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RESUMEN

Los plasticos o polimeros forman parte de nuestra vida cotidiana; sus aplicaciones no
cesan de crecer, entre éstas se encuentran los empaques y los envases, los cuales
son utilizados en la industria alimentaria. Entre los aditivos que se afiaden a los
plasticos para conferirles elasticidad se encuentran los plastificantes, y los mas
comunes son los ftalatos. Sin embargo, al no estar quimicamente ligados los
ftalatos a la matriz plastica pueden abandonar el material plastico. Varios estudios
indican que los ftalatos pueden estar asociados con propiedades carcinogénicas y
con disrupcién endécrina.

Este trabajo consistié en desarrollar una metodologia para la determinacién de
ftalatos en leche y algunos derivados. El método que se propuso fue por
Microextraccion en Fase Sdlida- Cromatografia de Gases- Espectrometria de Masas
(MEFS-CG-EM). Se optimizé la técnica de Microextraccion en Fase Sdlida; la
optimizacion consisti6 en establecer los parametros de temperatura de extraccién,
tiempo de desorcion y tiempo de extracciéon. Se analizaron diferentes muestras de
leche y derivados identificandose el dibutil ftalato en todas las muestras, asi como
la presencia del dietil-hexil ftalato en algunas de ellas. La identificacién de los
ftalatos en las muestras se realizd por espectrometria de masas y por
comparacién con estandares. Se cuantificaron los ftalatos presentes en las
muestras encontrandose que la concentracion determinada esta por debajo de los

limites reportados.
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1.1INTRODUCCION

El consumo de plastico como material de empaque, envase y embalaje, se ha
venido incrementando a nivel mundial por razones muy sencillas, como el costo,
que es generalmente mas econémico que otros materiales de empaque utilizados
tradicionalmente, resistencia de envasado a altas temperaturas, barrera a gases
como Oz y CO;, etc. En ocasiones los productos o alimentos pueden ser alterados
por el mismo envase, si bien es cierto que los materiales que se utilizan con este
propésito han sido aprobados por los organismos oficiales de cada nacién; aln
asi, es conveniente saber que en cada tipo de material se presentan diferentes
elementos que migran o pueden migrar al producto. Es en los plasticos donde se
presenta un mayor nimero de posibles interacciones de migracion, ya que en los
procesos de polimerizacion y en los procesos de formaciéon de los envases son
utilizados diferentes compuestos con el fin de impartirles caracteristicas
especiales; de entre los diferentes compuestos que pueden migrar al producto se
encuentran: monémeros residuales, antioxidantes, lubricantes, catalizadores,
modificadores de la viscosidad, retardadores a la flama y plastificantes’ 2 entre
otros. Estas migraciones suelen impartir olor y sabor a los productos y en otros
casos ponen en riesgo la salud del consumidor, ya que algunos de estos
elementos son considerados cancerigenos y algunos pueden estar asociados con

disrupcién endécrina®® cuando se presenta una migracion excesiva de éstos.



INTRODUCCION

—

Los ftalatos, cominmente utilizados como plastificantes, son solubles en
matrices con alto contenido de grasa como la leche y algunos derivados, y si los
envases que se emplean para contener estos productos utilizan este tipo de
plastificantes, es probable que éstos migren del envase al alimento.

Existen varios estudios que han indicado que los ftalatos podrian estar
relacionados con diferentes alteraciones observadas en el sistema endécrino y
reproductor de algunos seres vivos*>. En consecuencia, algunos de los ftalatos
mas utilizados han sido incluidos en las listas de contaminantes prioritarios de
algunos organismos de proteccién ambiental, por ejemplo, la Agencia Americana
de Proteccién Ambiental® (EPA)y la Unién Europea’ (UE). Hasta el momento sélo
se han realizado investigaciones para la determinacién de estos compuestos en

agua“z. por lo que es importante realizar su determinacién en alimentos.
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21 POLIMEROS Y PLASTIFICANTES
2.1.1 El plastico en la industria de los alimentos

El uso del plastico como material de envase y empaque ha aumentado a
nivel mundial en gran parte debido a que su costo es mucho mas econémico que
otros materiales de empaque y envase utilizados tradicionalmente. El desarrollo de
diferentes materiales plasticos, con caracteristicas fisicas de resistencia mecanica,
apariencia y barrera a gases ha permitido que cada vez un mayor nimero de
productos recurran a su utilizacion haciendo énfasis en la industria de los
alimentos. Los envases de plastico en comparacién con los de vidrio o las latas,
ofrecen resistencia de envasado a altas temperaturas, alta barrera de humedad y
barrera a gases como O,, CO; y brindan mas beneficios al consumidor final, como
un manejo mas seguro del producto en comparacion a la fragilidad del vidrio o la
posible degradaciéon o descomposicion de los alimentos sin la posibilidad de

verificar su vigencia sé6lo hasta abrir el envase, como es el caso de las latas.

2.1.2 Plastificantes

Los polimeros pueden ser clasificados en dos tipos de acuerdo a sus
propiedades mecanicas: hules y termoplasticos. Los primeros son polimeros
suaves y elasticos, en cambio, los termoplasticos son plasticos rigidos.

Los termoplasticos al ser calentados alcanzan un punto a partir del cual se

vuelven hules. Esta temperatura es llamada temperatura de transicién vitrea (Tg).
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Existe una alternativa para obteﬁer polimeros con propiedades intermedias a las
del termoplastico y del hule; ésta consiste en afadir al termoplastico cierta
cantidad de moléculas entre las cadenas poliméricas, lo que provoca el aumento
en su movilidad. Estas pequefias moléculas de aditivo son llamadas plastificantes.

Un plastificante es aquella sustancia no reactiva que se le afade al
termoplastico para aumentar su flexibilidad. Un plastificante tiene como efecto
principal abatir la temperatura de Tg. Los plastificantes son moléculas organicas
de bajo peso molecular y que presentan una Tg proxima a los -50°C. Dos
requisitos que una sustancia debe cumplir para ser utilizada como plastificante son
baja Tg y miscibilidad completa o al menos parcial en el plastico huésped. El
problema con los plastificantes de alta eficiencia es que normalmente no son
completamente solubles en la matriz y tienden a difundirse en tiempos
relativamente cortos. A los plastificantes que son susceptibles de migrar se les
llama de baja permanencia. La migracién del plastificante produce dos problemas:
problemas ambientales y a la salud; y pérdida de las propiedades plasticas del
material'®.

Entre los plastificantes se encuentran los del tipo de ésteres de acido ftalico
o ftalatos, diéster alifatico, trimetilato de trialquilo, fosfato de trialquilo. Los mas
utilizados son los ftalatos debido a que su precio es en comparacion a los otros

plastificantes mas bajo.
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2.1.3 Interacciones Producto-Envase

En ocasiones los productos pueden ser alterados por el mismo envase
seleccionado o por una falta de proteccién del mismo. Se debe partir del hecho de
que son varios los elementos que pueden interactuar entre si, estos son: el
producto mismo, el envase, el aire contenido en el envase y finalmente el medio
ambiente. Estas interacciones pueden clasificarse en tres grupos basicamente:
permeacion, absorcién y migracién. Los materiales que se utilizan para envase
han sido aprobados por los organismos oficiales de cada nacion, por ejemplo la
Administracion para Alimentos y Medicamentos (FDA) de los Estados Unidos
encargada de establecer regulaciones para los productos alimenticios y sus
derivados; aun asi, es conveniente saber que en cada tipo de material se

presentan diferentes elementos que pueden migrar al producto.

2.2 FTALATOS

Los ftalatos consisten en pares de ésteres sobre un anillo de benceno;
estos compuestos se utilizan como plastificantes en la manufactura de muchos
plasticos, sobre todo del cloruro de polivinilo (PVC), por lo que su uso actualmente
esta muy extendido™. Otros usos de los ftalatos son: tintas, barnices, aditivos de
aceites lubricantes, en la industria cosmética, como ingredientes inertes en
plaguicidas, perfumes, jabones, detergentes, durante el proceso de manufactura

del papel y en peliculas fotograficas.
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Los ftalatos principalmente utilizados como plastificantes en la fabricacién
de envases para alimentos son: dietil-hexil ftalato (DEHF), dibutil ftalato (DBF),
butilbencil ftalato (BBF), di-isononil ftalato (DINF).

La utilizacion de algunos de los ftalatos esta en controversia debido a que
varios estudios han indicado que podrian estar relacionados con diferentes
alteraciones observadas en el sistema endocrino y reproductor de algunos seres
vivos. En la Agencia Americana de Proteccion Ambiental (EPA) se establece que
la concentracién maxima admisible (MAC) en agua de consumo para el DEHF, el
ftalato mas utilizado, es de 6 pg/L. La Unién Europea en cambio, ain no ha
establecido ninguna concentracion maéaxima permitida para esta familia de
compuestos, aunque ya ha incluido algunos de ellos en la lista de
contaminantes prioritarios.

Se ha estudiado la toxicidad de los ftalatos sélo en animales de laboratorio:
estos compuestos han mostrado ser téxicos principalmente por su accién
carcinogénica y su capacidad de producir disrupcién endécrina masculina debido a
su accién antiandrégenica que actiia directamente sobre la testosterona*'%; pero
actualmente no hay evidencia contundente que permita concluir sobre su toxicidad
en seres humanos.

Como consecuencia de esto ha habido controversia sobre el uso de
ftalatos; a principios de 1999 la Comisién Europea pidi6 a los estados miembros
que prohibieran la comercializacién de determinados juguetes y articulos de

puericultura hechos con PVC'® (hasta conocer la cantidad de ftalatos que pudieran

10
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migrar de los juguetes y demostrar los efectos que ocasionan los ftalatos en la
salud) esto impulsado porque habria la posibilidad de que los nifios se metieran
los juguetes a la boca y al chuparlos podrian desprenderse los ftalatos de la matriz
plastica; En Estados Unidos sucedié lo mismo y las grandes jugueterias han
retirado del mercado los juguetes hechos con PVC. En México, la Secretaria de
Salud recibié6 recomendaciones de organizaciones no gubernamentales para
modificar la norma relacionada con la fabricacion de juguetes.

La Consumer Product Safety Comision (CPSC) establecid® un nivel
internacional de ingesta diaria de ftalatos que como mediada de seguridad fue de
100 veces mas bajo del que no causa ningun problema en animales de laboratorio
siendo de 150 pg/kg de peso/dia y 70ug/kgde peso/dia para efectos carcinogénicos
y endocrinos respectivamente”.

Sin embargo, la exposicién a ftalatos por la via de los alimentos contenidos
en envases plasticos también es posible, debido a que se favorece la migracion en
medios organicos.

En la Tabla | se muestra las estructuras quimicas de los ftalatos mas

comunes y utilizados en la investigacién

TABLA L FTALATOS

IONES CARACTERISTICOS
(m/z)

NOMBRE 5 ESTRUCTURA

Dimetil ftalato (DMF)
PM:194 T
CioH1004

11
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TABLA L FTALATOS

NOMBRE ESTRUCTURA IONES CARACTERISTICOS

(m/z)*

Dietil ftalato (DEF) -. -
PM:222 |. 149,177
Ci2H1404 &

|
Dibutil ftalato (DBF)
PM:278 I 205, 223
Cy6H204 s

a

Butilbencil ftalato
(BBF)
PM:318
CigH2604

Dietil-hexil ftalato o
Q=) 149,167
PM:390 -
C24Ha504 aisCH,

OCHCHCHLCH
’ 149,91

Dioctil ftalato (DOF)
(DEHF)
PM:390

C24Has04

149,279

*La Espectrometria de masas es una técnica analitica basada en la posibilidad de separar especies moleculares
segiin su masa, o més propiamente, de acuerdo con la razén masa a la carga m/z. En la ionizacién por impacto
electronico, se bombardea la molécula con un haz de electrones de alta energia. Un electrén de este tipo puede
arrancar un electrén de un enlace, creando un catién radical.

23 LECHE Y PRODUCTOS LACTEOS

2.3.1 Leche
La leche se define como la secrecion de la glandulas mamarias de las

vacas sin calostro, que se obtiene del ordefio manual o mecanico de una o mas

12
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vacas'®. Cuando la leche provenga de otra especie distinta a la vaca se debe de
indicar el nombre de la especie.

La leche es uno de los pilares de la dieta del ser humano porque tiene un
alto contenido de proteinas de alta calidad que proporcionan los diez aminoacidos
esenciales, contribuye a la ingesta calérica diaria total, como también, aporta
acidos grasos esenciales, inmunoglobulinas, y otros micronutrientes'®.

En la Tabla Il se muestra la composicién de la leche por cada 100 gramos.

TABLA II. COMPOSICION DE LA LECHE

NUTRIENTE |[POR CADA 100g DE LECHE

Agua(g) 88
Proteina(g) 3.2
Grasa(g) 34
Lactosa(g) 4.7
Minerales(g) 0.7
Energia, Kcal. 61

2.3.2 YOGHURT

El yoghurt natural se define como el producto lacteo preparado a partir de
leche entera, parcial o totalmente descremada, enriquecida en extractos secos por
medio de la concentracion de ésta o agregando leche en polvo, tratada
térmicamente y coagulada biolégicamente por la fermentacion obtenida de la
siembra en simbiosis de los fermentos lacteos Lactobacillus delbruekii subsp.
bulgaricus y Streptococcus thennophr’fusm.

En la Tabla Il se muestra las especificaciones fisicas y quimicas que tiene

que cumplir el yoghurt segun la norma NMX-f-444-1983.

13
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TABLA IIL. CARACTERISTICAS DEL YOGHURT

; Subtipo b Leche | :
Subtls:t:r:eche parcialmente | Subtipo ¢ Leche

descremada
ESPECIFICACIONES | _ descremada

Grasa %

Soélidos no grasos de
leche %

Acidez en acido
lactico % 0.8 1.8 0.8 1.8 0.8 1.8

Proteina % 3.2 — 34 — 3.6 —
Humedad % — 87 s 87 — 87
pH menor de 4.5 4.5 4.5

10.5 — 12.0 — 125 —

23.3 YAKULT

En 1930 el Doctor Minoru Shirota aislé lactobacilos a partir del intestino
humano y tras varias investigaciones y selecciones logro fortalecerlos, haciéndolos
resistentes a los jugos gastricos y biliares, los nombré Lactobacillus casei Shirota
en honor a su nombre, siendo éste un lactobacilo que puede sobrevivir en el tracto
digestivo e inhibir el crecimiento de bacterias nocivas. Posteriormente, el Doctor
Minoru Shirota se dedicé a desarrollar una bebida lactea a la que le pudiera
adicionar el L. casei Shirota; asi, en 1935 surgié la bebida lactea fermentada
Yakult; este producto contiene cepas de Lacfobacillus casei que han mostrado su
eficacia frente a infecciones intestinales en nifios producidas por rotavirus, y tienen

efectos antitumorales en ratén?'.

14
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2.4 EXTRACCION

Para poder llevar a cabo el andlisis de un determinado analito muchas
veces es necesario realizar una serie de pasos para poder tener el analito de
interés libre de otros compuestos para su analisis. Frecuentemente esto se lleva a
cabo efectuando un paso de extraccion que puede ser extraccion liquido-liquido,
extraccion en fase sélida o extraccion por fluido supercritico entre otros, en el cual
se utilizan disolventes organicos que pueden resultar toxicos y de alto costo; por
otro lado estas técnicas de extraccién requieren de largos tiempos de preparacion.
Hoy en dia una técnica para la extraccion de compuestos volatiles y semivolatiles,
en muestras liquidas, sé6lidas o gaseosas, para analisis por cromatografia de
gases (CG), cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-EM), o
cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE) es la Microextraccion en Fase

Sélida (MEFS)%.

2.5 MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA

La MEFS se basa en la extraccién de los analitos de la matriz de la muestra
mediante una fibra de silice fundida que esta recubierta de un adsorbente, en la
mayoria de los casos polimérico, seguida de la desorcion de los analitos mediante
temperatura o un disolvente organico®. El pequefio tamafio de la fibra y su

geometria cilindrica permiten incorporarla en una jeringa.

15
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De esta forma, se facilita su manipulacién y al mismo tiempo se protege la fibra
cuando no se utiliza, ya que ésta permanece dentro de la aguja de la jeringa. Un

esquema del dispositivo comercial de MEFS se muestra en la Figura 1.

Tubo que sujeta la fibra

———— Fibra de silice

Figura 1. Dispositivo comercial para la MEFS

El principio en el que se basa la MEFS generalmente es la particion de los
analitos entre la matriz de la muestra y el recubrimiento de la fibra?. Asi, el
transporte de los analitos desde la matriz de la muestra hasta la fibra comienza
cuando la fibra entra en contacto con la muestra y la extraccion se considera
completa cuando la concentracién del analito ha alcanzado el equilibrio de
distribucién entre la muestra y la fibra.

Existen bdasicamente dos modos de extraccion posibles en MEFS,
introduciendo la fibra directamente en la muestra o bien en el vapor sobrenadante

o Head Space (HS); en la Figura 2 se muestran estos tipos de extraccion.

e —
16
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Figura 2. Esquema del proceso MEFS-CG, A) Inmersion directa,
B) MEFS-HS, C) Desorcién térmica en CG

La MEFS puede llevarse a cabo mediante el fenémeno de absorcion y/o
adsorcién, esto dependera de la fibra que se utilice para realizar la MEFS. El
modelo matematico que explica la dinamica del proceso de absorcién cuando la
fibra se introduce directamente en la muestra fue desarrollado por Louch et al?* y
en él se confirma la relacién lineal que existe entre la cantidad de analito
absorbida por la fibra en el estado de equilibrio y la concentracién de éste en la
muestra. Esta afirmacién se muestra reflejada en la siguiente ecuacion:

_KsViGo Vs

g Yrke i 1
" KeVe+ Vi M

donde n son los moles de analito absorbidos por la fibra, Vi y Vs son los volimenes
de fibra y de muestra respectivamente, Ky es el coeficiente de particion del analito

entre la fibra y la muestra y C, es la concentracién inicial de analito en la muestra.

17
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En la ecuacién (1) se asume que la matriz de la muestra es una Unica fase
homogénea y no se considera el efecto del HS. El modelo matematico del proceso
de MEFS cuando los analitos se extraen del HS, las ecuaciones y conclusiones a
las que se llega, son similares a las de la extraccién por inmersion pero teniendo
en cuenta una tercera fase gaseosa?>?*%, En las condiciones de trabajo de la
MEFS, generalmente se cumple que V:>>Ks Vi ya que en la mayoria de los casos
Vi es mucho mas pequefio que Vs por lo que la ecuacién (1) se simplifica en la
ecuacion (2).
n=Ks Vi Co (2)
La extraccion sin embargo, puede también llevarse mediante un proceso de
adsorcioén por lo que en estos casos el modelo matematico que explica el proceso
de extraccion es ligeramente diferente. La ecuacién que define el proceso de

adsorcion es la (3).

. _ Ke* Vi Co Vi (Crmc-C)
Ka Vi + Vi(Cro - Co)

(3)
donde Kg” es el coeficiente de distribucion del analito entre la muestra y la
superficie de la fibra, Cs es la concentracion final del analito en la superficie de la

fibra y Crmax €S la concentracién maxima de analito en la superficie de la fibra, los

demas parametros son los mismos que aparecen en la ecuacion (1).
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2.5.1 Variables que afectan al proceso de MEFS

El proceso de MEFS se puede ver afectado por una serie de variables
experimentales que pueden ser modificadas para incrementar la eficacia del
proceso de extraccion.

Entre estas variables se encuentra la agitacion de la muestra, que
incrementa la difusion de los analitos desde la matriz de la muestra a la fibra, o al
HS por lo que se disminuye el tiempo requerido para llegar al equilibrio.

Otros parametros importantes son el tiempo y la temperatura de extraccion,
pH y fuerza iénica.

La forma mas habitual de llevar a cabo la desorcion de los analitos es
térmicamente en el inyector de un cromatégrafo de gases, de forma que al
aumentar la temperatura la afinidad de los compuestos por la fibra disminuye y los
analitos son introducidos en la columna analitica por el flujo del gas portador. En la
ecuacion (4) se puede observar como disminuye en forma logaritmica el
coeficiente de particion al aumentar la temperatura®:

logKs =a(1/T) +b (4)
donde Ki es el coeficiente de particion del analito entre la fibra y la muestra
liquida, a y b son dos constantes y T es la temperatura.

La microextraccion en fase sélida se puede combinar muy facilmente con la
cromatografia de gases de forma que la desorcién se produce térmicamente en un

inyector spﬁt/sp!fﬂesszz.
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De este modo, esta técnica no precisa del uso de disolventes organicos para llevar
a cabo la extraccién y la desorcién de los analitos, siendo ésta una de las mayores

ventajas que presenta la técnica.

2.4.2 Fibras utilizadas en la MEFS

Actuaimente hay fibras comerciales con diferentes recubrimientos de
manera que la MEFS puede usarse para determinar un amplio grupo de
compuestos.

Los primeros recubrimientos comercializados fueron los de
polidimetilsiloxano (PDMS) y poliacrilato (PA) pero los tipos de recubrimientos han
ido aumentando progresivamente y actualmente cubren un amplio conjunto de
aplicaciones. Las fibras de PDMS, que es un polimero liquido, son las mas
utilizadas ya que fueron las primeras fibras introducidas para MEFS. Estas
fibras son las més adecuadas para los analitos apolares aunque, en algunos
casos, también pueden ser usadas para la determinacién de analitos con cierta
polaridad. Las fibras de PA, en cambio, son adecuadas para analitos polares vy,
aungue el recubrimiento es un polimero sélido, su baja densidad hace que los
analitos sean absorbidos por la fibra al igual que en las fibras de PDMS.

Las fibras de PA y PDMS cubren un amplio conjunto de compuestos vy
son las utilizadas en la mayoria de las aplicaciones de la MEFS. No obstante,

en algunos casos la interaccién entre los analitos y las fibras comerciales no es

20



ANTECEDENTES
——

muy elevada o bien aparecen problemas de contaminacién debidos al proceso
de fabricacién asf como problemas de repetibilidad entre las fibras®*?',

También hay que tomar en cuenta que compuestos de elevado peso
molecular como proteinas, que pueden estar presentes en la matriz de la muestra,
pueden interferir en la extraccion de los analitos de interés y/o disminuir la vida de
la fibra?2, el pH es ofro factor que hay que considerar en el desgaste de la fibra,
cuando la extraccion se realiza por inmersién no es recomendable trabajar a pH <

2.
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3.1 MATERIALES Y REACTIVOS

Se utilizé una mezcla estandar de ftalatos: dimetil ftalato (DMF), dietil ftalato
(DEF), dibutil ftalato (DBF), butilbencil ftalato (BBF), dietil-hexil ftalato (DEHF) y
dioctil ftalato (DOF) en una concentracién de 2000 pg/mL en metanol (Supelco
Park, Bellefonte USA).

Como estandar interno se utilizé Dipropil ftalato (DPF) grado analitico
(Sigma-Aldrich, Steinheim Alemania).

Para la extraccién de los compuestos a analizarse se utilizé un dispositivo
de Microextraccion en Fase sélida con fibras de polidimetilsiloxano-divinilbenceno
(PDMS-DVB, 65 um) y de polidimetilsiloxano (PDMS, 100 pm). (Supelco Park,
Bellefonte USA).

Ademas se utilizaron los siguientes reactivos, materiales y equipos:

— Acido Clorhidrico y metanol grado analitico (J.T Baker, México).

— Viales de capacidad de 4 y 10 mL con tapén de rosca de baquelita
horadada y septum de teflén (Supelco Park, Bellefonte USA).

— Termoémetro -5 a 100 °C (Marca BCR, UK).

— Horno (J.M. Ortiz, México).

— Microagitadores de 8 mm X 3 mm (Supelco Park, Bellefonte USA).

— Parrilla de calentamiento con agitador magnético modelo 04644 (Cole
Parmer, USA).

— Centrifuga modelo A3076X24 (International instrument, USA).

 —  —  _____ _ ____________________
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3.2 MUESTRAS

TABLA IV. MUESTRAS

| POLIMERO QUE

~v |  INTERACTUA
PRODUCTO MARCA PRESENTACION | CON EL
ALIMENTO
Leche
ultrapasteurizada g i Polietileno baja
parcialmente Alpura 2000 Tetra brik, un litro densidad
descremada
Leche oy .
ultrapasteurizada Alpura 2000 Tetra brik, un litro Po'é?r:ig;gala
descremada
Leche pasteurizada Al-Dia Envase rigido de Polietileno alta
entera un litro densidad
G Envase rigido de Polietileno alta
Yoghurt Activia (Danone) 250g dansidad
Producto lacteo Yakult Envase rigido de Poliestireno de
fermentado 80 mL impacto

3.3 LIMPIEZA DEL MATERIAL DE VIDRIO

Los ftalatos muchas veces estdn presentes en el medio ambiente y en

diferentes disolventes organicos. Para evitar contaminacién del material de vidrio

con ftalatos y prevenir falsos positivos en el analisis, se lavé el material de vidrio

con detergente libre de fosfatos (Extran) y abundante agua; se cubrié con papel

aluminio y se colocé en un horno a 100 °C durante 24 horas; exceptuando el

material volumétrico que no se introdujo al horno.
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3.4 DETERMINACION DE LAS CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

El propésito de establecer condiciones cromatograficas, se debe
basicamente a dos factores: primero obtener una buena separacion (resolucion)
de los picos cromatograficos y segundo llevar a cabo el andlisis en el menor
tiempo posible.

Se utilizé un cromatégrafo de gases HP 5880A equipado con un sistema de
inyeccion de divisién de flujo y sin divisién de flujo (split/splitless) y detector de
ionizacién de flama (FID). La columna utilizada fue de silice fundida HP 5% metil-
fenil-silano (30 m X 0.25 mm X 0.25 um). El modo de inyeccion fue split, el gas
acarreador fue hidrégeno con un flujo de 1 mL/min, en todos los casos se inyecto
1 uL de una disolucién estandar de ftalatos en metanol a una concentracion de 1
mg/mL. La temperatura del inyector fue de 250 °C y la del detector 280 °C.

Programas de temperatura estudiados:
Programa 1. Temperatura inicial 70 °C, durante 1 min, incrementandose la
temperatura a 20 °C/min hasta una temperatura final de 280 °C vy

manteniéndola durante 5 min.

Programa 2. Temperatura inicial 70 °C, durante 1 min, incrementandose la

temperatura a 10 °C/min hasta una temperatura final de 280 °C vy

manteniéndola durante 8 min.
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3.5 ACONDICIONAMIENTO DE LAS FIBRAS

Antes de utilizar por primera vez la fibra hay que acondicionarla, para
eliminar trazas de contaminantes que pudiera tener. El acondicionamiento se basa
en realizar la desorcién de los analitos por efecto de la temperatura durante un
determinado tiempo; tanto el tiempo como la temperatura la establece el
proveedor dependiendo del tipo de fibra a utilizar.

El acondicionamiento consiste en colocar el dispositivo de MEFS en el
sistema de inyeccion del CG y dejar expuesta la fibra dentro del inyector. En el
caso de la fibra PDMS/DVB permanece introducida durante 60 min en el inyector a
260 °C, y en el caso de la fibra PDMS permanece introducida durante 60 min en el
inyector a 250 °C; una vez que se llevé a cabo el acondicionamiento de la fibra es
conveniente realizar un blanco de ésta en el CG para asegurarnos que la fibra

esta limpia.

3.6 DETERMINACION DE FTALATOS EN LECHE
3.6.1 Preparacion de la muestra de leche

Con la finalidad de eliminar las proteinas de la leche para evitar que
disminuya la vida de la fibra # y ademas prevenir reacciones de Maillard que
pudieran interferir en el andlisis (la reaccién de Maillard en la leche se inicia con el
grupo aldehido de la lactosa y con el grupo e-amino de la lisina provocada por el

calentamiento®), se le dio un tratamiento previo a la leche, el cual consistié en
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ajustar el pH de la leche y aplicarle un tratamiento térmico, posteriormente se
centrifugd.

Para realizar cada uno de los andlisis en la determinacién de ftalatos en
leche; se utilizaron 10 mL de leche, los cuales se transfirieron a un tubo de ensayo
ajustando el pH a 4 con HCI al 10 % y se calent6 a una temperatura de 80 + 2 °C
durante 3 min; posteriormente se centrifugd a una velocidad de 3600 rpm durante
5 min y se transfirieron 3 mL del suero de leche y un microagitador a un vial de 4
mL de capacidad, el vial se cerré con un tap6n de rosca de bakelita horadado con

septum de teflén.

3.6.2 OPTIMIZACION DE LA MEFS

La leche utilizada para la optimizacién de MEFS fue leche bronca, debido a
que al no estar en recipientes o contenedores plasticos no presenta contaminacion
con ftalatos y se le adicioné la mezcla estandar de ftalatos a una concentracion de
1 mg/mL, antes de realizarle el tratamiento previo (ver seccién 3.6.1).

En la MEFS es muy importante utilizar agitacion porque asi se logra
disminuir el efecto causado por la zona estatica que se forma alrededor de la fibra
y que disminuye la velocidad de extraccion, ya que los analitos deben ser
transportados desde la matriz de la muestra hasta el HS y de alli hacia la fibra; o

bien, de la matriz a la fibra en el caso de inmersién y por ello es necesario utilizar
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un sistema de agitacion que facilite la difusion de los analitos hacia la superficie de
la fibra?2. Debido a lo anterior todos los experimentos se realizaron con agitacion
constante a 1200 + 20 rpm.

En todos los analisis realizados antes de llevar a cabo la MEFS, con el
objetivo de igualar la temperatura del bafio a la del vial, el tiempo de equilibrio fue
de 10 minutos a 60 °C.

Todos los andlisis realizados en la optimizacion de la MEFS se llevaron a

cabo por CG y la MEFS se llevé a cabo por inmersion (Figura 3).

Termometro —
E Hﬁsposiﬁvo de MEFS

— Fibra
- Bafio maria

Muestra

ﬁ_ Microagitador magnético

Parrilla de calentamiento
con agitador magnético

Figura 3. Equipo utilizado para la MEFS por inmersién
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3.6.2.1 Tiempo de desorcién

Es importante determinar el tiempo de desorcion de los analitos, el tiempo
debe ser el adecuado para que la desorcién de los analitos de la fibra sea
completa y no se presente el efecto memoria (carry-over effect).

Los tiempos de desorcién estudiados fueron 5 y 10 min; la MEFS se realizé
durante 20 min a 40 °C. Finalizado el tiempo de desorcién estudiado; la aguja del
dispositivo de MEFS se introdujo dentro de un vial (de tapa de rosca de bakelita
horadada con septum de teflén) perfectamente limpio durante el tiempo que duro
el andlisis cromatografico; posteriormente se volvié a inyectar la aguja en el puerto
de inyeccién y se dejo expuesta la fibra dentro del inyector durante 5 min y

nuevamente se llevé acabo el andlisis cromatografico.

3.6.2.2 Determinacién de la temperatura de extraccion
Para la determinacion de la temperatura de extraccion se realizaron
experimentos a 40, 50 y 60 °C £ 2 °C, la MEFS se realizé durante 30 min y tiempo

de desorcién de 10 min.

3.6.2.3 Perfil de extraccion

Los tiempos de extraccion estudiados fueron 10, 20, 30,40, 50 y 60 min, la

temperatura de extraccién fue de 60 °C y el tiempo de desorcion fue de 10 min.
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3.6.2.4 Influencia del pH en la extraccion

El pH en la preparacion de la muestra fue de 4, 5 y 7, la leche fue
preparada como se indica en la seccién 3.6.1 ajustando el pH al de estudio; la
MEFS se realiz6 durante 30 min, con una temperatura de extraccién de 60 °C y

tiempo de desorciéon de 10 min.

3.6.3 LINEALIDAD DEL METODO

Para realizar la linealidad del método se utilizé leche bronca preparada de
la misma forma como se indica en la seccion 3.6.1 y la MEFS se realizé bajo las
condiciones optimizadas. Para ello se adicioné la mezcla estandar de ftalatos en la
leche bronca a concentraciones de 30, 60, 90, 120, 150, 180 y 210 pg/mL
respectivamente utilizando como estandar interno al dipropil ftalato (DPF) a una
concentracién de 120 pg/mL.

La MEFS se realizé durante 30 min, a una temperatura de extraccion de 60
°C y tiempo de desorcién de 10 min.

Para el andlisis se utilizé un cromatégrafo HP modelo 5890 equipado con
un inyector split/splitless, la temperatura del inyector fue de 250 °C. La columna
capilar utilizada fue de silice fundida HP 5 % metil-fenil-silano (30 m X 0.25 mm X
0.25 um). El programa de temperatura utilizado: temperatura inicial 70 °C, durante
1 min, incrementandose la temperatura a 10 °C/min hasta una temperatura final de

280 °C y manteniéndola durante 7 min.
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El modo de inyeccién fue splitless (1 minuto), el gas acarreador fue He con flujo de
1 mU/min, El cromatégrafo esta acoplado a un detector selectivo de masas HP
5971. La temperatura de la linea de transferencia fue de 280 °C, la de la fuente de
ionizacién 175 °C, analizador (cuadrupolar) 150 °C y el detector 75 °C. Los
andlisis se realizaron por impacto electrénico (70 eV). Se utilizé el modo
“Monitoreo Selectivo de lones” (SIM), los iones fragmento utilizados para el
andlisis se muestran en la Tabla |, en el caso del DPF los iones fragmento

utilizados fueron 149y 191 a 2.8 ciclos s™.

3.6.4 Identificacion y cuantificacion de los ftalatos en las muestras de leche

La identificacion de ftalatos en las muestras de leche estudiadas se realizo
por CG-EM. Las muestras de leche fueron preparadas de la misma forma como se
indica en la seccién 3.6.1; posteriormente se realizé la MEFS, utilizando las
mismas condiciones de extraccion de la seccion 3.6.3.

La identificacion se realizé comparando los tiempos de retencion de los
ftalatos obtenidos de las muestras con los tiempos de retencién de la mezcla
estandar de ftalatos asi como sus espectros de masas con los de la biblioteca
NIST (National Institute of Standar and Tecnology) del espectrometro de Masas.

Para la cuantificacion, las muestras de leche estudiadas fueron preparadas
de la misma forma como se indica en la seccién 3.2 a las cuales se les adiciono el

estandar interno (DPF) a una concentracion de 120 pg/mL; la MEFS se realizo
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utilizando las mismas condiciones de extraccion de la seccién 3.6.3. Se realiz6 por

triplicado la cuantificacién para cada una de las muestras.

3.7 DETERMINACION CUALITATIVA DE FTALATOS EN YOGHURT

Para la determinacion de ftalatos en yoghurt; la MEFS se realizé6 por HS
(Figura 4), la fibra utilizada fue de PDMS y las extracciones se llevaron a cabo con
agitacion constante a 1200 + 20 rpm.

Los andlisis realizados para el perfil de extraccién y la influencia de la
temperatura de la extraccion se llevaron a cabo por CG-EM.

En todos los casos se transfirieron 4 g de yoghurt; al cual se le adicioné la
mezcla estandar de ftalatos a una concentracién de 1 mg/mL, junto con un
microagitador a un frasco vial de 10 mL de capacidad, el vial se cerr6é con un tapén
de rosca de bakelita horadado con septum de teflén y se calent6 en un horno a 80

°C durante 10 min.

Termdémetro —s [
Dispositivo de MEFS

|  Fibra
— Bafo maria

Muestra
ﬁ_ Microagitador magnético

Parrilla de calentamiento
con agitador magnético

Figura 4. Equipo utilizado para la MEFS por HS
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3.7.1 OPTIMIZACION DE LA MEFS
3.7.1.1 Determinacién de la temperatura de extraccion

Para la determinacion de la temperatura de extraccién se realizaron
experimentos a 40, 60 y 80 + 2 °C; la MEFS se realizé durante 30 min y el tiempo

de desorcién fue de 10 min.

3.7.1.2 Perfil de extraccioén
Los tiempos utilizados para realizar el perfil de extraccién fueron 10, 20, 30
y 40 min, a una temperatura de extraccion de 80°C y el tiempo de desorcion fue de

10 min.

3.7.2 IDENTIFICACION DE LOS FTALATOS EN YOGHURT

Se transfirieron 4 g de yoghurt junto con un microagitador a un frasco vial
de 10 mL de capacidad y se calenté en un horno a 80 °C por 10 minutos;
posteriormente se realizé la MEFS con las condiciones optimizadas: tiempo de
extraccion de 30 min, temperatura de extraccion de 80 °C y tiempo de desorcién
de 10 min. La identificacién se realizé comparando los tiempos de retencion de los
ftalatos obtenidos de las muestras con los tiempos de retencion de la mezcla
estandar asi como sus espectros de masas con los de la biblioteca NIST del

espectrometro de Masas.
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3.8 DETERMINACION DE FTALATOS EN YAKULT

En la determinacién de ftalatos en Yakult; la MEFS se realizdé por HS, la
fibra utilizada fue de PDMS y las extracciones se llevaron a cabo con agitacién
constante a 1200 £ 20 rpm. Los andlisis se llevaron a cabo por CG-EM.

En todos los andlisis realizados antes de llevar a cabo la MEFS, el tiempo
de equilibrio fue de 10 min a 80 °C, con el objetivo de igualar la temperatura del

bafo a la del vial.

3.8.1 Perfil de extraccion

Se transfirieron 4 mL de Yakult en el cual se le adiciono la mezcla estandar
de ftalatos a una concentraciéon de 500 pg/mL junto con un microagitador a un
frasco vial de 10 mL de capacidad y se cerré con un tapén de rosca de baquelita
horadado con septum de teflon.

Los tiempos de extraccion estudiados fueron 5, 10, 20, 30, 40, 50 y 60 min,
a una temperatura de extraccion de 80 + 2 °C y el tiempo de desorcién fue de 10

min.

3.8.2 Identificacion de los ftalatos en Yakult

La identificaciéon de ftalatos se realizé por CG-EM, se transfirieron 4 mL
Yakult junto con un microagitador a un frasco vial de 10 mL de capacidad y la
MEFS se llevo a cabo durante 40 min, a una temperatura de extraccién de 80 °C y

un tiempo de desorcién de 10 min.
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La identificacion se realizé comparando los tiempos de retencion de los
ftalatos obtenidos de las muestras con los tiempos de retencién de la mezcla
estandar asi como sus espectros de masas con los de la biblioteca NIST del

espectrometro de Masas.

3.8.3 Cuantificacion de ftalatos en Yakult

La cuantificacién se realizé6 por curva de adicién patrén, con el siguiente
procedimiento. Se homogeneizaron 6 botellas de Yakult (aproximadamente 480
mL) y se transfirieron 4 mL de Yakult junto con un microagitador a un vial de 10
mL de capacidad y se procedié a realizar las adiciones de la mezcla estandar de
ftalatos, éstas fueron 0, 10, 20, 30, 40, 50 pg/mL respectivamente; se utilizé al
DPF como estandar interno a una concentracién de 25 pg/mL. La determinacion
se realizé por triplicado.

La MEFS se realizé utilizando las mismas condiciones de extraccion de la

seccion 3.8.2.
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RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 DETERMINACION DE LAS CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Los programas de temperatura que se evaluaron se muestran en la Tabla
V; en ella se muestra las condiciones de cada uno de los programas de
temperatura estudiados.

El tiempo total de analisis del programa de temperatura | es mas rapido en
comparacioén con el programa Il sin embargo, al realizar el analisis la resolucién de
los picos cromatograficos no era muy buena en comparacién a la obtenida en el
programa Il

Tabla V. PROGRAMAS DE TEMPERATURA

| Programa de temperatura

Condiciones | | I

Temperatura inicial (°C) |
Tiempo inicial (min) 1 1
Rampa de temperatura
(°C/min) 20 10
Temperatura final 280 280
Tiempo final (min) 5 8
Tiempo total de analisis
(min) 16.5 30

Debido a lo anterior se opt6 por utilizar el programa de temperatura Il para

el anélisis de los compuestos en estudio.
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4.2 TIEMPO DE DESORCION

El objetivo de determinar el tiempo de desorcién es el de encontrar el
tiempo adecuado en el cual se desorban de la fibra los analitos extraidos, de no
ser asi puede ocurrir lo que se denomina efecto memoria, lo cual afectaria a la
siguiente extracciéon donde pueden aparecer compuestos que no pertenecen al
analisis que se esta llevando a cabo sino al analisis anterior.

En la figura 5 se muestran los cromatogramas obtenidos para los diferentes
tiempos de desorcion, los cuales fueron realizados como se indica en la seccién
3.6.2.1.

El cromatograma B corresponde al tiempo de desorcion de 5 minutos y el
cromatograma C al tiempo de desorcién de 10 minutos. En el cromatograma B, se
observa que no son suficientes 5 minutos para llevar a cabo la desorcion ya que el
DEF, el DBF y el DEHF todavia estan presentes en la fibra; en cambio en el
cromatograma C, se aprecia que con 10 minutos de desorcion el DEF y el DEHF
han sido desorbidos de la fibra pero no asi el DBF; esto se debe a que la fibra
presenta una pequefia contaminacion del DBF, la cual se observa en el blanco de
la fibra (Cromatograma A). Con base en los resultados obtenidos se decidid
realizar la desorcién de los analitos extraidos durante 10 min, en toda la

investigacion.
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Figura 5. Cromatograma, A) Blanco de fibra B) 5 min de desorcitn, C) 10 min de desorci6n.
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4.3 DETERMINACION DE FTALATOS EN LECHE
4.3.1 OPTIMIZACION DE LA MEFS
4.3.1.1 Determinacion de la temperatura de extraccion

Los resultados obtenidos para la determinacion de la temperatura de
extraccion se muestran en la Figura 6, donde se grafican el % de area en funcién
de la temperatura de extraccion para cada uno de los ftalatos. Como puede
observarse a medida que se incrementa la temperatura el % de area aumenta,
apreciandose que con una temperatura de 60 °C se logra una mejor extraccién de

los ftalatos.

% AREA

DMF DEF DBF BBF DEHF DOF

Figura 6. Influencia de la temperatura en la extraccién de ftalatos en leche
Dimetil ftalato (DMF), Dietil ftalato (DEF), Dibutil ftalato (DBF), Butilbencil ftalato (BBF),
Dietil hexil ftalato (DEHF), Dioctil ftalato (DOF).
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4.3.1.2 Determinacion del perfil de extraccion

El tiempo de extracciéon en MEFS es un parametro muy importante a tener
en cuenta. Al desarrollar un método analitico basado en MEFS se debe determinar
el tiempo necesario para llegar al estado de equilibrio que es caracteristico de
cada analito-fibra e intentar trabajar en esas condiciones. Sin embargo, para
algunos compuestos el tiempo necesario para llegar a esta situacion es muy
elevado por lo que generalmente se opta por trabajar en condiciones de no
equilibrio y se seleccionan tiempos de extraccién inferiores para no alargar el
tiempo de andlisis, en esta situacién se requiere controlar estrictamente el tiempo
de extraccion ya que pequefias oscilaciones en la medida del tiempo pueden
variar de forma considerable la cantidad de analito extraida® 3*%',

En la Figura 7 se muestra el perfil de extraccién obtenido para los ftalatos
en leche. Como se observa en la figura, a medida que se incrementa el tiempo de
extraccion el % de area de los ftalatos incrementa y se llega a un valor de area en
el cual ya no varia con respecto al tiempo porque la cantidad de analito extraido se
mantiene constante, es entonces cuando se ha llegado al equilibrio. Por lo tanto
en la mayoria de los ftalatos estudiados se alcanza el equilibrio en un intervalo de
tiempo entre 30 y 45 minutos.

Debido a estos resultados se eligié un tiempo de 30 minutos de extraccién,

para realizar la determinacién de ftalatos en la leche.
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Figura 7. Perfil de extraccién de ftalatos en leche
Dimetil ftalato (DMF), Dietil ftalato (DEF), Dibutil ftalato (DBF), Butilbencil ftalato (BBF),
Dietil hexil ftalato (DEHF), Dioctil ftalato (DOF).

4.3.1.Influencia del pH en la extraccién

En la Figura 8 se muestra la relacién que guarda el % de area en funcién
del pH de preparacién de las muestras de leche. Como puede observarse a
medida que se incrementa el pH el % de area disminuye. De acuerdo a estos

resultados se decidio utilizar el pH de 4 para realizar la microextraccién.
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% AREA
»
8

DMF DEF DBF BBF DEHF DOF

Figura 8. Determinacién del pH de extraccién
Dimetil ftalato (DMF), Dietil ftalato (DEF), Dibutil ftalato (DBF), Butilbencil ftalato (BBF),
Dietil hexil ftalato (DEHF), Dioctil ftalato (DOF).

4.3.2 Metodologia propuesta para la determinacion de ftalatos en leche

Con base en los resultados obtenidos de la optimizaciéon de la MEFS, en la
Figura 9 se muestra la metodologia que se propone para la determinaciéon de
ftalatos en leche. Con ésta metodologia se realizé la identificacion y cuantificacién

de los ftalatos en las muestras de leche por CG-EM.
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MICROEXTRACCION CG yloCG-EM CROMATOGRAMA
MUESTRA CENTRIFUGACION INMERSION

-Intelrpt‘;gci&l delos
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‘Temperatura 0 sios temperatura final de
80°Cpor3 *Agitacion constante 280 °C,
minutos (L)

*Fibra: PDMS/DVB

Figura 9. Metodologia para la determinacion de ftalatos en leche

4.3.3 IDENTIFICACION DE FTALATOS EN LECHE

Es muy importante realizar un blanco de fibra y del sistema cromatografico
antes de las determinaciones, esto se debe a que en la actualidad, el uso de
algunos de estos compuestos esta muy extendido y pueden aparecer problemas
de contaminacién. Para realizar la identificacion se compararon los tiempos de

retencion de la mezcla estandar de ftalatos con los de la muestra y con los

espectros de la biblioteca (NIST) que tiene acoplada el equipo de CG-EM.
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Para el andlisis se utilizé el equipo de CG-EM en modo “SIM” (monitoreo de
iones), las sefiales adquiridas fueron el i6n molecular y los iones fragmento
caracteristicos de cada uno de los ftalatos®? (Tabla I1) y del estandar interno (iones
fragmento caracteristicos 149,191%?), el monitoreo de las sefales para cada uno
de los ftalatos se realizd un minuto antes de su tiempo de retencién y un minuto

después de éste.

4.3.3.1 Leche bronca

La Figura 10 muestra el blanco del sistema cromatografico (cromatograma
_ A); el blanco de fibra PDMS/DVB (cromatograma B) y el andlisis de la leche
bronca sin adicién del estandar de ftalatos (cromatograma C). Como puede
observarse, en el blanco de fibra se identifica al DBF lo cual se debe a una
probable contaminacién 6 impureza presente en la fibra, la cual resulta minima y
no se pudo eliminar con el acondicionamiento previo.

Al comparar el pico correspondiente al DBF de la fibra con el de la leche
bronca se observa que la abundancia es la misma, por lo que la leche bronca esta
exenta de ftalatos, lo cual permitié utilizarla como matriz para la optimizacion de la

metodologia.
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Figura 10. Cromatograma, A) Blanco del sistema cromatografico; B) Blanco de fibra PDMS/DVB

C) Anilisis de leche bronca sin adicién del estindar de ftalatos.
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4.3.3.2 Leche ultrapasteurizada parcialmente descremada.

En la Figura 11, se muestra el cromatograma (A) del blanco de fibra antes
de realizar la extraccion asi como el cromatograma (B) del analisis de la leche
parcialmente descremada (B). Al comparar ambos cromatogramas se observa, un
aumento en la abundancia del DBF en el cromatograma B; lo cual muestra que
efectivamente el DBF migra del envase de leche hacia el alimento. La presencia

del DBF se comprobé con su espectro de masas mostrado en la Figura 12,

Abundence  A)Blanco de fibra

1 DBF

oy T Y I-‘-_.LI-_I T T
500 800 10.00 1200 14.00 1600 1800 2000 2200 24.00 26500 28.00 30.00
B)Leche ultrapasteurizada parcialmente descremada

DBF
Time- 1000 1200 14.00 16.00 2000 25.00 30.00

Figura 11. Cromatograma, A) Blanco de fibra PDMS/DVB;
B) Anilisis de leche ultrapasteurizada parcialmente descremada.
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Figura 12. Espectro de masas del DBF

4.3.3.3 Leche ultrapasteurizada descremada
En la leche ultrapasteurizada descremada se identifico el DBF. En la Figura
13 se presenta el cromatograma (A) para el blanco de fibra asi como el

cromatograma (B) del analisis de la leche ultrapasteurizada descremada.
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A)Blanco de fibra

Time-> B a 10000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800
B)Leche ultrapasteurizada descremada

DEBF

l%l M'L J'_”JL——"

Tmes 20 glo 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2500 2800

Figura 13. Cromatograma, A) Blanco de fibra PDMS/DVB;
B) Anilisis de leche ultrapasteurizada descremada

4.3.3.4 Leche pasteurizada entera

En la leche pasteurizada entera se identificaron el DBF y el DEHF; en la
Figura 14 se muestra el cromatograma (A) para el blanco de fibra antes de la
extraccién asi como el cromatograma (B) dfl andlisis de la leche entera. Como se
observa, en este tipo de leche hay presencia del DEHF, lo cual se comprueba con

su espectro de masas mostrado en la Figura 15.
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i A)Blanco de fibra
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Figura 14. Cromatograma, A) Blanco de fibra PDMS/DVB;
B) Anilisis de leche pasteurizada entera
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Figura 15. Espectro de masas del DEHF
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En todas las muestra de leche analizadas, se identificé el DBF y soélo en la
leche pasteurizada entera se identificoé el DEHF; esto podria deberse al tipo de
material plastico que se utiliza para contenerlas, ya que en el caso de las leches
ultrapasteurizadas tanto descremada como parcialmente descremada el envase
utilizado para contenerlas es Tetrabrik y el polimero con el que estan en contacto
es con una pelicula de polietileno de baja densidad; en cambio el envase utilizado
para contener a la leche pasteurizada entera esta fabricado con polietileno de alta
densidad y posiblemente en la fabricacién de este polimero se utilizan como
plastificantes tanto el DBF como el DEHF; los cuales migran del material plastico

hacia la leche.

4.3.4 CUANTIFICACION DE FTALATOS EN LAS MUESTRAS DE LECHE
En la Figura 16; se muestra el cromatograma obtenido en la realizacién de
la linealidad, el cual corresponde a la mezcla estdndar de ftalatos a una

concentracion de 120 pg/L y al estandar interno a una concentracion de 120 pg/L.
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Abundance DPF
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19500 DBF
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Time->0" b0 8,00 10,00 12.0014.0016.0018.00 20.0022 00 24.0026.00 28.00

Figura 16. Cromatograma de la mezcla estindar de ftalatos a una concentracién
de 120 pg/L y esténdar interno a una concentracién de 120 pg/L

En la Figura 17, se muestra el cromatograma de la leche pasteurizada entera con

el estandar interno a una concentraciéon de 120 pg/L.

Abundance DPF

24000
22000
200001
18000
16000
14000
12000
12000
8000 DBF
6000
4000 | DEHF
2000 e | % kit

Time->U 6,00 8.00 1E[[II1A2:0014.0018.&119:&]20.0022:0]24:0025:0029:00

Figura 17. Leche pasteurizada entera con el estindar interno
a una concentracién de 120 pg/L

En la tabla IV se muestra los coeficientes de correlacién obtenidos de las

curvas, asi como el intervalo lineal de cada uno de los ftalatos estudiados.
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TABLA IV COEFICIENTES DE CORRELACION

FTALATO INTERVALO LINEAL COEFICIENTE
(ug/L)

30-180
DEF 30-180 0.9948
DBF 30-210 0.9475
BBF 30-210 0.9874
DEHF 90-210 0.9041
DOF 90-210 0.9203

Como puede observarse, la linealidad es aceptable para el DMF, DEF y
BBF sin embargo, para el DBF y DEHF se obtuvo una r de 0.9475 y 0.9041
respectivamente lo cual no es aceptable. Con las curvas obtenidas no es posible
calcular con precisién la concentracién de los ftalatos encontrados en la leche, ya
que los valores calculados de éstos se encuentran en el limite inferior de la curva.

La tabla V muestra las concentraciones aproximadas del DBF y DEHF en
las leches analizadas.

TABLA V. CONCENTRACION (ug/L) de FTALATOS EN MUESTRAS DE LECHE

' DBF (ug/L) | DEHF (ug/L)

Ultrapasteurizada <30 .
parcialmente descremada
Ultrapasteurizada <30 .
descremada
Pasteurizada entera <30 <90

La abundancia del DBF en la leche ultrapasteurizada descremada es menor
que en las leches pasteurizada entera y ultrapasteurizada parcialmente

descremada. Probablemente debido a que la migracion de los ftalatos del envase
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hacia la leche descremada no se ve favorecida por la grasa, ya que la cantidad de
grasa en la leche descremada es del 0.5 %, a diferencia de la leche parcialmente
descremada que es del 2.8 % y en la leche entera es del 3 %.

Este trabajo es una propuesta de una metodologia para la determinacién de
ftlatos en leche; pero todavia falta afinar algunas pruebas, asi como validar la
metodologia.

En trabajos futuros es necesario realizar una prueba de recobro, esto con
los objetivos de:

1. Verificar que en el tratamiento previo dado a la leche la cantidad de
ftalatos en el suero sea la que se afadid.

2. Ver si la cantidad de grasa en la leche es una variante que afecte la
cantidad de recobro.

Si se quiere validar la metodologia lo minimo que debe tener la validacién
es limite de deteccion, reproducibilidad, repetibilidad, intervalo lineal, robustez y
prueba de recobro. Sin embargo, la metodologia propuesta permite una

identificacion cualitativa.
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4.4 DETERMINACION CUALITATIVA DE FTALATOS EN YOGHURT

El yoghurt analizado fue natural, para evitar interferencias en el andlisis
debido a aditivos del mismo como son edulcorantes y colorantes artificiales.

Para el analisis en yoghurt se empleé la técnica de MEFS-HS, debido
basicamente a que con inmersién directa se disminuye la vida media de la fibra,
en este caso para realizar la MEFS se utilizé la fiora PDMS, porque también

presenta buenos resultados en la determinacién de ftalatos'2.

4.4.1 OPTIMIZACION DE LA MEFS
4.4.1.1 Influencia de la temperatura en la extraccion

La temperatura de extraccion juega un papel muy importante en la cinética
de reparto de los analitos entre la fibra y la muestra, un aumento de temperatura
incrementa los coeficientes de difusion de los analitos en la muestra, por lo que
aumenta la cantidad de analitos extraidos %.

En la Figura 18 se muestra la relacion del % de area en funcion de la
temperatura de extraccion. Como se puede apreciar en la figura, un incremento en
la temperatura favorece la cantidad de ftalatos extraidos; esto se observa en el %
de area, ya que a la temperatura de 40 °C el % de area es menor en comparacion
al % de area obtenida a 80 °C. Con base en los resultados obtenidos se eligio la
temperatura de 80 °C para llevar a cabo la extraccion, porque a esta temperatura

la cantidad de analitos extraidos es mayor.
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Figura 18. Relacion del drea en funcién de la temperatura de extraccion
Dimetil ftalato (DMF), Dietil ftalato (DEF), Dibutil ftalato (DBF), Butilbencil ftalato (BBF),
Dietil hexil ftalato (DEHF).

4.4.1.2 Perfil de extraccion

En la Figura 19 se muestra el perfil de extraccién para el yoghurt, puede
observarse en la figura que el tiempo necesario para que el sistema llegue al
equilibrio en algunos de los ftalatos no se alcanza, por lo cual se decidid trabajar
en condiciones de no equilibrio; el tiempo de extraccién que se eligidé fue de 30
min, para no alargar el tiempo de analisis.

En el caso del yoghurt no se realizé el perfil de extraccion hasta 60 minutos
debido a que al pasar mas de 40 minutos el yoghurt empieza a coagularse por
efecto de la temperatura por esta razén la agitaciéon ya no resulta homogénea lo

que trae como consecuencia datos dudosos.
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Figura 19. Perfil de extraccién
Dimetil ftalato (DMF), Dietil ftalato (DEF), Dibutil ftalato (DBF), Butilbencil ftalato (BBF),
Dietil hexil ftalato (DEHF).

4.4.3 Metodologia propuesta para la determinacién de ftalatos en yoghurt

En la Figura 22 se muestra la metodologia propuesta para la determinacién
de ftalatos en yoghurt. Con esta metodologia se realizé la identificacién de los
ftalatos en la muestra de yoghurt por CG-EM.

No obstante, el DOF no logré extraerse; esto se podria deber a que el DOF

no logra volatilizarse 6 bien es muy poca la cantidad que volatiliza, por lo cual la

metodologia propuesta no podra ser aplicable para el DOF.
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*Tiempo de desorcion 10 min

Figura 20, Metodologia para la determinacién de ftalatos en yoghurt

4.4.4 IDENTIFICACION DE FTALATOS EN YOGHURT

En la Figura 21 se presenta el cromatograma del blanco de la fibra (A) y del
analisis de yoghurt (B). Los ftalatos que se identificaron en esta muestra fueron el
DBF y DEHF.

Al igual que en la leche pasteurizada entera, en el yoghurt se encontré la
presencia del DEHF, esto se puede deber a que el material plastico con el que
estan-en contacto estos dos productos es del mismo material (polietileno de alta
densidad); lo que sugiere, que dependiendo del tipo de polimero del que esta
hecho el envase dependera el tipo de plastificante que se utiliza para su

elaboracion.
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Figura 21. Cromatograma, A) Blanco de fibra PDMS; B) Andlisis de yoghurt.

En este caso sélo se realizé la identificacion de los ftalatos en el yoghurt,
debido a que la agitaciéon de la muestra no era la adecuada, por lo tanto habia

variacion en los resultados.
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4.5 DETERMINACION DE FTALATOS EN YAKULT

Al igual que en yoghurt la MEFS se realizé por HS y se utiliz6 la fibra de
PDMS para realizar la MEFS. En este caso no se optimizé la temperatura de
extraccion porque se observé en el andlisis de yoghurt que a 80 °C se logra una
buena extraccién de los ftalatos, por lo que se utilizd esta temperatura para

realizar los analisis.

4.5.1 Perfil de extraccion
En la Figura 22 se muestra el perfil de extraccion de los ftalatos en Yakult.
El tiempo que se escogid para llevar a cabo la extraccion fue de 40 minutos debido

a que en ese tiempo algunos ftalatos alcanzan el equilibrio.

TIEMP O(min)

Figura 22. Perfil de extraccién
Dimetil ftalato (DMF), Dietil ftalato (DEF), Dibutil ftalato (DBF), Butilbencil ftalato (BBF),
Dietil hexil ftalato (DEHF), Dioctil ftalato (DOF).
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4.5.2 Metodologia propuesta para la determinacion de ftalatos en yakult
En la figura 23 se muestra la metodologia que se propone para la
determinacién de ftalatos en yakult. Con esta metodologia se realizd la

identificacién y cuantificacién de ftalatos en yakult por CG-EM.

=

MICROEXTRACCIONHs  CGY/0eCGEM CROMATOGRAMA
4 mL de la muestra en un vial ;Progm:;:e *Interpretacion de los
de capacidad de 10 mL e resultados

. Temperatura inicial: 70 °C
» Temperatura de extraccién: 80 °C por un minuto

*Tiempo de extraccién 40 min ~ Rampa: 10 °C por

i ; minuto hasta una
*Agitacion continda (1200rpm) temperatura final de 280 °C,
*Fibra: PDMS

*Tiempo de desorcién 10 min

Figura 23, Metodologia para la determinacién de ftalatos en Yakult

4.5.3 IDENTIFICACION DE FTALATOS EN YAKULT

En la Figura 24 se muestran los cromatogramas para el blanco de la fibra
PDMS (A) y para el andlisis de Yakult (B), la identificacién se realizé de la misma
forma que en la leche y yoghurt. El ftalato que se identificé corresponde al DBF

como puede observarse en la Figura 21.
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Figura 24. Cromatograma, A) Blanco de fibra PDMS; B) Anilisis de Yakult.

4.5.4 CUANTIFICACION DE FTALATOS EN YAKULT

Para el andlisis de Yakult no se pudo obtener un blanco de matriz, como en
el caso de la leche, debido a que este tipo de producto esta contenido en envase
de plastico, por lo cual el producto se encuentra en contacto con el material
plastico. Debido a lo anterior, la cuantificacion se realizé por adicién patrén (Figura

25).
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Los coeficientes de correlacion (r) de los ftalatos, obtenidos de las curvas
son: 0.9865 para el DEF; 0.9792 para el DBF, 0.2074 para el BBF y 0.6269 DHEF.
Como puede apreciarse la linealidad es aceptable para el DEF y DBF; sin
embargo, no se detectaron el DMF y el DOF en la concentracion a la cual se
realizé la curva.

Para determinar la concentracion del DBF en la muestra, se utilizo la
ecuacion de la recta y se calculé una concentracién de 36.7 + 4.6 ug/L ™con un
coeficiente de variacién del 12.6%. Ademas se calculo la concentracién con la
grafica para lo cual se extrapol6 la linea de tendencia al eje negativo de las “x",

obteniéndose una concentracién de aproximadamente 37 pg/L.

a2

y=0.0193x+ 0.7102
R=9802

AREA RELATIVA

L -]

1
o+
(4]

15 5 35 45 ET

f’ .35 .25 -15

Figura 25. Curva de adiciones patrén del DBF

Y
h

CONCENTRACIIN i)

Se puede observar de la grafica, que los resultados muestran un

comportamiento lineal con un coeficiente de correlacion de 0.9802.
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La Consumer Product Safety Comision (CPSC) estableci6 un nivel
internacional de ingesta diaria de ftalatos que como mediada de seguridad fue de
100 veces mas bajo del que no causa ningln problema en animales de laboratorio
siendo de 150 pg/kg de peso/dia y 70ug/kade peso/dia para efectos carcinogénicos
y endocrinos respectivamente.

Con lo que respecta a las concentraciones encontradas de los ftalatos en
leche y en Yakult, se puede decir que no excede el limite recomendado por la
CPSC, ya que si se toma en cuenta una racién de leche pasteurizada (250 mL), la
cantidad de ftalatos que se ingeriria del DBF es menor a 7.5 pg y menor de 22.5
ug en el caso del DEHF; mientras que , si se consume una raciéon de Yakult (80
mL) la cantidad ingerida del DBF es de aproximadamente 3 pg; por lo cual la
ingesta proveniente de estas fuentes es baja en relacién a la ingesta que se

considera segura.
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5.1 Conclusiones
De los resultados obtenidos en este trabajo se pueden extraer las siguientes

conclusiones:

1. En la determinacion de ftalatos se deben tomar muchas precauciones en la
seleccion del material a utilizar y en su limpieza ya que de lo contrario
pueden aparecer problemas de contaminacién; asi como realizar un blanco
de la fibra para cada analisis, para asegurar que no halla ninguna
contaminacioén de ftalatos.

2. La MEFS puede combinarse muy facilmente con la CG ya que la desorcion
se produce térmicamente en un inyector split/splitiess. De este modo, esta
técnica no precisa del uso de disolventes para llevar a cabo la extraccion y
la desorci6n de los analitos.

3. La metodologia desarrollada por MEFS-CG-EM permite la determinacién de
ftalatos en leche y derivados, no precisa el uso de solventes, el tiempo del
analisis es corto y requiere poca cantidad de muestra.

4. En todas las muestras analizadas de leche y en derivados se identifico el
DBF y sélo en la leche entera y el yogur el DEHF.

5. En el analisis cuantitativo de ftalatos en leche se sugiere realizar curvas de
adicién patron para obtener resultados dentro del intervalo de concentracion

encontrado en las muestras.
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6. Se encontré que probablemente la cantidad de grasa es un factor que

favorece la migracion de los ftalatos del envase al alimento.

. La concentracién de ftalatos calculada en la leche y el Yakult esta por
debajo del nivel internacional de ingesta diaria de ftalatos.

. Existe hasta la fecha incertidumbre y controversia sobre los efectos
crénicos que pudieran ocasionar los ftalatos en especial el DHEF, por
esta razén es de suma importancia adelantarnos al futuro y desarrollar
metodologias en la determinacién de ftalatos en alimentos, porque es un
hecho que existe migracién del envase al alimento.

. Este trabajo es sélo una aportacién de lo mucho que queda por hacer en
cuestion de ftalatos en alimentos ya que como Quimicos de alimentos
tenemos la obligacion de darle al consumidor un producto inocuo que no

atente contra su salud.

TRABAJO FUTURO

Con la finalidad de lograr que el método propuesto sea aplicable para

control de calidad, es necesario que sea evaluado y homologado bajo

criterios que cumplan con los estandares para este tipo de pruebas. Es por

ello que se requiere hacer la validacién formal del método.
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ANEXO|

Cromatograma de la mezcla estandar de ftalatos.

Abundance
50000 1

DBF

] DEF
45000 DEHF
40000 - DMF BBF

35000 -
30000
25000
20000 1
15000 1
10000 1 |y
5000 1

DOF

Time->0 10,00 15.00 20,00 25.00 30.00

Cromatograma del estdndar de Ftalatos. Programa de temperatura; temperatura inicial 70°C durante
un minuto, incrementéndose 10°C/min hasta 280°C durante 8 min.

74



ANEXO

ANEXO Il

Linealidad del método para la determinacion de ftalatos en leche.

DMF y = 0.0037x + 0.0251
R =0.9887
as
< :: e |
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DEF R=0.9948
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: e
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ANEXO

DBF y = 0.0021x + 0.0835
R =0.9475
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y = 0.0002x - 0.0061
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DHEF R = 0.0041
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