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RESUMEN 

Los plásticos o polímeros 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 añaden a los 

plásticos para conferirles elasticidad se encuentran los plastificantes, y los más 

comunes son los ftalatos. Sin embargo, al no estar químicamente ligados los 

ftalatos a la matriz plástica pueden abandonar el material plástico. Varios estudios 

indican que los ftalatos pueden estar asociados con propiedades carcinogénicas y 

con disrupción endócrina. 

Este trabajo consistió en desarrollar una metodología para la determinación de 

ftalatos en leche y algunos derivados. El método que se propuso fue por 

Microextracción en Fase Sólida- Cromatografía de Gases- Espectrometría de Masas 

(MEFS-CG-EM). Se optimizó la técnica de Microextracción en Fase Sólida; la 

optimización consistió en establecer los parámetros de temperatura de extracción, 

tiempo de desorción y tiempo de extracción. Se analizaron diferentes muestras de 

leche y derivados identificándose el dibutil ftalato en todas las muestras, así como 

la presencia del dietil-hexil ftalato en algunas de ellas. La identificación de los 

ftalatos en las muestras se realizó por espectrometría de masas y por 

comparación con estándares. Se cuantificaron los ftalatos presentes en las 

muestras encontrándose que la concentración determinada está por debajo de los 

límites reportados. 
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1.1INTRODUCCION 

INTRODUCCiÓN 

El consumo de plástico como material de empaque, envase y embalaje, se ha 

venido incrementando a nivel mundial por razones muy sencillas, como el costo, 

que es generalmente más económico que otros materiales de empaque utilizados 

tradicionalmente, resistencia de envasado a altas temperaturas, barrera a gases 

como O2 Y CO2, 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 

propósito han sido aprobados por los organismos oficiales de cada nación; aún 

así, es conveniente saber que en cada tipo de material se presentan diferentes 

elementos que migran o pueden migrar al producto. Es en los plásticos donde se 

presenta un mayor número de posibles interacciones de migración, ya que en los 

procesos de polimerización y en los procesos de formación de los envases son 

utilizados diferentes compuestos con el fin de impartirles características 

especiales; de entre los diferentes compuestos que pueden migrar al producto se 

encuentran: monómeros residuales, antioxidantes, lubricantes, catalizadores, 

modificadores de la viscosidad, retardadores a la flama y plastificantes 1. 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 cancerígenos y algunos pueden estar asociados con 

disrupción endócrina3-5 cuando se presenta una migración excesiva de éstos. 
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INTRODUCCiÓN 

Los ftalatos, comúnmente 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 podrían estar 

relacionados con diferentes alteraciones observadas en el sistema endócrino y 

reproductor de algunos seres vivos3-5. En consecuencia, algunos de los ftalatos 

más utilizados han sido incluidos en las listas de contaminantes prioritarios de 

algunos organismos de protección ambiental, por ejemplo, la Agencia Americana 

de Protección Ambiental6 (EPA) y la Unión Europea7 (UE). Hasta el momento sólo 

se han realizado investigaciones para la determinación de estos compuestos en 

agua6
-
12

, por lo que es importante realizar su determinación en alimentos. 
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ANTECEDENTES 

2.1 POLiMEROS y PLASTIFICANTES 

2.1.1 El plástico en la industria de los alimentos 

El uso del plástico como material de envase y empaque ha aumentado a 

nivel mundial en gran parte debido a que su costo es mucho más económico que 

otros materiales de empaque y envase utilizados tradicionalmente. El desarrollo de 

diferentes materiales plásticos, con caracteristicas fisicas de resistencia mecánica, 

apariencia y barrera a gases ha permitido que cada vez un mayor número de 

productos recurran a su utilización haciendo énfasis en la industria de los 

alimentos. Los envases de plástico en comparación con los de vidrio o las latas, 

ofrecen resistencia de envasado a altas temperaturas, alta barrera de humedad y 

barrera a gases como O2, C02 y brindan más beneficios al consumidor final, como 

un manejo más seguro del producto en comparación a la fragilidad del vidrio o la 

posible degradación o descomposición de los alimentos sin la posibilidad de 

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

2.1.2 Plastificantes 

Los poli meros pueden ser clasificados en dos tipos de acuerdo a sus 

propiedades mecánicas: hules y termoplásticos. Los primeros son polímeros 

suaves y elásticos, en cambio, los termoplásticos son plásticos rígidos. 

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

vuelven hules. Esta temperatura es llamada temperatura de transición vítrea (Tg). 
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ANTECEDENTES 

Existe una alternativa para obtener polímeros con propiedades intermedias a las 

del termoplástico y del hule; ésta consiste en añadir al termoplástico cierta 

cantidad de moléculas entre las cadenas poliméricas, lo que provoca el aumento 

en su movilidad. Estas pequeñas moléculas de aditivo son llamadas plastificantes. 

Un plastificante es aquella sustancia no reactiva que se le añade al 

termoplástico para aumentar su flexibilidad. Un plastificante tiene como efecto 

principal abatir la temperatura de Tg. Los plastificantes son moléculas orgánicas 

de bajo peso molecular y que presentan una Tg próxima 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 plástico 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 migración del plastificante produce dos problemas: 

problemas ambientales y a la salud; y pérdida de las propiedades plásticas del 

material13
. 

Entre los plastificantes se encuentran los del tipo de ésteres de ácido ftálico 

o ftalatos, diéster alifático, trimetilato de trialquilo, fosfato de trialquilo. Los más 

utilizados son los ftalatos debido a que su precio es en comparación a los otros 

plastificantes más 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 protección 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 básicamente: 

permeación, absorción y migración. Los materiales que se utilizan para envase 

han sido aprobados por los organismos oficiales de cada nación, por ejemplo la 

Administración para Alimentos y Medicamentos (FDA) de los Estados Unidos 

encargada de establecer regulaciones para los productos alimenticios y sus 

derivados; aun así, es conveniente saber que en cada tipo de material se 

presentan diferentes elementos que pueden migrar al producto. 

2.2 FTALA TOS 

Los ftalatos consisten en pares de ésteres sobre un anillo de benceno; 

estos compuestos se utilizan como plastificantes en la manufactura de muchos 

plásticos, sobre todo del cloruro de polivinilo (PVC), por lo que su uso actualmente 

está muy extendid014
. 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 películas fotográficas. 

9 
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Los ftalatos principalmente utilizados como plastificantes en la fabricación 

de envases para alimentos son: dietil-hexil ftalato (DEHF), dibutil ftalato (DBF), 

butilbencil ftalato (BBF), di-isononil ftalato (DINF). 

La utilización de algunos de los ftalatos está en controversia debido a que 

varios estudios han indicado que podrían estar relacionados con diferentes 

alteraciones observadas en el sistema endocrino y reproductor de algunos seres 

vivos. En la Agencia Americana de Protección Ambiental (EPA) se establece que 

la concentración máxima admisible (MAC) en agua de consumo para el DEHF, el 

ftalato más utilizado, es de 6 Ilg/L. La Unión Europea en cambio, aún no ha 

establecido ninguna concentración máxima 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 sólo en animales de laboratorio; 

estos compuestos han mostrado ser tóxicos principalmente por su acción 

carcinogénica y su capacidad de producir disrupción endócrina masculina debido a 

su acción antiandrógenica que actúa directamente sobre la testosterona4
.
15

; 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 Comisión Europea pidió a los estados miembros 

que prohibieran la comercialización de determinados juguetes y artículos de 

puericultura hechos con PVC16 (hasta conocer la cantidad de ftalatos que pudieran 

10 



ANTECEDENTES 

migrar de los juguetes y demostrar los efectos que ocasionan los ftalatos en la 

salud) esto impulsado porque habría la posibilidad de que los niños se metieran 

los juguetes a la boca y al chuparlos podrian desprenderse los ftalatos de la matriz 

plástica; En Estados Unidos sucedió lo mismo y las grandes jugueterías han 

retirado del mercado los juguetes hechos con PVC. En México, la Secretaría de 

Salud recibió recomendaciones de organizaciones no gubernamentales para 

modificar la norma relacionada con la fabricación de juguetes. 

La Consumer Product Safety Comisión (CPSC) estableció un nivel 

internacional de ingesta diaria de ftalatos que como mediada de seguridad fue de 

100 veces más bajo del que no causa ningún problema en animales de laboratorio 

siendo de 150 Ilg/kg de peso/día y 70llg/kgde peso/día para efectos carcinogénicos 

y endocrinos respectivamente17
. 

Sin embargo, la exposición a ftalatos por la vía de los alimentos contenidos 

en envases plásticos también es posible, debido a que se favorece la migración en 

medios orgánicos. 

En la Tabla I se muestra las estructuras químicas de los ftalatos más 

comunes y utilizados en la investigación 

TABLA l. FfALATOS 

1

1 I - . 
NOMBRE ESTRUCTURA I IONES CARACTERISTICOS 

(mIz) 
! ! 

Dimetil ftalato (DMF) 
PM:194 

C,oH100 4 

11 

163,194 



Dietil ftalato (DEF) 
PM:222 

C12H1.O. 

Dibutil ftalato (DBF) 
PM:278 
C1sH220. 

Butilbencil ftalato 
(BBF) 

PM:318 
C19H260. 

Dietil-hexil ftalato 
(DEHF) 
PM:390 
C2.H380. 

Dioctil ftalato (DOF) 
(DEHF) 
PM:390 
C2.H380. 

TABLA l. FfALATOS 

ANTECEDENTES 

149,177 

205,223 

149,91 

149,167 

149,279 

Ola Espectrometria de masas es una técnica analítica basada en la posibilidad de separar especies 
según su masa, o más propiamente, de acuerdo con la razón masa a la carga miz. En la ionización por impacto 
electrónico, se bombardea la molécula con un haz de electrones de alta energía. Un electrón de este tipo puede 
arrancar un electrón de un enlace, creando un catión radical. 

2.3 LECHE Y PRODUCTOS LACTEOS 

2.3.1 Leche 

La leche se define como la secreción de la glándulas mamarias de las 

vacas sin calostro, que se obtiene del ordeño manual o mecánico de una o mas 

12 
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vacas 18. 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 proteínas de alta calidad que proporcionan los diez aminoácidos 

esenciales, contribuye a la ingesta calórica diaria total, como también, aporta 

ácidos grasos esenciales, inmunoglobulinas, y otros micronutrientes 19. 

En la Tabla 11 se muestra la composición de la leche por cada 100 gramos. 

TABLA 11. COMPOSICIÓN DE LA LECHE 

2.3.2 YOGHURT 

El yoghurt natural se define como el producto lácteo preparado a partir de 

leche entera, parcial o totalmente descremada, enriquecida en extractos secos por 

medio de la concentración de ésta o agregando leche en polvo, tratada 

térmicamente y coagulada biológicamente por la fermentación obtenida de la 

siembra en simbiosis de los fermentos lácteos LactobaciJlus delbruekii subsp. 

bulgaricus y Streptococcus thermophi/uSLo. 

En la Tabla 111 se muestra las especificaciones flsicas y químicas que tiene 

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

13 



TABLA III. CARACfERÍSTICAS DEL YOGHURT 

• Subtipo a Leche 

ESPECIFICACIONES entera 

Grasa % 
Sólidos no grasos de 

leche % 

2.3.3 YAKULT 

• Max 

.al 
10.5 

0.8 1.8 

Subtipo b Leche 
parcialmente 
descremada 

Min Max 

12.0 

0.8 1.8 

ANTECEDENTES 

Subtipo c Leche 
descremada 

Min Max 

12.5 

0.8 1.8 

En 1930 el Doctor Minoru Shirota aisló lactobacilos a partir del intestino 

humano y tras varias investigaciones y selecciones logró fortalecerlos, haciéndolos 

resistentes a los jugos gástricos y biliares, los nombró Lactobacil/us case; 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 dedicó a desarrollar una bebida láctea a la que le pudiera 

adicionar el L. case; Shirota; así, en 1935 surgió la bebida láctea fermentada 

Yakult; este producto contiene cepas de Lactobacil/us case; que han mostrado su 

eficacia frente a infecciones intestinales en niños producidas por rotavirus, y tienen 

efectos antitumorales en ratón21
. 
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2.4 EXTRACCiÓN 

Para poder llevar a cabo el análisis de un determinado analito muchas 

veces es necesario realizar una serie de pasos para poder tener el ana lito de 

interés libre de otros compuestos para su análisis. Frecuentemente esto se lleva a 

cabo efectuando un paso de extracción que puede ser extracción líquido-líquido, 

extracción en fase sólida o extracción por fluido supercrítico entre otros, en el cual 

se utilizan disolventes orgánicos que pueden resultar tóxicos y de alto costo; por 

otro lado estas técnicas de extracción requieren de largos tiempos de preparación. 

Hoy en día una técnica para la extracción de compuestos volátiles y semivolátiles, 

en muestras líquidas, sólidas o gaseosas, para análisis por cromatografía de 

gases (CG), cromatografía de gases-espectrometria de masas (CG-EM), o 

cromatografía de líquidos de alta eficiencia (CLAE) es la Microextracción en Fase 

Sólida (MEFS)22. 

2.5 MICROEXTRACCIÓN EN FASE SÓLIDA 

La MEFS se basa en la extracción de los analitos de la matriz de la muestra 

mediante una fibra de sílice fundida que está recubierta de un adsorbente, en la 

mayoría de los casos polimérico, seguida de la desorción de los analitos mediante 

temperatura o un disolvente orgánic023. El pequeño tamaño de la fibra y su 

geometría cilíndrica permiten incorporarla en una jeringa. 

15 
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De esta forma, se facilita su manipulación 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. 

"" ... bar do.}IIII1Da 

1bmll1ode ...... 
RollUlllen_doZ 

v-.. .,. 

Yuole_ I 

~ 

,. 
o Fibre do oIlioo 

Figura 1. Dispositivo comercial para la MEFS 

El principio en el que se basa la MEFS generalmente es la partición de los 

analitos entre la matriz de la muestra y el recubrimiento de la fibra22
. Así, 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 extracción se considera 

completa cuando la concentración del analito ha alcanzado el equilibrio de 

distribución entre la muestra y la fibra. 

Existen básicamente dos modos de extracción 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 extracción. 

16 



..1' e) 

B) 

Figura 2. Esquema del proceso MEFS-CG, A) Inmenióo directa, 
B) MEF8-US, C) Desorci6n térmica en CG 

ANTECEDENTES 

La MEFS puede llevarse a cabo mediante el fenómeno de absorción y/o 

adsorción, esto dependerá de la fibra que se utilice para realizar la MEFS. El 

modelo matemático que explica la dinámica del proceso de absorción cuando la 

fibra se introduce directamente en la muestra fue desarrollado por Louch et al.24 y 

en él se confirma la relación lineal que existe entre la cantidad de analito 

absorbida por la fibra en el estado de equilibrio y la concentración de éste en la 

muestra. Esta afirmación se muestra reflejada en la siguiente ecuación: 

K ... VeCo V. 
n=----

Krs Vc+ V. 
(1 ) 

donde n son los moles de analito absorbidos por la fibra, V, y Va son los volúmenes 

de fibra y de muestra respectivamente, Kts es el coeficiente de partición del analito 

entre la fibra y la muestra y Co es la concentración inicial de ana lito en la muestra. 
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En la ecuación (1) se asume que la matriz de la muestra es una única fase 

homogénea y no se considera el efecto del HS. El modelo matemático 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 extracción por inmersión pero teniendo 

en cuenta una tercera fase gaseosa22,24-26. En las condiciones de trabajo de la 

MEFS, generalmente se cumple que Vs»Kfs V, ya que en la mayoría de los casos 

V, es mucho más pequeño que Vs por lo que la ecuación (1) se simplifica en la 

ecuación (2). 

n=Kr. VrCo (2) 

La extracción sin embargo, puede también llevarse mediante un proceso de 

adsorción por lo que en estos casos el modelo matemático que explica el proceso 

de extracción es ligeramente diferente. La ecuación que define el proceso de 

adsorción es la (3). 

Kr.D Vr Co V, (Crmax - Cr) 
n = - ----"-----"-

K.. Vr + V.(Cr_ - Cf) 
(3) 

donde Kfs o es el coeficiente de distribución del anal ita entre la muestra y la 

superficie de la fibra, C, es la concentración final del anal ita en la superficie de la 

fibra y C, max es la concentración máxima de analito en la superficie de la fibra, los 

demás parámetros son los mismos que aparecen en la ecuación (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 extracción. 

Entre estas variables se encuentra la agitación de la muestra, que 

incrementa la difusión 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 parámetros importantes son el tiempo y la temperatura de extracción, 

pH y fuerza iónica. 

La forma más habitual de llevar a cabo la desorción de los analitos es 

térmicamente en el inyector de un cromatógrafo 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 analítica por el flujo del gas portador. En la 

ecuación (4) se puede observar cómo disminuye en forma logarítmica el 

coeficiente de partición al aumentar la temperatura22
: 

logKr. = a(lff) + b (4) 

donde Kfs es el coeficiente de partición del analito entre la fibra y la muestra 

líquida, a y b son dos constantes y T es la temperatura. 

La microextracción en fase sólida se puede combinar muy fácilmente con la 

cromatografía de gases de forma que la desorción se produce térmicamente en un 

inyector splitlsplitles~2. 
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De este modo, esta técnica no precisa del uso de disolventes orgánicos para llevar 

a cabo la extracción y la desorción de los analitos, siendo ésta una de las mayores 

ventajas que presenta la técnica. 

2.4.2 Fibras utilizadas en la MEFS 

Actualmente 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 políacrilato (PA) pero los tipos de recubrimientos han 

ido aumentando progresivamente y actualmente cubren un amplío conjunto de 

aplicaciones. Las fibras de PDMS, que es un polímero líquido, son las más 

utilizadas ya que fueron las primeras fibras introducidas para MEFS. Estas 

fibras son las más adecuadas para los analitos apolares aunque, en algunos 

casos, también pueden ser usadas para la determinación de analitos con cierta 

polaridad. Las fibras de PA, en cambio, son adecuadas para analitos polares y, 

aunque el recubrimiento es un polímero sólido, 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 y 

son las utilizadas en la mayoría de las aplicaciones de la MEFS. No obstante, 

en algunos casos la interacción entre los analitos y las fibras comerciales no es 
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muy elevada o bien aparecen problemas de contaminación debidos al proceso 

de fabricación así como problemas de repetibilidad entre las fibras 3
O-

31
• 

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 extracción de los analitos de interés y/o disminuir la vida de 

la fibra22
, el pH es otro factor que hay que considerar en el desgaste de la fibra, 

cuando la extracción se realiza por inmersión no es recomendable trabajar a pH $ 

2. 
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3.1 MATERIALES Y REACTIVOS 

Se utilizó una mezcla estándar de ftalatos: dimetil ftalato (DMF), dietil ftalato 

(DEF), dibutil ftalato (DBF), butilbencil ftalato (BBF), dietil-hexil ftalato (DEHF) y 

dioctil ftalato (DOF) en una concentración de 2000 flg/mL en metanol (Supelco 

Park, Bellefonte USA). 

Como estándar interno se utilizó Dipropil ftalato (DPF) grado analítico 

(Sigma-Aldrich, Steinheim Alemania). 

Para la extracción de los compuestos a analizarse se utilizó un dispositivo 

de Microextracción en Fase sólida con fibras de polidimetilsiloxano-divinilbenceno 

(PDMS-DVB, 65 flm) y de polidimetilsiloxano (PDMS, 100 flm). (Supelco Park, 

Bellefonte USA). 

Además se utilizaron los siguientes reactivos, materiales y equipos: 

- Ácido Clorhídrico y metanol grado analítico (J .T Baker, México). 

- Viales de capacidad de 4 y 10 mL con tapón de rosca de baquelita 

horadada y septum de tetlón (Supelco Park, Bellefonte USA). 

- Termómetro -5 a 100 oC (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). 

- Centrífuga modelo A3076X24 (lnternational instrument, USA). 
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3.2 MUESTRAS 

TABLA IV. MUESTRAS 
I POLlMERO QUE 

PRODUCTO MARCA PRESENTACiÓN I 
INTERACTUA 

I : CON EL 
, ALIMENTO 

Leche 
ultrapasteurizada Alpura 2000 Tetra brik, un litro Polietileno baja 
parcialmente densidad 
descremada 
Leche Polietileno baja 
ultrapasteurizada Alpura 2000 Tetra brik, un litro 
descremada 

densidad 

Leche pasteurizada Al-Día 
Envase rígido de Polietileno alta 

entera un litro densidad 

Yoghurt Activia (Danone) Envase rígido de Polietileno alta 
250Q densidad 

Producto lácteo Yakult 
Envase rígido de Poliestireno de 

fermentado 80mL imoacto 

3.3 LIMPIEZA DEL MATERIAL DE VIDRIO 

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

diferentes disolventes orgánicos. Para evitar contaminación del material de vidrio 

con ftalatos y prevenir falsos positivos en el análisis, se lavó el material de vidrio 

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

aluminio y se colocó en un horno a 100 oC durante 24 horas; exceptuando el 

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

El propósito de establecer condiciones cromatográficas, se debe 

básicamente a dos factores: primero obtener una buena separación (resolución) 

de los picos cromatográficos y segundo llevar a cabo el análisis en el menor 

tiempo posible. 

Se utilizó un cromatógrafo de gases HP 5880A equipado con un sistema de 

inyección de división de flujo y sin división de flujo (splitlsplitless) y detector de 

ionización de flama (FID). La columna utilizada fue de sílice fundida HP 5% metil-

fenil-silano (30 m X 0.25 mm X 0.25 ~m). El modo de inyección fue split, el gas 

acarreador fue hidrógeno con un flujo de 1 mUmin, en todos los casos se inyectó 

1 ~L de una disolución estándar de ftalatos en metanol a una concentración de 1 

mg/mL. La temperatura del inyector fue de 250 oC y la del detector 280 oC. 

Programas de temperatura estudiados: 

Programa 1. Temperatura inicial 70 oC, durante 1 min, incrementándose la 

temperatura a 20 °C/min hasta una temperatura final de 280 oC y 

manteniéndola durante 5 mino 

Programa 2. Temperatura inicial 70 oC, durante 1 min, incrementándose la 

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

manteniéndola durante 8 mino 
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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 desorción 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 inyección del CG y dejar expuesta la fibra dentro del inyector. En el 

caso de la fibra PDMSIDVB permanece introducida durante 60 min en el inyector a 

260 oC, yen el caso de la fibra PDMS permanece introducida durante 60 min en el 

inyector a 250 oC; una vez que se llevó a cabo el acondicionamiento de la fibra es 

conveniente realizar un blanco de ésta en el CG para asegurarnos que la fibra 

está limpia. 

3.6 DETERMINACIÓN DE FT ALA TOS EN LECHE 

3.6.1 Preparación de la muestra de leche 

Con la finalidad de eliminar las proteínas de la leche para evitar que 

disminuya la vida de la fibra 22 y además prevenir reacciones de Maillard que 

pudieran interferir en el análisis (la reacción de Maillard en la leche se inicia con el 

grupo aldehído de la lactosa y con el grupo E-amino de la lisina provocada por el 

calentamiento29
), se le dio un tratamiento previo a la leche, el cual consistió en 
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ajustar el pH de la leche y aplicarle un tratamiento térmico, posteriormente se 

centrifugó. 

Para realizar cada uno de los análisis en la determinación 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 al10 % y se calentó a una temperatura de 80 ± 2 oC 

durante 3 min; posteriormente se centrifugó 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 cerró con un tapón de rosca de bakelita horadado con 

septum de tetlón. 

3.6.2 OPTIMIZACiÓN DE LA MEFS 

La leche utilizada para la optimización de MEFS fue leche bronca, debido a 

que al no estar en recipientes o contenedores plásticos no presenta contaminación 

con ftalatos y se le adicionó la mezcla estándar de ftalatos a una concentración de 

1 mglmL, antes de realizarle el tratamiento previo (ver sección 3.6.1). 

En la MEFS es muy importante utilizar agitación porque así se logra 

disminuir el efecto causado por la zona estática que se forma alrededor de la fibra 

y que disminuye la velocidad de extracción, ya que los analitos deben ser 

transportados desde la matriz de la muestra hasta el HS y de allí hacia la fibra; o 

bien, de la matriz a la fibra en el caso de inmersión y por ello es necesario utilizar 
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un sistema de agitación que facilite la difusión de los analitos hacia la superficie de 

la fibra22
. Debido a lo anterior todos los experimentos se realizaron con agitación 

constante a 1200 ± 20 rpm. 

En todos los análisis realizados antes de llevar a cabo la MEFS, con el 

objetivo de igualar la temperatura del baño a la del vial, el tiempo de equilibrio fue 

de 10 minutos a 60 oC. 

Todos los análisis realizados en la optimización de la MEFS se llevaron a 

cabo por CG y la MEFS se llevó a cabo por inmersión (Figura 3). 

Termómetro --
Dispositivo de MEFS 

Fibra 
Baño maria 

Muestra 

Parrilla de calentamiento 
con agitador mag¡ético 

Figura 3. Equipo utilizado para la MEFS por inmersión 
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3.6.2.1 Tiempo de desorción 

Es importante determinar el tiempo de desorción de los analitos, el tiempo 

debe ser el adecuado para que la desorción de los analitos de la fibra sea 

completa y no se presente el efecto memoria (carry-over effect). 

Los tiempos de desorción estudiados fueron 5 y 10 min; la MEFS se realizó 

durante 20 min a 40 oC. Finalizado el tiempo de desorción estudiado; la aguja del 

dispositivo de MEFS se introdujo dentro de un vial (de tapa de rosca de bakelita 

horadada con septum de teflón) perfectamente limpio durante el tiempo que duro 

el análisis cromatografico; posteriormente se volvió a inyectar la aguja en el puerto 

de inyección y se dejo expuesta la fibra dentro del inyector durante 5 min y 

nuevamente se llevó acabo el análisis cromatografico. 

3.6.2.2 Determinación de la temperatura de extracción 

Para la determinación de la temperatura de extracción se realizaron 

experimentos a 40, 50 Y 60 oC ± 2 oC, la MEFS se realizó durante 30 min y tiempo 

de desorción de 10 mino 

3.6.2.3 Perfil de extracción 

Los tiempos de extracción estudiados fueron 10,20, 30,40, 50 Y 60 min, la 

temperatura de extracción fue de 60 oC y el tiempo de desorción fue de 10 mino 
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3.6.2.4 Influencia del pH en la extracción 

El pH en la preparación de la muestra fue de 4, 5 Y 7, la leche fue 

preparada como se indica en la sección 3.6.1 ajustando el pH al de estudio; la 

MEFS se realizó durante 30 min, con una temperatura de extracción de 60 oc y 

tiempo de desorción de 10 mino 

3.6.3 LINEALIDAD DEL MÉTODO 

Para realizar la linealidad del método se utilizó leche bronca preparada de 

la misma forma como se indica en la sección 3.6.1 y la MEFS se realizó bajo las 

condiciones optimizadas. Para ello se adicionó la mezcla estándar de ftalatos en la 

leche bronca a concentraciones de 30, 60, 90, 120, 150, 180 Y 210 J.1g/mL 

respectivamente utilizando como estándar intemo al dipropil ftalato (DPF) a una 

concentración de 120 J.1g/mL. 

La MEFS se realizó durante 30 min, a una temperatura de extracción de 60 

oC y tiempo de desorción de 10 mino 

Para el análisis se utilizó un cromatógrafo HP modelo 5890 equipado con 

un inyector splitlsplitless, la temperatura del inyector fue de 250 oC. La columna 

capilar utilizada fue de sílice fundida HP 5 % metil-fenil-silano (30 m X 0.25 mm X 

0.25 J.1m). El programa de temperatura utilizado: temperatura inicial 70 oC, durante 

1 min, incrementándose la temperatura a 10 °C/min hasta una temperatura final de 

280 oC y manteniéndola durante 7 mino 
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El modo de inyección fue splitless (1 minuto), el gas acarreador fue He con flujo de 

1 mUmin, El cromatógrafo está acoplado a un detector selectivo de masas HP 

5971 . La temperatura de la línea de transferencia fue de 280 oC, la de la fuente de 

ionización 175 oC, analizador (cuadrupolar) 150 oC y el detector 75 oC. Los 

análisis se realizaron por impacto electrónico (70 eV)o Se utilizó el modo 

"Monitoreo Selectivo de Iones· (SI M), los iones fragmento utilizados para el 

análisis se muestran en la Tabla 1, en el caso del DPF los iones fragmento 

utilizados fueron 149 y 191 a 2.8 ciclos S·l . 

3.6.4 Identificación y cuantificación de los ftalatos en las muestras de leche 

La identificación 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 sección 3.6.1; posteriormente se realizó la MEFS, utilizando las 

mismas condiciones de extracción de la sección 3.6.3. 

La identificación se realizó comparando los tiempos de retención de los 

ftalatos obtenidos de las muestras con los tiempos de retención de la mezcla 

estándar de ftalatos asl como sus espectros de masas con los de la biblioteca 

NIST (Nationallnstitute of Standar and Tecnology) del espectrómetro de Masas. 

Para la cuantificación, las muestras de leche estudiadas fueron preparadas 

de la misma forma como se indica en la sección 3.2 a las cuales se les adiciono el 

estándar interno (DPF) a una concentración de 120 J.1g/mL; la MEFS se realizó 
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utilizando las mismas condiciones de extracción de la sección 3.6.3. Se realizó por 

triplicado la cuantificación para cada una de las muestras. 

3.7 DETERMINACiÓN CUALITATIVA DE FTALATOS EN YOGHURT 

Para la determinación de ftalatos en yoghurt; la MEFS se realizó por HS 

(Figura 4), la fibra utilizada fue de PDMS y las extracciones se llevaron a cabo con 

agitación constante a 1200 ± 20 rpm. 

Los análisis realizados para el perfil de extracción y la influencia de la 

temperatura de la extracción se llevaron a cabo por CG-EM. 

En todos los casos se transfirieron 4 9 de yoghurt; al cual se le adicionó la 

mezcla estándar de ftalatos a una concentración de 1 mg/mL, junto con un 

microagitador a un frasco vial de 10 mL de capacidad, el vial se cerró con un tapón 

de rosca de bakelita horadado con septum de teflón y se calentó en un horno a 80 

oc durante 10 mino 

Termómetro _ 

Fibra 
---+- Bañ o m ari a 

Muestra 

Parrilla de calentamiento 
con agitador magnético 

Figura 4. Equipo utilizado para la MEFS por HS 
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Para la determinación de la temperatura de extracción se realizaron 

experimentos a 40, 60 Y 80 ± 2 oC; la MEFS se realizó durante 30 min y el tiempo 

de desorción fue de 10 mino 

3.7.1.2 Perfil de extracción 

Los tiempos utilizados para realizar el perfil de extracción fueron 10, 20, 30 

y 40 min, a una temperatura de extracción de 80°C y el tiempo de desorción fue de 

10 mino 

3.7.2 IDENTIFICACiÓN DE LOS FTALATOS EN YOGHURT 

Se transfirieron 4 9 de yoghurt junto con un microagitador a un frasco vial 

de 10 mL de capacidad y se calentó en un horno a 80 oC por 10 minutos; 

posteriormente se realizó la MEFS con las condiciones optimizadas: tiempo de 

extracción de 30 min, temperatura de extracción de 80 oC y tiempo de desoreión 

de 10 mino La identificación se realizó comparando los tiempos de retención de los 

ftalatos obtenidos de las muestras con los tiempos de retención de la mezcla 

estándar as! como sus espectros de masas con los de la biblioteca NIST del 

espectrómetro de Masas. 
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3.8 DETERMINACiÓN DE FTALATOS EN YAKULT 

En la determinación de ftalatos en Yakult; la MEFS se realizó por HS, la 

fibra utilizada fue de PDMS y las extracciones se llevaron a cabo con agitación 

constante a 1200 ± 20 rpm. Los análisis se llevaron a cabo por CG-EM. 

En todos los análisis realizados antes de llevar a cabo la MEFS, el tiempo 

de equilibrio fue de 10 min a 80 oC, con el objetivo de igualar la temperatura del 

baño a la del vial. 

3.8.1 Perfil de extracción 

Se transfirieron 4 mL de Yakult en el cual se le adicionó la mezcla estándar 

de ftalatos a una concentración de 500 Ilg/mL junto con un microagitador a un 

frasco vial de 10 mL de capacidad y se cerró con un tapón de rosca de baquelita 

horadado con septum de teflón. 

Los tiempos de extracción estudiados fueron 5, 10,20,30,40,50 Y 60 min, 

a una temperatura de extracción de 80 ± 2 oC y el tiempo de desorción fue de 10 

mino 

3.8.2 Identificación de los ftalatos en Yakult 

La identificación de ftalatos se realizó 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 extracción de 80 oC y 

un tiempo de desoreión de 10 mino 
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la identificación se realizó comparando los tiempos de retención de los 

ftalatos obtenidos de las muestras con los tiempos de retención de la mezcla 

estándar así como sus espectros de masas con los de la biblioteca NIST del 

espectrómetro de Masas. 

3.8.3 Cuantificación de ftalatos en Yakult 

la cuantificación se realizó por curva de adición patrón, 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 procedió a realizar las adiciones de la mezcla estándar de 

ftalatos, éstas fueron 0, 10, 20, 30, 40, 50 ¡lg/ml respectivamente; se utilizó al 

DPF como estándar interno a una concentración de 25 ¡lg/mL. la determinación 

se realizó por triplicado. 

la MEFS se realizó utilizando las mismas condiciones de extracción de la 

sección 3.8.2. 
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RESULTADOS Y DISCUSiÓN 

4.1 DETERMINACiÓN 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 análisis del programa de temperatura I es más rápido en 

comparación con el programa 11 sin embargo, al realizar el análisis la resolución de 

los picos cromatograficos no era muy buena en comparación a la obtenida en el 

programa 11. 

Tabla V. PROGRAMAS DE TEMPERATURA 

Debido a lo anterior se optó por utilizar el programa de temperatura 11 para 

el análisis de los compuestos en estudio. 
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4.2 TIEMPO DE DESORCIÓN 

El objetivo de determinar el tiempo de desorción es el de encontrar el 

tiempo adecuado en el cual se desorban de la fibra los analitos extraídos, de no 

ser así puede ocurrir lo que se denomina efecto memoria, lo cual afectaría a la 

siguiente extracción donde pueden aparecer compuestos que no pertenecen al 

análisis que se esta llevando a cabo sino al análisis anterior. 

En la figura 5 se muestran los cromatogramas obtenidos para los diferentes 

tiempos de desorción, los cuales fueron realizados como se indica en la sección 

3.6.2.1. 

El cromatograma B corresponde al tiempo de desorción de 5 minutos y el 

cromatograma C al tiempo de desorción de 10 minutos. En el cromatograma B, se 

observa que no son suficientes 5 minutos para llevar a cabo la desorción ya que el 

DEF, el DBF y el DEHF todavía están presentes en la fibra; en cambio en el 

cromatograma C, se aprecia que con 10 minutos de desorción el DEF y el DEHF 

han sido desorbidos de la fibra pero no así el DBF; esto se debe a que la fibra 

presenta una pequeña contaminación del DBF, la cual se observa en el blanco de 

la fibra (Cromatograma A). Con base en los resultados obtenidos se decidió 

realizar la desorción de los analitos extraídos durante 10 min, en toda la 

investigación. 

39 



800 
700 
600 
500 

A) Blanco de fibra 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

400 ~ 
300 r-··· .. ..-L ---. ___ _ 
200+---------~-~~~~--

'00 
Time··~ -'-----:,:-:0"".:=:00::::---=-'5=-.'=0:::::0---::2::::0:r:.0::::0:-----:2:::5::r.0=-0::::---:::30='.00 

B ) T iempo de desorción 5 minutos 

BOO 
700 
600 
500 
400 
300 

200 r----------'---
'00 

DBF 

Time··~ , 0.00 15.00 20.00 25.00 30.00 

BOO 
700 
600 
500 
400 
300 
200 
100 

C)Tiempo de desorción 10 minutos 

DBF 

T ime··~ -'-----:':-:0"".:::::0:=:0---:-1 =-5.'=00::::--.........,,2::::0:r:. 0::::0:-----:2:::5::r. :=:00::::---;;30~. 00 

Figura S. Cromatograma, A) Blanco de fibra B) S min de desorción, C) 10 min de desorción. 
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4.3 DETERMINACiÓN DE FTALA TOS EN LECHE 

4.3.1 OPTlMIZACION DE LA MEFS 

4.3.1.1 Determinación de la temperatura de extracción 

Los resultados obtenidos para la determinación de la temperatura de 

extracción se muestran en la Figura 6, donde se grafican el % de área en función 

de la temperatura de extracción para cada uno de los ftalatos. Como puede 

observarse a medida que se incrementa la temperatura el % de área aumenta, 

apreciándose que con una temperatura de 60 oC se logra una mejor extracción de 

los ftalatos. 

~ 
a: 
c( 

~ o 

50.00 

45.00 

40.00 

35.00 

30.00 

25.00 

20.00 

15.00 

10.00 

5.00 

0.00 

[JAF a:F DBF B8F CEHF OOF 

Figura 6. Influencia de la temperatura en la extracci6n de ftalatos en leche 
Dlrnelil ftaIato (DMF), DietO ftalato (DEFI, Dibutil ftalato (DBFI, Butilbencll ftalato (BBFI. 

Dietil hexll ftalato (DEHFI, DIoctiI ftalato (DOFI. 
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4.3.1.2 Determinación del perfil de extracción 

El tiempo de extracción en MEFS es un parámetro muy importante a tener 

en cuenta. Al desarrollar un método analítico basado en MEFS se debe determinar 

el tiempo necesario para llegar al estado de equilibrio que es característico de 

cada analito-fibra e intentar trabajar en esas condiciones. Sin embargo, para 

algunos compuestos el tiempo necesario para llegar a esta situación es muy 

elevado por lo que generalmente se opta por trabajar en condiciones de no 

equilibrio y se seleccionan tiempos de extracción inferiores para no alargar el 

tiempo de análisis, en esta situación se requiere controlar estrictamente el tiempo 

de extracción ya que pequeñas oscilaciones en la medida del tiempo pueden 

variar de forma considerable la cantidad de ana lito extraída22, 30-31 . 

En la Figura 7 se muestra el perfil de extracción obtenido para los ftalatos 

en leche. Como se observa en la figura, a medida que se incrementa el tiempo de 

extracción el % de área de los ftalatos incrementa y se llega a un valor de área en 

el cual ya no varía con respecto al tiempo porque la cantidad de analito extraído se 

mantiene constante, es entonces cuando se ha llegado al equilibrio. Por lo tanto 

en la mayoría de los ftalatos estudiados se alcanza el equilibrio en un intervalo de 

tiempo entre 30 y 45 minutos. 

Debido a estos resultados se eligió un tiempo de 30 minutos de extracción, 

para realizar la determinación de ftalatos en la leche. 
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Gr-~~~--------------~--------------------
-o-EIF 

~--G--~----~--~---~--~---~--~------~---m---o-aF 

Figura 7. Peñd de extracción de ftalatos en leche 
Oimetil ftalato (OMF), Oietll ftalalD (OEF), Oibutll ftalato (OBF), Butllbenc:il ftalalD (BBF), 

Oietil hexil ftalato (OEHF), Oloc:tll ftalato (DOF). 

4.3.1.1nfluencia del pH en la extracción 

En la Figura 8 se muestra la relación que guarda el % de área en función 

del pH de preparación de las muestras de leche. Como puede observarse a 

medida que se incrementa el pH el % de área disminuye. De acuerdo a estos 

resultados se decidió utilizar el pH de 4 para realizar la microextracción. 
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Figura 8. Determinación del pH de extracción 
DimetiI ftalato (DMF). Dietil ftalato (DEF). Dibutil ftalato (DBF). Butilbencil ftalato (BBF). 

Dietil hexil ftalato (DEHF). DioctiI ftalato (DOF). 

4.3.2 Metodología propuesta para la determinación de ftalatos en leche 

Con base en los resultados obtenidos de la optimización de la MEFS. en la 

Figura 9 se muestra la metodología que se propone para la determinación de 

ftalatos en leche. Con ésta metodología se realizó la identificación y cuantificación 

de los ftalatos en las muestras de leche por CG-EM. 

44 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

MICROEX1RACaON CG y/oCO·EM CROMATOGRAMA 
MUESTRA CENTRlFUGAClON INMERSIÓN 'Intet]l"etaciáJ de los 

'10 mI de '3600 r¡m por \DI '3 mL del suero • Programa de resullaoo. 

muestra tiempo de 5 minutos en 111 vial de capacidad temperatura: 
de4mL Temperatura inicial: 

'Ajustar pH a • Temperatura de 70 oC por un minuto 
4, HClal extracciáJ: 6 o oC Rampa: 10°C por 
10% ·nempo de extracciáJ minuto hasta una 
'Temperatura 30 minutos temperatura fina I de 
80 oC por 3 'AgilaciáJ constante 280°C. 
minutos (12OOrpm) 

'Filn: PDMSIDVB 

Figura 9. Metodología para la determinación de ftalatos en leche 

4.3.3 IDENTIFICACiÓN DE FTALA TOS 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 está muy extendido y pueden aparecer problemas 

de contaminación. Para realizar la identificación se compararon los tiempos de 

retención de la mezcla estándar 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 análisis se utilizó el equipo de CG-EM en modo "SIM" (monitoreo de 

iones), las señales adquiridas fueron el ión molecular y los iones fragmento 

característicos de cada uno de los ftalatos32 (Tabla 11) y del estándar interno (iones 

fragmento característicos 149,191 32
), el monitoreo de las señales para cada uno 

de los ftalatos se realizó un minuto antes de su tiempo de retención 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 PDMSIDVB (cromatograma B) y el análisis de la leche 

bronca sin adición del estándar de ftalatos (cromatograma C). Como puede 

observarse, en el blanco de fibra se identifica al DBF lo cual se debe a una 

probable contaminación ó impureza presente en la fibra, la cual resulta mínima 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 está 

exenta de ftalatos, lo cual permitió utilizarla como matriz para la optimización de la 

metodología. 
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Figura 10. Cromatograma, A) Blanco del sistema cromatografico; B) Blanco de fibra PDMSIDVB 
q Análisis de leche bronca sin adición del estándar de Ctalatos. 
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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 extracción así como el cromatograma (B) del análisis 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 comprobó con su espectro de masas mostrado en la Figura 12. 

AIl<.ndrce A1Blanco de fibra 

DBF 

8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 :noo 

B) Leche ultrapasteurizada parcialmente descremada 

30.00 

Figura 11. Cromatograma, A) Blanco de fibra PDMSlDVB; 
B) Análisis de leche ultrapasteurizada parcialmente descremada. 
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Figura 12. Espectro de masas del DBF 

4.3.3.3 Leche ultra pasteurizada descremada 

En la leche ultrapasteurizada descremada se identificó el DBF. En la Figura 

13 se presenta el cromatograma (A) para el blanco de fibra así como el 

cromatograma (B) del análisis de la leche ultrapasteurizada descremada. 
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Figura 13. Cromatograma, A) Blanco de libra PDMSIDVB; 
B) Análisis de leche ultra pasteurizada 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 

extracción así como el cromatograma (B) del análisis de la leche entera. Como se 
r 

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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Figura 14. Cromatograma, A) Blanco de libra PDMSIDVB; 
B) Análisis 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 identificó el DBF y sólo en la 

leche pasteurizada entera se identificó el DEHF; esto podría deberse al tipo de 

material plástico 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 polímero con el que están en contacto 

es con una película 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 fabricación de este poli mero se utilizan como 

plastificantes tanto el DBF como el DEHF; los cuales migran del material plástico 

hacia la leche. 

4.3.4 CUANTIFICACiÓN DE FTALATOS EN LAS MUESTRAS DE LECHE 

En la Figura 16; se muestra el cromatograma obtenido en la realización de 

la linealidad, el cual corresponde a la mezcla estándar de ftalatos a una 

concentración de 120 J.lg/L Y al estándar intemo a una concentración de 120 J.lglL. 
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DPF 
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Time->O 6.00 8.00 10.0012.0014.00 1 6.001 8.00 20.0022.00 24.0026.00 28.00 

Figura 16. Cromatograma de la mezcla estándar de ftalatos a una concentración 
de 120 Jlg/L Y estándar interno a una concentración de 120 Jlg/L 

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

el estándar intemo a una concentración de 120 J.1g/L. 
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2(XX)~~~~~~~~~~~~~~~~~~;;~~~~~~~ 

Time··)!) 6.00 8.00 10.00 1 2.001 4.00 1 6.001 8.00 20.0022.00 24.0026.00 28.00 

Figura 17. Leche pasteurizada entera con el estándar interno 
a una concentración de 120 Jlg/L 

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

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

FT \L \TU 1'1 I In \LO Ll'E \L COI:FI( IE'TE 
( lll! LJ CORIU: L \CIÓ' 

(r) 
DMF 30-180 0.9887 
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 precisión la concentración de los ftalatos encontrados en la leche, ya 

que los valores calculados de éstos se encuentran en el límite inferior de la curva. 

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

las leches analizadas. 

TABLA V. CONCENTRACIÓN (llgIL) de FrALATOS EN MUESTRAS DE LECHE 

LECHE DBF (flg/L) , DEHF (llg/L) 
Ultrapasteurizada < 30 -parcialmente descremada 
Ultrapasteurizada < 30 -descremada 

Pasteurizada entera < 30 < 90 

La abundancia del DBF en la leche ultra pasteurizada descremada es menor 

que en las leches pasteurizada entera y ultrapasteurizada parcialmente 

descremada. Probablemente debido a que la migración 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 % yen la leche entera es del 3 %. 

Este trabajo es una propuesta de una metodología para la determinación de 

ftlatos en leche; pero todavía falta afinar algunas pruebas, así como validar la 

metodología. 

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 añadió. 

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

cantidad de recobro. 

Si se quiere validar la metodología lo mínimo que debe tener la validación 

es límite de detección, reproducibilidad, repetibilidad, intervalo lineal, robustez y 

prueba de recobro. Sin embargo, la metodología propuesta permite una 

identificación cualitativa. 
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4.4 DETERMINACiÓN CUALITATIVA DE FTALATOS EN YOGHURT 

El yoghurt analizado fue natural, para evitar interferencias en el análisis 

debido a aditivos del mismo como son edulcorantes y colorantes artificiales. 

Para el análisis en yoghurt se empleó la técnica de MEFS-HS, debido 

básicamente a que con inmersión directa se disminuye la vida media de la fibra, 

en este caso para realizar la MEFS se utilizó la fibra PDMS, porque también 

presenta buenos resultados en la determinación de ftalatos 12. 

4.4.1 OPTIMIZAC/ON DE LA MEFS 

4.4.1 .1 Influencia de la temperatura en la extracción 

La temperatura de extracción 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 difusión de los analitos en la muestra, por lo que 

aumenta la cantidad de analitos extraidos 22. 

En la Figura 18 se muestra la relación del % de área en función de la 

temperatura de extracción. Como se puede apreciar en la figura, un incremento en 

la temperatura favorece la cantidad de ftalatos extra idos; esto se observa en el % 

de área, ya que a la temperatura de 40 oC el % de área es menor en comparación 

al % de área obtenida a 80 oC. Con base en los resultados obtenidos se eligió la 

temperatura de 80 oC para llevar a cabo la extracción, porque a esta temperatura 

la cantidad de analitos extraidos es mayor. 
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14>"C 

16)"C 

COO"C 

Figura 18. Relación del área en función de la temperatura de extracción 
Dimelil ftalalo (OMF), Oletll ftalato (DEFI, Oibutll ftalato (OBF), Butilbencil ftalato (BBFI, 

Oietil hull ftaIMD (OEHF). 

4.4.1.2 Perfil de extracción 

En la Figura 19 se muestra el perfil de extracción 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 decidió trabajar 

en condiciones de no equilibrio; el tiempo de extracción que se eligió fue de 30 

min, para no alargar el tiempo de análisis. 

En el caso del yoghurt no se realizó el perfil de extracción hasta 60 minutos 

debido a que al pasar más de 40 minutos el yoghurt empieza a coagularse por 

efecto de la temperatura por esta razón la agitación ya no resulta homogénea lo 

que trae como consecuencia datos dudosos. 
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Figura 19. Peñtl de utracción 
Dimatil ftalato (DMF), Dietil ftalalO (DEF), Dibutil ftalato (DBF), Butilbencil ftalato (BBF), 

Dietil huil ftalato (DEHF). 

4.4.3 Metodología propuesta para la determinación de ftalatos en yoghurt 

En la Figura 22 se muestra la metodología propuesta para la determinación 

de ftalatos en yoghurt. Con esta metodología se realizó la identificación de los 

ftalatos en la muestra de yoghurt por CG-EM. 

No obstante, el DOF no logró extraerse; esto se podría deber a que el DOF 

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

metodología propuesta no podrá ser aplicable para el DOF. 
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, 4 g de la muestra en 
tm vial de capacidad 
de 10mL 

'5 minutos a MICROEXTRACCION HS 
temperatura de 80 oC 

'Temperatura de extracción: 
80 oC 

'Tiempo de extracción 30 min 

'Agitación constante 
(l20Orpm) 

'Fibra: PDMS 
,nempo de desocción 10 min 
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--
CG y/o CG-EM CROMATOGRAl\1A 

'Programa de 'Inteqretaciéo de \(lC; 
temperatura: resultadnc; 
Temperatura inicial: 70°C 
por un minuto 
Rampa: 10 oC por minuto 
hasta una temperatura 
fmal de 280 oC. 

Figura 20. Metodología para la determinación de Rala tos en yoghurt 

4.4.4 IDENTIFICACiÓN DE FTALA TOS EN YOGHURT 

En la Figura 21 se presenta el cromatograma del blanco de la fibra (A) y del 

análisis de yoghurt (6). Los ftalatos que se identificaron en esta muestra fueron el 

D6F Y DEHF. 

Al iguál que en la leche pasteurizada entera, en el yoghurt se encontró la 

presencia del DEHF, esto se puede deber a que el material plástico con el que 

están · en contacto estos dos productos es del mismo material (polietileno de alta 

densidad); lo que sugiere, que dependiendo del tipo de polímero del que esta 

hecho el envase dependerá el tipo de plastificante que se utiliza para su 

elaboración. 
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A) Blanco de fibra 

DBF 
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B ) YOgJr 
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Figura 21. Cromatograma, A) Blanco de fibra PDMS; B) Análisis de yoghurt. 

En este caso sólo se realizó la identificación de los ftalatos en el yoghurt, 

debido a que la agitación de la muestra no era la adecuada, por lo tanto había 

variación en los resultados. 
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4.5 DETERMINACiÓN DE FTALATOS EN YAKULT 

Al igual que en yoghurt la MEFS se realizó por HS y se utilizó la fibra de 

PDMS para realizar la MEFS. En este caso no se optimizó la temperatura de 

extracción porque se observó en el análisis de yoghurt que a 80 oC se logra una 

buena extracción de los ftalatos, por lo que se utilizó esta temperatura para 

realizar los análisis. 

4.5.1 Perfil de extracción 

En la Figura 22 se muestra el perfil de extracción de los ftalatos en Yakult. 

El tiempo que se escogió para llevar a cabo la extracción fue de 40 minutos debido 

a que en ese tiempo algunos ftalatos alcanzan el equilibrio. 

:1 
I 
I 
I 

2Ot------------=----::;>*'9~---""~::__----~ 
I 

I 
I 

O~--~--~--~---~--~--~--~ 
5 10 20 fI) 

TIEMPO(min) 

Figura 22. Peñd de extracción 
Dimetil ftaIaIo (DMF), Dietil ftalato (DEF), Dibutil ftalato (DBF), Butilbencil ftalato (BBF), 

DietiI hexil ftalato (DEHF), Dioctil ftalato (DOF). 
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4.5.2 Metodologia propuesta para la determinación de ftalatos en yakult 

En la figura 23 se muestra la metodología que se propone para la 

determinación de ftalatos en yakult. Con esta metodología se realizó la 

identificación y cuantificación de ftalatos en yakult por CG-EM . 

• • 
MICROEXTRACCIONHS CGy/oCG-EM CROMATOGRAMA 

-4 mL de la mueslra en tul vial oPrograma de oInterpretación de los 
d . dad d 10 L temperatura: lt d e capaCl e m T tura ' . 'al 70 resu a os . empera uncl: oC 
o Temperatura de extracCIón: 80 oC por tul minuto 

oTIempo de extracción 40 min Rampa: 10 OC por 
minuto hasta una 

oAgitación continúa (1200rprn) temperatura final de 280 oc. 
oFi1n: PDMS 

oTIempo de desorción 10 min 

Figura 23. Metodología para la determinación de fta.atos en Yakult 

4.5.3 IDENTIFICACiÓN DE FTALA TOS EN YAKUL T 

En la Figura 24 se muestran los cromatogramas para el blanco de la fibra 

PDMS (A) Y para el análisis de Yakult (B), la identificación se realizó de la misma 

forma que en la leche y yoghurt. El ftalato que se identificó corresponde al DBF 

como puede observarse en la Figura 21 . 
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A) Blanco de fibra 

DBF 

6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.0 

B)Producto lácteo fermentado 

DBF 

Tine-·) 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.0 

Figura 24. Cromatograma, A) Blanco de fibra PDMS; B) Análisis de Yakult. 

4.5.4 CUANTIFICACiÓN DE FTALATOS EN YAKUL T 

Para el análisis 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 plástico, por lo cual el producto se encuentra en contacto con el material 

plástico. Debido a lo anterior, la cuantificación se realizó por adición patrón (Figura 

25). 
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Los coeficientes de correlación (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 concentración a la cual se 

realizó la curva. 

Para determinar la concentración del DBF en la muestra, se utilizo la 

ecuación de la recta y se calculó una concentración de 36.7 ± 4.6 J.1g/L (n=3)con un 

coeficiente de variación del 12.6%. Además se cálculo la concentración con la 

grafica para lo cual se extrapoló la línea de tendencia al eje negativo de las ·x' , 

obteniéndose una concentración de aproximadamente 37 J.1g/L. 

Hi 

·15 ·5 15 

y=0 .0193x+ 0 .7102 
R=9802 

25 35 

Figun 25. Curva de adiciones patrón del DBF 

5 

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

comportamiento lineal con un coeficiente de correlación de 0.9802. 
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La Consumer Product Safety Comisión (CPSC) estableció un nivel 

internacional de ingesta diaria de ftalatos que como mediada de seguridad fue de 

100 veces más bajo del que no causa ningún problema en animales de laboratorio 

siendo de 150 Ilg/kgl de peso/dla y 701l9/kgde peso/día 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 ración de leche pasteurizada (250 mL), la 

cantidad de ftalatos que se ingeriría del DBF es menor a 7.5 J.lg y menor de 22.5 

J.lg en el caso del DEHF; mientras que , si se consume una ración de Yakult (80 

mL) la cantidad ingerida del DBF es de aproximadamente 3 J.lg; por lo cual la 

ingesta proveniente de estas fuentes es baja en relación a la ingesta que se 

considera segura. 
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CONCLUSIONES 

5.1 Conclusiones 

De los resultados obtenidos en este trabajo se pueden extraer las siguientes 

conclusiones: 

1. En la determinación de ftalatos se deben tomar muchas precauciones en la 

selección del material a utilizar y en su limpieza ya que de lo contrario 

pueden aparecer problemas de contaminación; así como realizar un blanco 

de la fibra para cada análisis, para asegurar que no halla ninguna 

contaminación de ftalatos. 

2. La MEFS puede combinarse muy fácilmente con la CG ya que la desorción 

se produce térmicamente en un inyector spliUsplitless. De este modo, esta 

técnica no precisa del uso de disolventes para llevar a cabo la extracción y 

la desorción de los analitos. 

3. La metodología desarrollada por MEFS-CG-EM permite la determinación de 

ftalatos en leche y derivados, no precisa el uso de solventes, el tiempo del 

análisis es corto y requiere poca cantidad de muestra. 

4. En todas las muestras analizadas de leche y en derivados se identificó el 

DBF y sólo en la leche entera y el yogur el DEHF. 

5. En el análisis cuantitativo de ftalatos en leche se sugiere realizar curvas de 

adición patrón para obtener resultados dentro del intervalo de concentración 

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

favorece la migración de los ftalatos del envase al alimento. 

7. La concentración de ftalatos calculada en la leche y el Yakult esta por 

debajo del nivel internacional de ingesta diaria de ftalatos. 

8. Existe hasta la fecha incertidumbre y controversia sobre los efectos 

crónicos que pudieran ocasionar los ftalatos en especial el DHEF, por 

esta razón es de suma importancia adelantarnos al futuro y desarrollar 

metodologías en la determinación de ftalatos en alimentos, porque es un 

hecho que existe migración del envase al alimento. 

9. Este trabajo es sólo una aportación de lo mucho que queda por hacer en 

cuestión de ftalatos en alimentos ya que como Químicos de alimentos 

tenemos la obligación 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 estándares para este tipo de pruebas. Es por 

ello que se requiere hacer la validación formal del método. 
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ANEXO I 

Cromatograma de la mezcla estándar de ftalatos. 

Abundance 

50000 

45000 

40000 

35000 

30000 

25000 

20000 

15000 
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Time-->O 
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DEF 

DMF 

10.00 15.00 

DBF 

20.00 

DEHF 
BBF 

25.00 

ANEXO 

DOF 

30.00 

Cromatograma del esündar de Ftalatos. Programa de temperatura; temperatura inicial 70°C durante 
un minuto, incremenÜndose 10"C/min basta 280"C durante 8 mino 
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ANEXO 11 

Linealidad del método para la determinación de ftalatos en leche. 
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OBF y = 0.OO21x + 0.0835 
R = 0.9475 

--­~u~---------------------------------------__ ----~T~ __ ~---=-. 
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y = 0.OOO3x + 0.0043 
R = 0.9874 

.... .........: 

-----
~ 



< 
~ 0.025 ... :s ... 
w 
a:: o.0t5 

~ .~ 
< .... 

< • .. 
~o.as :s • ., 
w .... 
rr: ... 
~­
~ ... , 

---

~ 
~ 

DHEF 

~ --- ... • 
CONCENTRACION (¡¡gil) 

DOF 

~ 
~ 

CONCENTRACION (¡¡gil) 

77 

y = O.OOO2x - 0.0061 
R = 0.9041 

• 
~ ......-----

-.. ~ 

y = O.OOO2x - 0.0051 
R= 0.9203 
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