidad

NIVEL Repetibilidad Reproducibilidad
DESV. EST % C.V DESV. EST % C.V

N1 33523 22,9 76591 58,5
N2 55160 19,3 108509 44,5
N3 75666 18,7 152549 46,2
N4 71075 13,2 172533 46,2
N5 81711 12,2 222134 46,7
N6 79166 10,5 256881 48,4
N7 106276 11,6 293721 45,7

4.3.4 Limite de cuantificacion y deteccién

Dentro de la realizacién del andlisis se constituye la necesidad de diferenciar la
sefial mas pequefa de un analito medido por el equipo, del ruido de fondo generado
por el mismo, esta necesidad lleva a la determinacion del Limite de Deteccion (LD)
y Limite de Cuantificacion (LC) para el citral.

Se establecio el limite de deteccion (LD) en una concentracion de 0.5 ppm de citral
con una relacion sefal/ruido de 3, donde la sefial fue distinguible del ruido (Figura
21) (Anexo 5 a); para el LC se tiene en consideracion un cociente S/N de 10 en el
equipo. Analizando en orden decreciente la concentracién de 3, 1.5, 0.75y 0.5 ppm
de citral; se determind el limite de cuantificacion en 0.75 ppm, esta es la
concentracion mas baja a la cual el sistema de andlisis de datos (Xcalibur) puede
integrar el area bajo el pico. En la (Figura 22 a) se presenta el cromatograma para
el LC en TIC que representa todo el rango de masa, esto se resalta debido a que
solo es posible determinar el limite de cuantificacion a concentraciones por debajo
de 3 ppm especificando en el programa del equipo el pico base de interés (152)
como se muestra en la (Figura 22 b); (ver Anexo 5 b) espectros de masas para los
limites.

RT: 0.00 - 5.00

053

738
9006 7315
308 364
13033 347 13037
130.30
3.41
J\( 244.28
! \/\ML

Figura 21. Perfil cromatogréfico para la determinacion del (LD)
Condiciones cromatografias: fase movil (metanol + NH4OH 0.1%), flujo 0.1 mL/min,
volumen inyeccién 15 uL, tiempo de corrida 5 min.
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Figura 22. Perfil cromatografico para la determinacion del (LC), a) perfil cromatografico TIC y b) perfil
cromatografico especificando pico de interés para el citral
Condiciones cromatografias: fase movil (metanol + NH4sOH 0.1%), flujo 0.1 mL/min, volumen inyeccién 15uL,
tiempo de corrida 5 min.

4.3.5 Exactitud

La determinacion de la exactitud expresa la cercania de los resultados obtenidos
con respecto al valor verdadero.

Por tal razon se analizo tres estandares por triplicado de concentracion de 4, 8y 12
ppm durante tres dias consecutivos, se mide la exactitud de la metodologia por nivel
de concentracién en términos del %CV y sesgo, los resultados se presentan en la
Tabla 18.

Los %C.V obtenidos son menores del 10%, demostrando buena reproducibilidad y
repetibilidad; los valores de (s) por debajo del 2% indican una excelente exactitud
de los resultados con respecto al valor esperado.

En este caso se puede verificar que el % de error, calculado utilizando la (Ecuacion
7) con el valor (tedrico y experimental para los estandares analizados), permitio
evidenciar que el método de medicion no tiene sesgo apreciable y que los errores
se pueden considerar propios de los errores aleatorios del proceso de analisis, los
datos demuestran que el error promedio es aceptable por la precision de los
resultados y concordancia con el valor verdadero.
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Tabla 18. Exactitud

Concentracion de patrones

Dia
4ppm 8ppm 12 ppm
5,10 9,23 13,7
! 4,24 10,1 13,4
4,68 9,98 13,5
5 4,31 8,10 12,1
4,32 8,17 11,3
4,33 8,27 11,3
4,31 8,02 12,0
3 4,35 8,13 11,4
4,36 8,24 11,3
Numero de datos 9 9 9
Desviacion estandar (s) 0,277 0,848 1,04
Promedio (X) 4,44 8,69 12,2
Error 11,1% 8,68% 1,67%
%C.V 6,23% 9,75%  8,50%

De manera analoga, se determiné el sesgo, como el grado de concordancia entre
los valores obtenidos y el valor esperado; se tienen los siguientes valores (Tabla

19).

Tabla 19. Analisis estadistico para evaluacion de aceptacién del sesgo

Concentracién Criterio t cal t tab
4 tecal< ttab 0,53 2,126
8 0,27 2,126
12 0,06 2,126

Al comparar los sesgos obtenidos a partir de los resultados experimentales, se
encuentra que no existe diferencia estadistica significativa entre ellos, esto es
corroborado por el criterio de aceptacion donde el valor de t-student calculado es
menor que el t-student tabulada, de modo que los datos obtenidos en el ensayo no
difieren considerablemente del valor real. De lo anterior podemos observar que los
valores obtenidos para la t-student cumplen con los criterios de aceptacion.

Para este parametro también se calcul6 el error en la medida, teniendo en
consideracion que se estableci6 como material de control un patrén preparado por
otro analista, cuyo valor esperado es 10.00 + 0.01. Se determind la exactitud como

porcentaje de error utilizando la Ecuacion 7:

9.44ppm—-101+0.01ppm
10+0.01ppm

% Error =

58
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El valor determinado de error constituye una medida de error aleatorio. Sin embargo
se puede observar el grado de coincidencia entre el valor obtenido de la
concentracion medida y el valor real preparado.

En la Tabla 20 se resumen las figuras de mérito analitico del método estandarizado.

Tabla 20. Resumen de la estandarizacién para el método implementado

. . Rango de LD LC Linealidad Sensibilidad
Analito  Método trabajo (ppm) (ppm) (ppm) R? % C.V
Citral ~ Cstandarizacion 55, 050 0,75 0,920 11,6%

por UCLAR-EM-TI

4.4 Extraccion de citral por dispersién de matriz en fase sélida-DMFS.

La extraccion por DMFS se implementd para llevar a cabo un analisis rapido del
analito, ya que implica un tiempo de preparaciéon de muestras rapido sin tener que
llevar a cabo un pretratamiento.

Se llevé a cabo la evaluacion de la extraccion de citral a partir de diferentes muestras
de interés comercial, utilizando la DMFS como técnica de extraccion. Uno de los
parametros de calidad en un método de extraccion es el porcentaje de recuperacion
o recobro.

Inicialmente se evalud la extraccion de citral a partir de una columna de DMFS - sin
muestra. A continuacion se describe los resultados para cada una de las etapas del
estudio exploratorio que se presenta en la Tabla 4 del item 3.6:

Andlisis sin muestras

a) Limpieza: Al realizar los lavados con agua, a la columna de DMFS dopada con el
patrén de citral, no existe perdida del analito, ya que el citral es insoluble en agua y
estara retenido en la silica-Cis, el espectro de masas de los lavados evidencia que
no se da la elucién del citral (Anexo 7 a).

b) Secado: Para el proceso se ajust6 el secado al vacio del material adsorbente a 4
min, pues al no eliminar el agua de la columna de DMFS, se presenta un
ensanchamiento de banda y la perdida de resolucién del pico cromatogréfico.

c) Elucién del analito del cartucho: De los resultados que brinda el perfil
cromatografico Anexo 6, al utilizar etanol como solvente para la extraccion de citral,
se da el ensanchamiento del pico cromatografico, de ello se evidencia que al
emplearse etanol como solvente de muestra y que al ser diferente al solvente de la
fase movil, se da distorsion por solventes o una posible alteracion en la interaccion
entre el analito con la fase movil y la fase estacionaria; por este motivo se descartar
utilizar etanol. Con los cromatogramas de las fracciones 3 y 4 en metanol (Anexo 7
by c) se observo la elucion completa del analito, esto quiere decir que con 1 mL de
metanol es posible llevar a cabo la extracciéon de citral.

En la Tabla 21 se resumen los parametros del estudio exploratorio para la extraccion
de citral por DMFS-sin muestra; los parametros de recobro obtenidos para la
extraccion en 3 dias diferentes, se registran en la Tabla 22.
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Tabla 21. Variables para extraccion de citral por DMFS

Variables DMFS

Material adsorbente Silica-Cis
Solvente de elucion Metanol
Volumen para elucién 1mL
Limpieza 1 mL agua
Tiempo se secado 4 min

Presion para secado manifold 55-60 kPa
Presién de extraccion manifold 20 kPa
Tiempo de mezcla 5 min
Temperatura muestra 10°C

Tabla 22. Porcentaje de recobro en la extracciéon por DMFS

Areas
Dia
Ensayos Patrén %Recobro (%R)
10 ppm
27534 . 94,11
1 25405 X=10,11 86,83
27529 94,09
24681 _ 85,91
2 28714 X=10,05 99,95
28815 100,3
26615 . 106,0
X=10,91
3 21580 0.9 85,01
22430 89,29
Desviacion 2614 7,254
estandar (s)
Promedio (X) 25923 93,59
% C.V 10 7,750

La respuesta empleada para el analisis estadistico fue el recobro obtenido con cada
tratamiento (%R). Cabe destacar que la temperatura es un factor importante para
esta metodologia, ya que el citral es un analito muy voléatil y sensible a la
temperatura, por ende se trabajé a 10 °C obteniendo un porcentaje de C.V menor
al 10% para la extraccion de citral valor que indica que el método es aceptable y
preciso. Los valores de recobro entre 85,91 % y 106,0 %, para los tres dias
analizados ponen en evidencia que el método no presenta sesgo significativo debido
al proceso de andlisis mismo (Figura 23).
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Figura 23. Porcentaje de recobro por dia.
Condiciones de recobro: volumen de limpieza 1mL de agua, secado por 4min, volumen de elucién 1 mL de
metanol y temperatura de muestra 10 °C.

Empleando metanol y silica-Cis las extracciones de citral fueron notablemente
eficientes esto puede deberse a las interacciones intermoleculares entre el analito
con el adsorbente. Adicionalmente se garantiz6 la idoneidad del método al trabajar
tiempos cortos de mezcla y secado; obteniendo asi recobros superiores al 80% del
analito.

4.5 Aplicaciéon de la metodologia de extraccién a muestras naturales y
comerciales

Las muestras naturales y comerciales fueron adquiridas comercialmente, con ellas
se implemento la metodologia 3.7 y se realiza el procedimiento teniendo en cuenta
las variables de la Tabla 21, se hizo los andlisis por triplicado durante dias
diferentes, preparando una curva de calibracion por dia y los resultados obtenidos
para las muestras se interpolaron en la curva de calibracién correspondiente, se
pasaron patrones junto a las muestras con el fin de asegurar la idoneidad del
andlisis y se realizo el analisis de precision en términos del % C.V.

Las muestras utilizadas fueron jengibre, jabén y perfume; en las muestras
cosméticas se verifico la presencia de este analito en su composicion, y a ninguna
de las muestras se le realizé pretratamiento, gran ventaja del proceso de extraccion
utilizado.

Cada muestra se someti6 a los procedimientos de almacenamiento libre de
humedad previo al analisis cromatografico. Aplicando la metodologia de DMFS se
obtienen los siguientes resultados para el analisis de jengibre (Tabla 23).
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Tabla 23. Resultados pruebas analisis de citral en jengibre

Tipo de muestra Dia 1 Dia 2 Dia 3
(mg/kg) (mg/kg (mg/kg)
679 692 947
Jengibre 571 568 742
796 558 707
Promedio 682 606 799
S 113 74,6 129
% C.V 16,5 12,3 16,2
%citral en jengibre  0,0682% 0,0606% 0,0799%
Citral en jengibre 0,682 0,606 0,799
(mg/g)

Se escogi6é rizomas de jengibre para el andlisis, ya que es una raiz que posee
diversos compuestos aromaticos y pungentes. Recientemente, el jengibre ha
recibido una atencién creciente, debido a sus actividades farmacolégicas?? y
medicinales, pues es utilizado para disminuir la presion arterial y el dolor; muchas
de esas propiedades son aportadas por la accién del citralt?-14,

Existen numerosos estudios para el analisis de citral en el aceite esencial de
jengibre. Sin embargo, la mayoria de los estudios involucra procesos de extraccion
comunes que implican largos tiempos de extraccion y en general la determinaciéon
del analito se realiza por CG-EM como se registra en la Tablal.

Con la implementacion de la técnica de extraccion por DMFS y cuantificacion por
UCLAR-EM-TI se revela que la respuesta del detector ante el analito después de la
extraccion para la muestra de jengibre, genera coeficientes de variacion inferiores
al 20% una precision aceptable* y en términos de su desviaciéon estandar son
valores inferiores al 10% lo que implica que los datos no se encuentran dispersos
con respecto a la media.

En 2016, Wianowska y Dawidowicz, realizaron andlisis por CG-EM vy la aplicacion
del método de DMFS para la preparacion de muestras naturales como el jengibre,
en ese trabajo obtuvieron 0,8 mg/g de citral en jengibre empleando liquido
dispersante para la extraccion; este resultado analitico es analogo a los obtenidos
por el método de prueba, donde los valores de citral en jengibre estan entre 0.606
y 0.799 mg/g, asimismo estos valores fueron superiores a 0.37 mg/g para la
extraccion sin liquido dispersante segun lo reportado por los autores anteriormente
mencionados. Aunque es la misma técnica de extraccion cotejada, tienen
variaciones en el proceso, y para la identificacion y cuantificacion del analito se
emplearon diferentes técnicas. Ademas el porcentaje de citral en esta muestra
natural varia debido a condiciones climaticas, geograficas, factores que estan
implicitos durante su crecimiento y la genética de esta especie.

En este estudio, los resultados del andlisis por UCLAR-EM revelaron que la DMFS
permite un aislamiento muy rapido y eficiente del analito de la matriz de la planta ya
que se logro identificar de manera acertada con los picos cromatograficos y los
espectros de masas al citral (Figura 24 a 'y b).
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Figura 24. Andlisis de citral en jengibre a) perfil cromatogréfico y b) espectros de masas
Condiciones cromatografias: fase mdvil (metanol + NH4OH 0.1%), flujo 0.1mL/min, volumen inyeccion 15uL,
tiempo de corrida 5 min.

A continuacién se muestran los datos para las muestras cosméticas (Tabla 24 y 25).
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Tabla 24. Resultados pruebas analisis de citral en jabdon

Tipo de muestra Dial Dia 2
(mg/kg) (mg/kg)
1806 1844

Jabén 1695 1695
1646 1566

Promedio 1716 1701

S 82,20 139,2

%C.V 4,790 8,183

Citral (mg/kg) en

jaboén 1716 1701

Tabla 25. Resultados pruebas analisis de citral en perfume

Tipo de muestra Dial Dia 2

(mg/L) (mgi/L)

10898 9265,2
Perfume 10740 9725,9

11506 7123,6
Promedio 11048 8704,9
S 404,26 1388,7
%C.V 3,6592 15,953
mg/L citral en 11048 8704,9
perfume

Todas las muestras comerciales objetivo de estudio como el jabén y el perfume; por
lo general estan sujetas a diferentes restricciones en cuanto a la composicion, a su
uso o requisitos de etiquetado de acuerdo con la respectiva directriz que los rige ya
sea nacional o internacional. El citral es considerado un alérgeno el cual debe
especificarse en la etiqueta del producto cuando la concentracion excede: 0.001%
(10 ppm) en productos terminados que no se enjuagan y 0.01% (100 ppm) en
productos que son enjuagados?®. Segun los resultados obtenidos la concentracion
de citral esta entre 1701 y 1716 mg/kg en jabdn, esta concentracion es mayor a 100
ppm para un producto final enjuagable por lo cual estad cumpliendo la especificacién
en las que se debe reportar en la etiqueta al exceder la concentracién. Para el
perfume los niveles de concentracion que se determinaron son valores muy altos
hasta los 11048 mg de citral/L para ser un producto que no se enjuaga, cumple con
la especificacion ya que se reporta en la etiqueta de la fragancia.

De los resultados se obtienen los respectivos espectros de masas y cromatogramas
para el perfume (Figura 25) y el jabdn (Figura 26) estos claramente permiten
identificar la presencia del analito de interés en las diferentes matrices de analisis,
con los perfiles cromatograficos se ve reflejada las variaciones en las medidas en
cuanto a la respuesta del detector, el rigor analitico y la normalidad de los valores
obtenidos, ademas hay que resaltar que el pico cromatografico no presenta una
pureza espectral alta, es decir hay presencia de co-eluidos que aumentan
significativamente el area del pico, se manifiesta que para los procesos de
extraccion en el jabdn la desviacion estandar y el %C.V en los dos dias de andlisis
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y se observa que es menor al 10% son datos con un comportamiento normal y
precisos, para el perfume también se obtienen valores de %C.V menores al 20%
implica que los datos son aceptables y adecuados. Con la implementacion de la
metodologia de extraccion y deteccion por UCLAR-EM-TI fue posible la
determinacion de citral, reportando valores seguros y fiables segun las
caracteristicas de mérito analitico y la optimizacion en la extraccion.
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Figura 25. Analisis citral en perfume a) perfil cromatografico y b) espectros de masas.
Condiciones cromatografias: fase mdvil (metanol + NH4sOH 0.1%), flujo 0.1mL/min, volumen inyeccion 15uL,
tiempo de corrida 5 min.
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Figura 26. Analisis citral en jabon a) perfil cromatografico y b) espectros de masas
Condiciones cromatografias: fase mdvil (metanol + NH4sOH 0.1%), flujo 0.1mL/min, volumen inyeccion 15uL,
tiempo de corrida 5min.
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4.6 Estimacién delaincertidumbre en la determinacién de citral
Identificacion de las fuentes de Incertidumbre

Tabla 26. Fuentes de incertidumbre de la medicién

PROCESO

FACTOR

FUENTES INDIVIDUALES

Preparacion de la
solucién patron

Pureza del citral

Volumen preparado de solucién

Certificado del reactivo

Tolerancia del material

volumétrico
Incertidumbre del Alicuota de solucion. Calibracion de las pipetas
resultado
Céalculos Resultado final Redondeo de cifras

Cuantificacion Individual de las Fuentes de Incertidumbre

1. Aportes de la medicién de volumen: La incertidumbre aportada por la medicién
de volumenes mediante instrumentos volumétricos (balones aforados).

Tabla 27. Relacion de material volumétrico e incertidumbre.

Instrumento Micropipeta de Micropipeta Balon Aforado  Balén Aforado de
25-250uL de 5-50 pL de 25 mL 10 mL

Fuentes Tolerancia del Tolerancia del  Tolerancia del Tolerancia del

individuales de instrumento instrumento instrumento instrumento

incertidumbre—

Simbolo V11 V12 V13 V14

Origen de la Tolerancia Tolerancia Tolerancia Tolerancia

informacién marcada en el marcada en el marcada en el marcada en el
instrumento instrumento instrumento instrumento

Ejemplo devalor 10+0,5puL 10+ 0,2 uL 25+ 0,04 mL 10 + 0,025 mL

original

Valor del amn=+0,5puL ar=+ 0,2 uL ars=+ 0,04 mL ats=+ 0,025 mL

semiintervalo, a;

Tipo de Triangular Triangular Triangular Triangular

distribucion que

se aplica

Calculo para 0,5uL 0,2uL 0,04 mL 0,025 mL

i uVe )=——— u(Vo,)=———— u(Vy,))=————u(V,, ) =———

thoarr:garlzar el ( Tll) \/6 ( T2) \/6 ( T3) \/6 ( T4) \/5

Incertidumbre u(Vr) = 0,2 uL u(Vrz) = 0,08 u(Vr2) = u(Vrs) = 0,010mL

estandar del pL 0,016mL

aporte, u(Vi)

Incertidumbre u(Vr) =0,08 u(Vro) = u(Vrs) = 0,010mL

estandar u(Vr1) = 0,2pL pL 0,016mL

combinada, u(V)

Incertidumbre 0,00088 0,0017 0,00064 0,001

estandar relativa,
u(VIV

Incertidumbre estandar combinada u(V)

u(v)= \/u(V, > +u(V.)?)? =0.00225
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2. Aportes de la sustancia patron

La incertidumbre aportada por la sustancia patron trazable, en este caso se trata
de la pureza de un reactivo patrén solido:

Tabla 28. Relacion de patron e incertidumbre

Fuentes individuales de
incertidumbre—

Pureza del reactivo patrén

Simbolo

Pp

Origen de la informacién

Certificado del reactivo

Ejemplo de valor original

Pureza=95+0,1 %
Esta pureza se expresa como fraccion de la unidad, dividiendo
ambos valores por 100

Valor del semiintervalo, a

ap =+ 0,001

Tipo de distribucion que se
aplica

Rectangular

Célculo para estandarizar el
aporte

u(Pp) =22

J3

Incertidumbre estandar del
aporte, u(x);

u(Pp) = 0,00548

Incertidumbre estandar
combinada, u(P)

Como la pureza del reactivo tiene un unico aporte, la
incertidumbre combinada es igual a la incertidumbre estandar:
u(P) = 0,00548

Incertidumbre estandar
relativa,
u(Pp)/ Pp

La incertidumbre estandar combinada, u(Pg), se divide por el
valor de la pureza para obtener la incertidumbre estandar
relativa, u(Pp)/ Pp:

u(F) _0.00598 9 _ ) hs76
P, 0,95¢ ’

Cuantificacién de los aportes individuales a la incertidumbre del resultado

Se refiere a la desviacion estandar de los ensayos obtenidos con los patrones de
control, que se divide por +n, donde n equivale al nimero de datos analizados (9).
En este caso se consideran los datos de desviacidn estandar mas alta producida
por las muestras analizadas.

Tabla 29. Relacién de datos analiticos de los patrones e incertidumbre

Fuentes individuales de
incertidumbre—

Reproducibilidad de los Ensayos

Simbolo Sr

Origen de la Ensayos de Verificacion del Método
informacion

Ejemplo de valor Sr=1,04

original
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Tipo de distribucion que Normal

se aplica
Calculo para u(s.) Sk
estandarizar el aporte R n
Incertidumbre estandar 1,04
del aporte, u(x)i U(SR):f
u(sg) =0,35
Incertidumbre estandar Como se tiene un Unico aporte, la incertidumbre
combinada, u(Sy) combinada es igual a la incertidumbre estandar:
u(S;)=0,35
Incertidumbre estandar  La incertidumbre estandar combinada, u(S;), se
relativa, divide por el valor de la concentracién del patron
u(Sg)/Sq para obtener la incertidumbre estandar relativa, u(
Se) Sg:
u(Sg) _ 0,35ppm —0,0201
Sy 12 ppm

1.1. Calculo de laIncertidumbre Combinada y Expandida

La relacién general entre la incertidumbre estandar combinada de un valor y la
incertidumbre de los pardmetros independientes de los cuales depende es llamada
la ley de propagacion de incertidumbre:

Las contribuciones de cada una de las variables a la incertidumbre del resultado se
calculan como el cuadrado de cada incertidumbre multiplicada por el cuadrado del
respectivo coeficiente de sensibilidad:

Ue =/ (U? + -+ (Up)?
U; = 0,0297

Incertidumbre Expandida = 0,0297 x 2 = 0,0595

1.2. Reporte de la Incertidumbre de los Resultados
Cuando se incluya la incertidumbre en un informe, el resultado se reporta como:

[citral] £ Uc ppm; la incertidumbre expandida se calcul6 con un factor de cobertura
de 2, que equivale a un nivel de confianza de aproximadamente 95 %”.
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5. CONCLUSIONES

Se implementd y estandariz6 la metodologia planteada para la determinacion
de citral en muestras naturales y comerciales mediante la técnica analitica
de ultra cromatografia liquida de alta resolucidon acoplada a espectrometria
de masas.

El método por UCLAR-EM-TI para la determinacion de citral queda
debidamente implementado en el laboratorio de andlisis industriales de la
Universidad del Cauca siendo un método sensible, lineal y preciso en un
intervalo de tiempo transitorio.

La DMFS demostr6 ser una metodologia versatil y sencilla que permitio
extraer citral en muestras naturales y comerciales; sin tener que realizar un
pretratamiento de las muestras y proporcionando porcentajes de recobro
apropiados para la extraccion, esto sin la necesidad de instrumentacion
costosa o altos consumos de solventes.

Las mejores condiciones de extraccion encontradas que permitieron la
extraccion de citral se establecieron con a) silice-C18 como adsorbente en
una relacion 1:4 muestra/adsorbente, 1 mL de metanol como solvente de
elucién. Debido al costo de los reactivos y el tiempo que requieren para la
extraccion, se recomienda emplear este método.

Los resultados del %C.V en las muestras estan entre los rangos permitidos
estadisticamente (<20%), afirmando que la técnica es adecuada para la
determinacién de citral en este tipo de matrices (muestras naturales y
comerciales).
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6. RECOMENDACIONES

» Optimizar la extraccion de citral en muestras complejas con alto contenido de
lipidos mediante la técnica de DMFS. Por ejemplo con el uso de co-columnas
tipo florisil, alumina; que contribuyeran a mejorar la limpieza del extracto.

» Para profundizar en la versatilidad y eficiencia de la técnica de extraccion por
DMFS es importante realizar un estudio mas extenso del efecto de matrices
grasas y viscosas sobre la extraccion del citral.

> Emplear la espectrometria de masas en el modo MS" con el fin de separar
mediante eventos diferentes la sefial proveniente del cromatografo liquido, y
de esta forma se podra identificar si se desea los dos isomeros por separado.
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ANEXQOS
Anexo 1.

Céalculo de la incertidumbre teniendo en cuenta las fuentes globales de
incertidumbre

Se calcula con base en los resultados de evaluaciones de repetibilidad,
reproducibilidad y exactitud, de la siguiente forma:

Se calcula inicialmente el promedio de los resultados obtenidos a concentraciones
bajas de analito, y altas concentraciones mediante la Ecuacién 1.

Y X; .
Xprom = TL Ecuacion 1

Se calcula la desviacion de los resultados obtenidos aplicando Ecuacion 2.

Z(Xi_xprom)z

D) Ecuacion 2

Posteriormente se calcula la desviacion estandar relativa de cada grupo de datos
Ecuacion 3.

S

RSD = Ecuacién 3

X prom

Finalmente mediante Ecuacion 4 se calcula la Desviacion Estandar Relativa del total
de datos (RSDt)

<<)%>2X ("‘1)>+(<X%>Z>x(n-1)

RSDt = DD, Ecuacion 4

Y adicionalmente se calcula la recuperacion en funcion de porcentajes (%R) de los
patrones con base en la Ecuacion 5.

Concentracion ExperimentalObtenida

%R = * 100 Ecuacion 5

ConcentracionRealPreparada

Se calcula el promedio de los porcentajes de recuperacion con Ecuacion 6.

— %R; ./
R, = L %Ri Ecuacién 6
n

La desviacion estandar de los recuperados (SRp) con Ecuacion 7.



_ Z(Ri_Rprom)Z <z
SRp = ’—(n—l) Ecuacion 7

También se debe calcular la incertidumbre en la recuperacién promedio, mediante
la Ecuacion 8:

SR ny
Usgp = T: Ecuacion 8

Se evalua si el factor de recobro es significativamente diferente de 1 para un nivel
de significancia (a) del 5% y un nivel de confianza del 95%, para (n-1) grados de
libertad (gl). Para determinar si hay diferencia estadisticamente significativa entre el
valor obtenido de recuperaciony 1.

Se establece la hipétesis nula (H,). El factor de recobro es significativamente
diferente de 1.

Se calcula el t experimental (t,,,) y S& compara con el t critico ().
Si texp>tericS€ rechazala H,,.

Si texp<tcrieS€ aceptala H,.
_IR=1]xvn

exp S

Donde texp €s el t experimental; R es el factor de recobro experimental; s es la
desviacion estandar y n es el numero de datos.

La incertidumbre se calcula mediante las Ecuaciones 9, 10 y 11.
Incertidumbre Combinada Total (Uc;y¢q;)-

2
Uctotar = J((%’) + RSDtZ) Ecuacion 9

Incertidumbre Expandida del Método (U oxp met) (%)
Uexpmet = 2 * Ucyotal Ecuacion 10

La incertidumbre expandida en la medicion U(t) se expresa:

U= +C+*Uqpmet Ecuacion 11



Anexo 2.

Espectros de masas ms" de citral + NH4OH 0.1%
ms? de 152
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Anexo 3.
Espectros de masas para los diferentes agentes ionizantes al 0.1% utilizados.
a) Espectro de masas citral + agente ionizante acido férmico

citral 20ppm_170901174155 #1-33 RT: 0.00-0.31 AV: 33 NL: 1.27E1
T: ITMS - ¢ ESI Full ms [50.00-200.00]
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b) Espectro de masas citral + agente ionizante acido acético

20ppm citral ACN ac0_170904143736 #6-161 RT: 0.01-0.29 AV: 156 NL: 1.64E4
T: ITMS + ¢ ESI Full ms [50.00-200.00]
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Anexo 4.

Tabla 1. Niveles de concentracion vs areas dias curvas de calibraciéon

DIA ESTANDARES
3ppm Sppm ppm 10ppm 13ppm 15ppm 20ppm
135547 253663 354774 479395 589310 671938 849888
Dia1l 130334 255361 370914 477377 575587 677266 812670
121745 257943 379407 498655 593765 695124 844408
206970 308566 460989 602874 720657 773486 930885
Dia 2 206789 311989 462927 604601 722049 771476 927240
213555 306915 460613 607932 723096 772907 931094
135542 299941 361913 505739 688469 782285 980447
Dia 3 134335 287473 360158 509588 678313 791989 965948
130472 299651 364414 511966 672248 798766 966248
134338 300324 442097 598980 752788 822270 942914
Dia 4 127032 302496 474661 585276 727446 814804 1031349
127988 300908 484775 601040 741063 824935 1022168
106199 207506 270313 431856 596491 706079 898613
Dia 5 110453 211755 323089 423459 597564 712913 849871
113729 212531 330312 436139 612287 707764 881254
178910 403021 526783 628449 790148 931663 1087847
Dia 6 184160 384732 515532 625778 795410 842463 1101373
180506 379585 514987 626777 793233 810249 1046416
131196 248912 336061 494967 567343 639605 773678
Dia7 128904 262201 346104 486115 578768 616656 742448
134951 221426 336311 596070 568010 654186 732058




Anexo 5.

a) Cromatograma del limite de deteccion del citral, pico base de 152.
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b) Espectros de masas, limites de cuantificacién y deteccion.
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Espectro masas para (LD)

T: ITMS + ¢ ESI Full ms [50.00-200.00]
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Anexo 6.

Perfil cromatogréfico al utilizar etanol como solvente de elucién.
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Anexo 7.

Perfiles cromatograficos en la optimizacion de las condiciones de

DMFS.
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~€) Fraccion 4. Segunda extraccion del analito con 0,5 mL de metanol.
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Anexo 8.

Protocolo de analisis, para el laboratorio de analisis industriales de la Univ
del Cauca
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LISTADO DE ACRONIMOS

CV: Coeficiente de variacion.

DFMS: Dispersion de matriz en fase sélida.

EM: Espectrometria de masas.

ESI: lonizacion por electrospray.

IUPAC: International Union of Pure and Applied Chemistry.
LC: Limite de cuantificacion.

LD: Limite de deteccion.

m/z. Masa-carga.

M": Masas a la n.

r: Coeficiente de correlacion.

r?: Coeficiente de regresion.

s: Desviacion estandar.

Tm: Tiempo muerto.

Tr: Tiempo de retencion.

UCLAR: Ultra cromatografia liquida de alta resolucion.
UCLAR-EM: Ultra cromatografia liquida de alta resolucion acoplada
espectrometria de masa.

a

UCLAR-EM-TI: Ultra cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a

espectrometria de masa con trampa de iones.
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1. INTRODUCCION

Existen numerosos ingredientes activos presentes en gran variedad en la
naturaleza, formando parte de la composicion de un sinniumero de productos. Por
lo general en la industria quimica, farmacéutica, alimentaria y cosmética es
necesario llevar a cabo el analisis de los diferentes tipos de compuestos que
contienen ciertos productos. El citral es uno de esos ingredientes activos que puede
encontrarse en la composicién de diferentes productos naturales o sintéticos. El
citral (Ci1oH160) es un monoterpeno que posee gran importancia dentro de la
quimica aplicativa e industrial, este componente natural es un constituyente de
numerosos aceites esenciales y comunmente es extraido de hierbas y frutas
citricas. Se utiliza como un aditivo alimentario, material de fragancia en productos
cosmeéticos y para otros intereses. Asimismo tiene importantes efectos terapéuticos,
actividades antioxidantes, anti-inflamatorias y biolégicas como anti-bacteriano®2.
Debido al variado nimero de utilidades y propiedades que presenta este compuesto
es importante implementar métodos para su identificacién y cuantificacion. La
deteccion de citral en muestras se realiza tipicamente a través de algunos métodos
analiticos como la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(CG-EM), espectroscopia de UV-Vis y métodos colorimétricos. Una técnica no
convencional para el analisis de citral en aceites esenciales y muestras comerciales,
es la ultra-cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a espectrometria de
masas con trampa de iones (UCLAR-EM-TI) una técnica verséatil para el analisis de
los constituyentes presentes en las muestras; al ser el citral un compuesto muy
volatil la CLAR mejorar el proceso de cuantificacion al trabajar a temperaturas mas
bajas, esta es una técnica de alta especificidad y sensibilidad.

Adicional a esto, el método de extraccién de citral, previo a su cuantificacion usando
UCLAR-EM. Es la técnica de extraccion por dispersion de matriz en fase solida
(DMFS) que es util para minimizar los consumos de muestras, reactivos y solventes,
cumpliendo con los principios de "Quimica Verde"3.

2. OBJETIVOS
2.1. Obtener el extracto del citral en muestras reales (naturales y productos

comerciales) utilizando la técnica de dispersion de matriz en fase solidad,
evaluando la eficiencia de la extraccion.



2.2. Implementar la metodologia estandarizada para identificar y cuantificar citral
mediante ultra-cromatografia liquida de alto rendimiento acoplada a espectrometria
de masas con trampa de iones.

3. ASPECTOS DE SALUD Y SEGURIDAD

Revise antes de iniciar la practica la Hojas de Seguridad Anexo 1. En el desarrollo
de todo el analisis utilice de manera obligatoria los siguientes implementos de
seguridad: bata, guantes, respirador para hidréxido de amonio y gafas protectoras.

4. RESULTADOS DE LA ESTANDARIZACION DEL METODO

La estandarizacion indicé que el método es exacto y preciso para la determinacion
de citral cumpli6 con los parametros estadisticos requeridos, registrando
coeficientes de variacion menores o iguales al 20%, limites de cuantificacion de 0.75
ppm y deteccion 0.50 ppm y un intervalo de trabajo hasta 1.0 mg/L. Ademas, el
método de extraccion por DMFS presenta porcentajes de recobro de citral mayores
al 85%. La Tabla 1 resume los parametros de la estandarizacion.

Tabla 1. Resumen de la estandarizacién para el método implementado.

. . Rango de LD LC Linealidad Sensibilidad
Analito  Método trabajo (ppm) (ppm) (ppm) R? % C.V
Citral ~ EStandarizacion - 5 5, 050 075 >09 11,6%

por UCLAR-EM-TI

Anexo 2. Curva de calibracion por triplicado y los valores de incertidumbre de las
curvas.

5. EQUIPOS, REACTIVOS Y MATERIAL DE LABORATORIO

Tabla 2. Materiales

MATERIAL CANTIDAD
Balones aforados de 10 mL
Balones aforados de 25 mL
Cartuchos para SPE

Erlenmeyer de 10 mL

Espéatula

Filtro de Naylon de 0.22 pm

Jeringa de vidrio o plastico de 10 mL
Mortero de vidrio o 4gata con pistilo
Pipeta de 2 mL

Probeta 50 mL

Vaso de precipitado de 50 mL
Varilla de agitacion

Vidrio reloj

Viales de vidrio &mbar

= =
ORrRPRPRRPRRPRRPRPRPORNONE




Tabla 3. Reactivos y solventes

SUSTANCIAS* CANTIDAD
Metanol grado CLAR 400 mL
Agua destilada 100 mL
Citral (3,7-dimetil-2,6-octadienal mezcla de isémeros E y Z) 95% 10 mL
Solucién patrén de citral 2000 ppm 25 mL
Hidréxido de amonio 50 mL
silica-Cis 2 mg

*Remitir al manual de protocolo de riesgo/ seguridad y fichas técnicas de seguridad.

Tabla 4. Equipos de laboratorio

EQUIPOS DE LABORATORIO CANTIDAD
Ultra cromatdgrafo liquido de alta resolucién Thermo Scientific 1
modelo Dionex UltiMate 3000
Espectrometro de masas Thermo Scientific LCQ-fleet con una
fuente de ionizacion por electrospray (ESI) y detector de trampa 1
de iones
Colector al vacio manifold Supercol-Visiprep N°5-7044 para

i . 1
extraccion en fase solida (SPE)
Bomba de vacio Cole-Parmer modelo N° 107CDC18TFEL- 1
247E
Estufa 1
Balanza analitica 1

* Remitir al manual de protocolo de calibracién de equipos

6. PRESERVACION DE LA MUESTRA

Las muestras naturales se deben almacenar en frio a 10 °C y los productos
comerciales se deben mantienen en su empaque original y a temperatura ambiente

hasta su andlisis.

7. PROCEDIMIENTO AJUSTE DE CONDICIONES OPERACIONALES EN EL

UCLAR-EM-TI.

7.1. Ajustar la sonda en la posicién D Figura 1 y verifique que el capilar no se haya

desplazado hacia extremo inferior de la sonda.

7.2. Cargar las condiciones que fueron optimizadas para la deteccién de citral en el
espectrometro de masas, ir al software del equipo y buscar (carpetas: 1.UAI
2.xcalibur 3. LCQ-fleet 4. Tune y seleccionar el tune conexionTcitral), verificar las

condiciones con la Tabla 5.



Linea de transf
de muestra del

Figura 1. Posicion de sonda en D y unién entre el UCLAR y el EM
Fuente: Fotografia tomada por el autor en la UAL.

Tabla 5. Condiciones del método para la determinacion de citral por ESI-EM-TI

CONDICIONES ESPECTROMETRO DE MASA

| Spray Voltage (kV) 6

Spray Current (LA) 0.20

Sheath Gas Flow Rate (arb) 20.9

Aux Gas Flow Rate (arb) 4.99

Sweep Gas Flow Rate (arb) 0

Capillary Temp (°C) 240

Capillary Voltage (V) 14

Tube Lens(V) 75

Agente ionizante Hidroxido de amonio

0.1%

7.3. Conectar la linea de transferencia de muestra del UCLAR al espectrémetro de
masa y colocar todos los parametros establecidos para el andlisis cromatografico
Tabla 6.



Tabla 6. Condiciones del método para la determinacion de citral por ultra
cromatografia liquida de alta resolucion

Condiciones cromatograficas

Columna Hypersil GOLD (Cis) tamafio de
particula 1.9 um (100 X 2.1 mm)

Fase movil Metanol + NH4OH 0.1%
Modo: Isocratico

Flujo fase movil 0.1 mL/min

Temperatura del automuestreador 10°C

Temperatura de la columna 20 °C

Tiempo de corrida 5 min

Volumen inyeccion de muestra 10 pL

8. PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE ESTANDARES

8.1. Estandares de curva de calibraciéon

Preparar solucién de citral en metanol de 1000 mg/L a partir del patron de citral al
95%. A partir de la solucion patrén de citral prepare los estandares de las siguientes
concentraciones 3.00, 5.00, 7.00, 10.0, 13.0, 15.0 y 20.0 ppm por triplicado,
adicionar a cada solucién agente ionizante (hidréxido de amonio 0,1%). Filtrar todos
los patrones de calibracion con filtro de Naylon de 0.22 um, y elabore la curva de
calibracion con éstas concentraciones.

8.2.Estandares de control

Cada vez que pase un lote de muestras incluya estandares de control de 5.00y 10.0
ppm, preparelos teniendo en cuenta las especificaciones descritas en la preparacion
de estandares para la curva de calibracion.

9. TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

La extraccion por DMFS se emplea para llevar a cabo un analisis rapido del analito,
ya que implica un tiempo de preparacién de muestras rapido sin tener que llevar a
cabo un pretratamiento.

9.1EXTRACCION DE CITRAL POR DISPERSION DE MATRIZ EN FASE
SOLIDAD

9.1.1Pesar 0.05 g (x0.0001 g) de muestray 0.2 g (£0.0001 g) de silica-C1is en un
vidrio reloj.

9.1.2 Mezclar mecanicamente los componentes en un mortero de agata o de vidrio
usando un pistilo de agata o de vidrio hasta homogeneidad por 5 min.

9.1.3 Transferir y empacar la mezcla dentro de un cartucho de extraccién para SPE.



9.1.4 Comprimir los cartuchos ligeramente con una varilla de vidrio para eliminar
espacios de aire interno, el cartucho se lleva al colector al vacio donde se ajusta la
presion para secado y extraccion del analito, segun se describe en la Tabla 7 donde
se resumen los parametros para la extraccion de citral por DMFS.

9.1.5 Finalmente se realiza la elucion del citral empleando 1 mL de metanol y
utilizando como solvente de limpieza agua. En la Figura 2 se muestra el
procedimiento de extraccion por DMFS para muestras reales.

Tabla 7. Variables para extraccion de citral por DMFS

Variables DMFS

Material adsorbente Silica-Cis
Solvente de elucién Metanol
Volumen para elucién 1mL
Limpieza 1 mL agua
Tiempo se secado 4 min

Presién para secado manifold 55-60 kPa
Presion de extraccion manifold 20 kPa

Tiempo de mezcla 5 min
Temperatura muestra 10°C

Adicionar solvente en
cartuchos y realizar

Transferir mezcla extraccion del analito
al cartucho con ayuda  del
manifold

s_ff';;
C
q ﬁ ﬁ |

Se mezclan  Algoddn

por 5 min
El extracto
50 mg de muestra T sefiltray se
solida + 200 mg de inyecta en
silica-Css el equipo

Figura 2. Procedimiento para extraccion de citral por DMFS
Fuente: Ramirez, E. 2018.pp. 40



10. PROCEDIMIENTO DE ANALISIS
10.1 Curva de calibracién

Prepare una curva de calibracion a partir de los blancos y estandares, por lote de
muestra o cuando se cambie de analista.

10.1.1 Verifique que estén bien todos los parametros para el andlisis por el UCLAR-
EM especificados en el item 7. 15 minutos antes de iniciar las corridas
cromatograficas, deje estabilizar la columna por 10 minutos haciendo pasa fase
movil (metanol + hidroxido de amonio al 0,1%), cercidrese que la linea de
transferencia de salida de muestra del UCLAR este bien conectado, y compruebe
que todo esté en correcto funcionamiento. Cargue la secuencia de andlisis en el
software Xcalubir, tenga en cuenta el manual LCQ-fleet si se requiere.

10.1.2 Prepare la curva de calibracion con un blanco de metanol + agente ionizante
y una serie de 7 estandares que cubra el intervalo de trabajo del método. Para la
preparacion, ver numeral 8.1.

10.1.3 Cuando vaya a iniciar la determinacion de citral, transfiera una alicuota de
blanco y estandares, a los viales de vidrio ambar y proceda a hacer correr la
secuencia programada anteriormente en el equipo, realizando la inyeccion de
estandares en orden creciente desde los de méas baja concentracion a mas alta
concentracion.

10.1.4 La grafica de area contra concentracion de citral da una linea recta.
Almacene los datos en la carpeta de la fecha correspondiente, en la subcarpeta de
citral. Guarde la curva, los estandares y las muestras de dicha curva de calibracion,
archivandola por la fecha en que se realizo.

NOTA: Filtrar fase movil, patrones y muestra con filtro de Naylon de 0.22 pm.

10.2 Procesamiento de la muestra

10.2.1 Pretratamiento de la muestra: realice la extraccion del analito en las muestras
tal como lo indica el numeral 9.1.

10.2.2 Para muestras liquidas realice dilucion y filtre la solucién para analisis directo
en el UCLAR-EM.

10.2.3 Reporte el valor de concentracion de la muestra mediante célculo adicional
sustrayendo los valores de concentracion de muestra y su blanco correspondiente.
10.2.4 Cuando pase un grupo de muestras corra inicialmente un blanco, enseguida
pase un estandar de citral de baja y luego uno de alta concentracion y Iéalos como
muestra, continle pasando las muestras leyendo un estandar y un duplicado por
cada lote de muestras.

10.2.5 El equipo solicita la rotulacion de cada muestra, el cual corresponde al
asignado en el consecutivo y la dilucién, no olvide registrar el valor de la dilucién,
cuando ésta se ha realizado para todas las muestras previo analisis.

10.2.6 Tenga en cuenta que en el espectrometro de masas se recomienda no pasar
concentraciones mayores a 20 ppm, por ende verifique que la muestra que va a
inyectar en el equipo no sobrepase este valor. En tal caso se recomienda realizar
diluciones de la muestra a un factor mayor a 50.



10.2.7 Almacene los resultados primarios en el disco duro del computador en el que
gueda registrado el nombre del analito, nombre del método, archivo de la curva,
ecuacion de calibracion, fecha y hora del andlisis, nombre del operador, nombre de
la muestra, factor de dilucidn, concentracion y area. Reporte la concentracion
redondeando el resultado con 3 cifras significativas y verifiqgue que los valores se
encuentren dentro de una precision aceptable de un CV menor o igual al 20%.

11. PROCESAMIENTO DE DATOS Y CALCULO DE RESULTADOS

De los espectros de masas y de perfiles cromatograficos se lleva a cabo a
identificacion y cuantificacion del analito mediante el area bajo la curva la cual
integra el sistema de analisis Xcalibur se realiza el calculo de la concentracion del
analito aplicando la ecuacion de la recta de la curva de calibracion. No olvide tener
en cuenta el valor de la dilucién para el célculo de la concentracion final.

12. CONTROL DE CALIDAD

e Cuando realice la curva de calibracion acéptela si tiene un coeficiente de
correlacién mayor a 0,9

¢ Verifique los estandares de control, si el resultado analitico cae fuera de los
limites de control normales, deben revisarse los estandares de calibracion, los
reactivos, material y los blancos. El analisis solo se puede reanudar cuando se
corrija el problema.

¢ Analice por duplicado el 10% o por lo menos 1 de las muestras. El porcentaje
de la diferencia entre los duplicados no debe ser mayor al 10%, si la variaciéon
excede este limite, debe repetirse el analisis.

e Los resultados del %C.V en las muestras y de la curva de calibracién son
aceptados estadisticamente si (<20%), afirmando que los resultados son
adecuados para la determinacién de citral ya sea en muestras naturales o
comerciales.

13. RECUPERACION, DESACTIVACION Y/O ALMACENAMIENTO TEMPORAL
DE LOS RESIDUOS QUIMICOS

13.1 RECUPERACION

El metanol utilizado como fase mévil y que es empleado para limpieza de la columna
cromatografica se debe disponer en Unico recipiente.

13.2 ALMACENAMIENTO TEMPORAL
NO APLICA

Nota: Para consulta de datos y resultados consultar trabajo de grado de pregrado:

Ramirez, E. J. (2018). Implementacion de una metodologia para la determinacion
de citral empleando ultra cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a
espectrometria de masas (UCLAR-EM), trabajo de grado. Universidad del Cauca,
Colombia.
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Anexos

Anexo 1.

CITRAL ICSC: 1725

CAS: 5392-40-5

RTECS: RG5075000

CE indice Anexo |; 605-019-00-3
CE / EINECS: 226-394-6

3,7-Dimetil-2,6-octadienal

Lemonal
C10H160
Masa molecular: 152.2

X O

TIPO DE PELIGRO PELIGROS AGUDOS | PREVENCION PRIMEROS
/EXPOSICION / AUXILIOS /
SINTOMAS LUCHA CONTRA
INCENDIOS
INCENDIO Combustible. Evitar las llamas. Espuma. Polvo seco.
Diéxido de carbono.
EXPLOSION Por encima de 82°C | Por encima de 82°C,
pueden formarse | sistema cerrado y
mezclas  explosivas | ventilacion.
vapor/aire.
EXPOSICION iEVITAR LA
FORMACION DE
NIEBLAS DEL
PRODUCTO!
Inhalacion Tos. Ventilacién, Aire limpio y reposo.
extraccion localizada
0 proteccién
respiratoria.
Piel Enrojecimiento Guantes de Aclarar y lavar la piel
proteccion. con agua y jabon.
Traje de proteccién.
Ojos Gafas de proteccion Enjuagar con agua
de seguridad. abundante durante
varios minutos (quitar
las lentes de contacto
si puede hacerse con
facilidad).
Ingestion No comer, ni beber, ni | Enjuagar la boca.
fumar durante el
trabajo

DERRAMES Y FUGAS

ENVASADO Y ETIQUETADO

Proteccion personal: Traje de proteccion
quimica y filtro respiratorio para gases y
vapores organicos. Eliminar toda fuente de
ignicién.

Recoger el liquido procedente de la fuga en
recipientes tapados.

Clasificacion UE
Simbolo: Xi

R: 38-43

S: (2-)24/25-37
Clasificacion GHS
Atencion

Liquido combustible.




Absorber el liquido residual en arena o
absorbente inerte y trasladarlo a un lugar
seguro. NO permitir que este producto quimico
se incorpore al ambiente.

Puede ser nocivo en caso de ingestion.

Puede ser nocivo en contacto con la piel.
Provoca irritacién cutanea.

Puede provocar una reaccion cutanea alérgica.
Toxico para los organismos acuaticos.

ALMACENAMIENTO

Mantener en lugar fresco. Ventilacion a ras del suelo. Medidas para contener el efluente de
extincién de incendios. Almacenar en un area sin acceso a desaglies o alcantarillas.

Fichas Internacionales de Seguridad Quimica

CITRAL

ICSC: 1725

DATOS IMPORTANTES

ESTADO FISICO; ASPECTO
Liquido amarillo de olor caracteristico.

PELIGROS QUIMICOS

La sustancia se descompone al arder,
produciendo humos irritantes. La sustancia
puede polimerizar debido al calentamiento
intenso.

LIMITES DE EXPOSICION
TLV no establecido.
MAK no establecido.

RIESGO DE INHALACION

No puede indicarse la velocidad a la que se
alcanza una concentracién nociva en el aire por
evaporacion de esta sustancia a 20°C

EFECTOS DE EXPOSICION DE CORTA
DURACION
La sustancia irrita la piel.

EFECTOS DE EXPOSICION PROLONGADA
O REPETIDA

El contacto prolongado o repetido puede
producir sensibilizacion de la piel.

PROPIEDADES FiSICAS

Punto de ebullicién: 226-228°C
Punto de fusién: <-10°C
Densidad: 0.9 g/cm3

Solubilidad en agua, g/100 ml a 25°C: 0.059
(muy escasa)

Presion de vapor, Pa a 100°C: <130
Densidad relativa de vapor (aire = 1): 5.3

Punto de inflamacién: 82°C c.c.

Temperatura de autoignicion:; 225°C

Limites de explosividad, % en volumen en el
aire: 4.3-9.9

Coeficiente de reparto octanol/agua como log
Pow: 2.76

DATOS AMBIENTALES

La sustancia es téxica para los organismos acuaticos. Se aconseja firmemente impedir que el

producto guimico se incorpore al ambiente.

NOTAS

El Citral es una mezcla de dos isbmeros geométricos, geranial (configuracion trans, aprox. 55-

70%) y neral (configuracion cis, 35-45%).

INFORMACION ADICIONAL

Limites de exposicion profesional (INSHT 2013):

VLA-ED: 5 ppm

Notas: via dérmica. Sensibilizante. Fraccién inhalable y vap




Anexo 2.

> A través del gréfico se relaciona el area respecto a la concentracion de citral (ppm),
en la grafica se observa la tendencia lineal de los resultados y la ecuacion lineal de las
curvas de calibracién por triplicado en la estandarizacion del método.

Areas vs Concentracion
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» Estimacion de la incertidumbre en la determinacion de citral para las curvas de
calibracion.( para los 7 dias de andlisis)

Incertidumbre
estandar x 7 dias | 5,73 5,77 5,84 5,78 5,71 5,77 5,86

Incertidumbre Combinada y Expandida

La relacion general entre la incertidumbre estdndar combinada de un valor y la incertidumbre de los
parametros independientes de los cuales depende es llamada la ley de propagacion de
incertidumbre:

Las contribuciones de cada una de las variables a la incertidumbre del resultado se calculan como
el cuadrado de cada incertidumbre multiplicada por el cuadrado del respectivo coeficiente de
sensibilidad:

Ue =/ (U1)? + -+ (Up)?
UC = 15,3

Incertidumbre Expandida = 153x2 = 30,6





