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Resumen

En la actualidad, los polimeros biodegradables se utilizan cada vez mas como material de
envase alimentario por ser amigables con el medioambiente. Entre ellos destaca la produccion a
gran escala del acido polilactico (PLA). Este polimero, al igual que cualquier material pléstico
destinado a estar en contacto con alimentos, debe cumplir con los requisitos establecidos por la
Legislacion EU/10/11 para garantizar la calidad y seguridad del alimento.

En este estudio se evalud la migracién de los compuestos no volatiles procedentes de una
mezcla de PLA-poliéster en simulantes alimentarios y muestras de zumo. Para ello, se
desarroll6 un método de extraccion basado en la FPSE (Fabric Phase Sorptive Extraction),
como técnica de preconcentracion que permitiera su posterior identificacion y cuantificacién en
el equipo UPLC-QTOF-MS.

Los ensayos realizados mostraron que los compuestos que migraban en el simulante y en el
zumo eran similares, siendo los oligémeros ciclicos procedentes del poliéster de naturaleza no
renovable los que presentaban una mayor concentracion. Se observé también migracion de
oligbmeros provenientes del PLA, tanto con estructura ciclica [LA]n, siendo LA, el acido
lactico; como con estructura lineal HO-[LA]~-H, debidos a la hidrolisis del polimero en contacto
con simulantes acuosos. Este hecho refleja la eficacia de los simulantes para recrear la
migracion de los compuestos quimicos del material de envase al alimento.



Abstract

Currently, biodegradable polymers are being increasingly used as food packaging materials
because they are environmentally friendly. Among them, the large-scale production of
polylactic acid (PLA) stands out. This polymer, like any plastic material intended to be in
contact with food, must comply with the requirements established by Legislation EU/10/11 to
guarantee the quality and safety of food.

In this study, the migration of non-volatile compounds from a PLA-polyester blend to food
simulants and juice samples was evaluated. For this, an extraction method based on FPSE
(Fabric Phase Sorptive Extraction) was developed as a preconcentration technique that allowed
its subsequent identification and quantification in UPLC-QTOF-MS equipment.

Tests carried out showed that compounds which migrated in food simulant and juice were
similar, with cyclic oligomers from non-renewable nature polyester having the highest
concentration. Migration of oligomers from PLA was also observed, both with a cyclic structure
[LA]n, with LA being lactic acid; as with linear structure HO-[LA].-H, due to the hydrolysis of
the polymer in contact with aqueous simulants. This fact reflects the effectiveness of food
simulants to recreate the migration of chemical compounds from the packaging material to food.



1. Introduccion

1.1. FPSE (Fabric Phase Sorptive Extraction)

La FPSE es una técnica de microextraccion desarrollada por Kabir y Furton, en la que un
sorbente hibrido organico-inorganico es inmovilizado quimicamente sobre una tela natural o
sintética que actlia como sustrato.?

La superficie del sustrato, principalmente de celulosa, poliéster o fibra de vidrio, sufre un
proceso de mercerizacion, tratamiento que aumenta la disponibilidad de los grupos hidroxilo
para mejorar su reactividad quimica y permitir la unién del sorbente a través de la tecnologia de
recubrimiento sol-gel introducida por Malik y colaboradores.®*

El proceso de recubrimiento sol-gel sobre el sustrato de tela implica las siguientes reacciones:
(1) hidrdlisis catalitica controlada del precursor sol-gel; (2) policondensacion del precursor
hidrolizado, lo que conduce a una creciente red tridimensional sol-gel; (3) incorporacién
aleatoria de polimero activo en la red; (4) inmovilizacién quimica de la red sol-gel en los
sustratos flexibles mediante condensacién.®
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Figura 1. Esquema de reaccion general para crear un revestimiento organico-inorganico hibrido
de sol-gel sobre el sustrato. Siendo Ri el precursor inorganico modificado y Rz el polimero
organico activo.®

La fortaleza del enlace covalente entre el sorbente poroso y el sustrato flexible y permeable hace
que esta técnica solvente las principales limitaciones de los procedimientos de preparacion de
muestra convencionales.” Combina las ventajas de la extraccion de equilibrio y la extraccion
exhaustiva para minimizar el consumo de disolventes organicos toxicos y cumplir con los
principios de la Quimica Analitica Verde: miniaturizacion, automatizacion y simplificacion.®®

Facilita su insercion directa en muestras complejas sin la necesidad de un tratamiento de
muestra previo, requisito que es imprescindible en la extraccion en fase sélida (SPE),
reduciendo asi las etapas y el coste. Proporciona un equilibrio de extraccion répido y eficiente
que aumenta la capacidad de retencion del analito a diferencia de la microextraccion en fase
sélida (SPME) donde la carga de sorbente es limitada y esto afecta a la sensibilidad.'® Ademas,
la sinergia sustrato-sorbente permite la estabilidad del medio FPSE en cualquier ambiente
quimico sin sufrir alteraciones, y su posterior reutilizacion.**

Esta técnica de preparacion de muestra presenta como etapas principales la extraccion y
desorcién. En la primera, la muestra es puesta en contacto con los medios FPSE para la
retencion de los analitos en el sorbente, y en la segunda, los medios FPSE se sumergen en un
pequefio volumen de disolvente orgénico que extrae los analitos, favoreciendo asi su posterior
analisis. Este procedimiento se ve influido por factores termodindmicos (caracteristicas del
material sorbente y las propiedades fisicoquimicas de los compuestos de interés) y cinéticos
(érea de contacto muestra/sorbente).®*2
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Figura 2. Procedimiento general de extraccién FPSE.®

La FPSE se ha utilizado en la extraccion de una amplia variedad de analitos de diferentes
muestras, como anfenicoles'® y sulfonamidas'* residuales en leche cruda; estrégenos'® y
benzodiacepinas®™ en fluidos biolégicos; andrégenos y progestagenos'®, alquilfenoles’’ en
muestras ambientales; estabilizadores y filtros UV*® en aguas naturales y residuales. Siendo de
gran ayuda en la determinacion de contaminantes emergentes de productos farmacéuticos y de
cuidado personal,*>*° y de aditivos pléasticos comunes.®

1.2. Envase alimentario

El envase alimentario tiene como funcién principal proteger y preservar la calidad de los
alimentos de los efectos ambientales externos.?’ El uso de materiales para su contacto con
alimentos (FCM) ha aumentado en los ultimos afios, siendo los polimeros plésticos los méas
utilizados por su facilidad de produccion y versatilidad.*

En su mayoria se producen a partir de recursos derivados del petrdleo (no renovables), como el
polipropileno (PP) y el polietileno (PE), por su bajo coste, sus excelentes propiedades
mecanicas y fisicas, y por ser capaces de actuar como barrera a compuestos aromaticos y gases.
El principal inconveniente es su resistencia a la degradacién, generando gran cantidad de
materiales de desecho, y provocando la contaminacion del medio ambiente.?> Como alternativa
a los plasticos convencionales se han desarrollado materiales de caracter mas sostenible donde
cabria nombrar a los bioplasticos. A pesar de esta ventaja, estos requieren un estudio mas
exhaustivo porque no son tan rentables econdémicamente debido a su complejidad de
produccion, asi como, su inestabilidad y fragilidad.”

Los bioplasticos son materiales que provienen de polimeros con una componente natural (bio-
based), son biodegradables o presentan ambas propiedades. Se entiende por polimeros
biodegradables aquellos que experimentan una destruccion gradual de su cadena convirtiéndose
en mondmeros y finalmente transformandose en didxido de carbono y agua.?” La dificultad de
conseguir una degradacion completa hace que el futuro de los bioplasticos se centre en evaluar
el tiempo de compostaje, periodo requerido para que ocurra un nivel aceptable de
desintegracion del material.?

Los polimeros biodegradables estdn compuestos en su mayoria por almidon,
polihidroxialcanoatos (PHAS) y poliésteres alifaticos. Este tltimo grupo es el més estudiado, y
en él se incluyen polimeros como el acido polilactico (PLA).

El &cido polilactico (PLA) es el primer polimero de base bioldgica producido a escala comercial
gue posee unas propiedades comparables al tereftalato de polietileno (PET), y por ello resulta de
interés para el envase alimentario. EI PLA es de caracter hidr6fobo por la presencia de los
grupos laterales -CHs y su temperatura de transicion vitrea (Tg) depende en gran medida de la
masa molar y de la relacidn de enantiémeros D y L, variando sus propiedades de semicristalinas
a amorfas.”*



Figura 3. Estructura quimica del PLA.

Es un polimero reciclable y compostable con una alta transparencia y resistencia a solubilizarse
en agua. Se caracteriza por ser termoplastico, permitiendo el procesado de moldeo por inyeccion
o0 soplado, la extrusion para generar laminas, etc. Al ser permeable al O, suele mezclarse con
otros poliésteres de naturaleza petroquimica para mejorar sus propiedades mecénicas.?

Este poliéster alifatico lineal procede de la fermentacion de sustancias ricas en almidén como el
maiz o el trigo, que permiten obtener los estereoisémeros D y L del acido lactico (LA), como se
muestra en la Figura 4.7
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Figura 4. Produccion de los dos estereoisomeros del &cido lactico.

Tal y como se refleja en la Figura 5, el PLA se puede sintetizar por polimerizacion por
condensacion del mondémero &cido lactico o por polimerizacion de apertura de anillo de la
lactida, un dimero ciclico del acido lactico. Se prefiere esta Gltima metodologia ya que
proporciona polimeros de mayor peso molecular.?

La calidad del acido lactico y la lactida, y las modificaciones introducidas son parametros
importantes ya que determinan las propiedades finales del producto y el grado de reciclaje. La
naturaleza quiral del acido lactico proporciona tres formas distintas de lactida: L,L-lactida; D,D-
lactida y su mezcla racémica D,L-lactida. La lactida se obtiene mediante un proceso de
despolimerizacion, en el que los oligémeros del PLA se degradan térmicamente.?®
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Figura 5. Métodos de sintesis de PLA.

Ademas de verse afectado por fenémenos externos, el PLA es susceptible a la racemizacion y a
hidrolizarse cuando esta en contacto con alimentos acuosos. Esto conlleva la formacién de
oligbmeros ciclicos y lineales en baja concentracion, pero con capacidad de migrar al alimento.
De ahi la importancia de estudiar estos compuestos en detalle y desarrollar metodologias de alta
resolucion que permitan detectarlos, garantizando asi la seguridad del alimento.?’



1.3. Migracién

El término migracion hace referencia al fendémeno de transferencia de compuestos quimicos
desde el material de envasado al alimento. Este proceso de transferencia de masa se rige por las
leyes de difusion de Fick y se ve influido por las propiedades fisicas y quimicas de tres
componentes (migrante, envase y alimento).?® Otros factores importantes son la temperatura, el
tiempo de contacto y el tipo de interaccion.

Las tres principales etapas del proceso de migracion son: (1) difusién del migrante en la matriz
polimérica; (2) su posterior disolucion en la interfase polimero-alimento y (3) dispersion del
migrante dentro del alimento.?

POLIMERO ALIMENTO

DISOLUCION

Figura 6. Esquema del proceso de migracion en un sistema polimero/alimento.

Estas sustancias migrantes pueden afectar a la calidad de los alimentos y producir posibles
efectos adversos en la salud humana, de ahi la necesidad de su identificacion y cuantificacion.?
Para ello, el Reglamento EU/10/2011 proporciona una lista de sustancias autorizadas (lista
positiva) para la produccion de materiales plasticos en contacto con alimentos. %%

La forma de verificar su conformidad con las regulaciones de la Unién Europea (EU) es llevar a
cabo ensayos de migracién de caracter global o especifico. La migracion global estudia la
cantidad total de compuestos detectados en el alimento que proceden del material de envasado.
Por el contrario, la migracion especifica determina sustancias migrantes concretas.*> Con el fin
de simplificar los andlisis, estas pruebas se realizan en primer lugar con simulantes alimentarios,
medios de ensayo que imitan las propiedades de los alimentos. Estos se clasifican segun la
naturaleza del alimento al que representan en hidréfilos (A'y B) y lipéfilos (C, D1y D2).*

Las sustancias que generalmente migran son aquellas que se afiaden al envase de forma
intencionada (IAS) o no intencionada (NIAS). En el primer grupo se incluyen aditivos
(antioxidantes, plastificantes, agentes estabilizantes, lubricantes, etc.) que modifican las
propiedades del envase, aumentando su vida Util y mejorando su estabilidad y procesado.*

Los denominados NIAS provienen principalmente de procesos de reaccion y degradacion de
polimeros o aditivos, impurezas de las materias primas utilizadas, productos secundarios
generados en el proceso de fabricacion o por la interaccion alimento-envase, y contaminantes
procedentes del proceso de reciclaje.®



1.3.1. Oligébmeros

En estos subproductos generados de manera no intencionada cabe destacar la presencia de
oligbmeros, moléculas integradas por pocas unidades de mondmero. Estos compuestos
obtenidos por las diversas vias anteriores migran a los alimentos en una amplia extension.*

La presencia de oligébmeros y su grado de migracion a simulantes alimentarios se ha estudiado
previamente en diferentes tipos de polimeros como los poliuretanos, poliamidas o PET. En
PLA, diferentes autores han determinado los factores que podrian afectar a su cinética de
degradacion, y su clasificacion en lineales y ciclicos.

En la actualidad, los oligomeros ciclicos (<1000 Da) suscitan preocupacion por su mayor
capacidad de absorcion en el tracto gastrointestinal.*® Al no disponer de suficientes estandares
comerciales para las pruebas toxicoldgicas no aparecen en la lista positiva establecida por la
EU/10/2011 y deben tener un limite de migracion inferior a 0,01 pg/g de alimento.

1.4.  UPLC-QTOF-MS

La cromatografia de liquidos (LC) es una técnica de separacién de compuestos que estan
presentes en disolucién. En los ultimos afios ha cobrado importancia el Cromatdgrafo de
Liquidos de Ultra-alta Resolucion (UPLC) que trabaja con tamafios de particula mas pequefios
en la columna cromatogréfica. De esta manera se reduce el diametro de la columna y el caudal
necesario (<750 pL/min), consiguiendo asi una mayor eficiencia y rapidez. Se utiliza
principalmente para compuestos de alto peso molecular y baja polaridad (aceites, grasas,
polimeros pléasticos, etc.) o para aquellos que son de menor tamafio, pero polares (polisacaridos,
acidos grasos...).

La espectrometria de masas es una técnica analitica de deteccion que mide la relacién masa (m)
/carga (z) de los iones. A través de la fragmentacion permite obtener una sefial selectiva y
sensible de la molécula, asi como, aportar informacion estructural.

Presenta los siguientes componentes principales:

Un sistema de introduccion de muestra.

- Un sistema de ionizacion, que transfiere energia a una especie neutra para generar el ion
en fase gas (ion radical). Gracias a la ionizacion se consigue manipular la direccion y
velocidad de las moléculas mediante campos electromagnéticos.

- Un analizador de masas que separa las moléculas o fragmentos ionizados en funcion de
su m/z.

- Un detector que detecta los fragmentos separados anteriormente.

Sistema de Sistema de Analizador de
introduccion de o1 é iz:
ionizacién masas
muestra
Atmosfera / vacio Zona de alto vacio

| | | | |

‘ Sistema de control y tratamiento de datos |

Figura 7. Diagrama de bloques de un espectrometro de masas.

Ademas, son necesarias bombas para conseguir alto vacio, y realizar un tratamiento de los
resultados.



Los modos de ionizacion mas utilizados en fase liquida son el Electrospray (ESI) y la
lonizacion quimica a presion atmosférica (APCI), consiguiéndose iones cargados positiva y
negativamente. Se prefiere el ESI por su versatilidad y por no generar un alto nimero de
fragmentos al ser menos energética. Sin embargo, en el caso de moléculas apolares y estables
térmicamente es necesario recurrir al APCI.
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Muestra | )) ‘ Analizador
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Figura 8. Esquema ESI.

Los analizadores de masas mas frecuentes son el cuadrupolo (Q) y el analizador de tiempo de
vuelo (TOF). El cuadrupolo estda formado por cuatro barras metélicas dispuestas de forma
paralela. Al aplicarles una relacion de voltajes continuo y de radiofrecuencia se consigue que
solo aquellos iones con una determinada m/z atraviesen el cuadrupolo y lleguen al detector. El
resto al tener una trayectoria inestable son descargados.

Al utilizar un Gnico cuadrupolo se puede trabajar en modo de adquisicion SCAN (barrido) o
SIM (selected ion monitoring). El primero recoge todos los fragmentos producidos en la
ionizacion y el modo SIM, al restringir la informacion espectral, mejora la sensibilidad con
respecto al anterior.

Un triple cuadrupolo (QgQ) trabaja en modo MRM (multiple reaction monitoring). EI primer
cuadrupolo selecciona el ion de una determinada m/z; el segundo acttia como celda de colision,
donde un gas inerte choca con el ion aislado fragmentandolo; el tercero solo deja pasar algunos
de los fragmentos producidos. Desde el punto de vista del andlisis cuantitativo se consigue una
alta selectividad y sensibilidad porque solo llegan al detector los iones que cumplen estos
requisitos.

El Cuadrupolo-Tiempo de Vuelo (QTOF) se diferencia del QqQ en el tercer cuadrupolo. En este
caso es sustituido por un tubo de tiempo de vuelo (TOF) que separa los iones, no por las
relaciones de voltaje, sino segun la velocidad a la que recorren el tubo. Los iones se dirigen en
el tubo en los dos sentidos, es decir, recorren el doble de la altura del tubo. Al aumentar la
distancia recorrida se alcanza una mayor separacion entre iones y en consecuencia una mayor
resolucion. Ademas, el QTOF permite llevar cabo un analisis retrospectivo que resulta de gran
importancia en seguridad alimentaria y medioambiental.
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Figura 9. Esquema de un analizador QTOF.



2. Obijetivos y planteamiento

Dado el crecimiento en la utilizacion de biopolimeros biodegradables como material de
envasado, es de gran importancia garantizar su seguridad cuando estos van destinados al
contacto con alimentos. El objetivo principal de este trabajo es evaluar la seguridad de un
biopolimero basado en PLA (acido poliléctico) para su uso como material de envase de zumos.
Debido a la naturaleza del PLA y estudios previos del material, el trabajo se centr6 en el estudio
de la migracion de oligémeros.

Para cumplir el objetivo principal, se plantearon los siguientes objetivos especificos:
- Determinar la migracion del biopolimero basado en PLA en simulantes alimentarios.

- Desarrollar un método de extraccion basado en la FPSE (Fabric Phase Sorptive
Extraction) para el analisis de zumos.

- Determinar la migracion del biopolimero basado en PLA en zumos.
- Evaluar el riesgo de la migracion del biopolimero a simulantes y zumo.

- Comparar los resultados obtenidos en el simulante y en el zumo.



3. Materiales y metodologia

3.1.  Muestras
3.1.1. Biopolimero basado en PLA

Biopolimero formado por una mezcla de PLA (18%) y un poliéster de base fésil. De acuerdo a
estudios previos realizados en el laboratorio este polimero se identifico como poli (adipato-co-
tereftalato de butileno) (PBAT). Este polimero fue suministrado por una empresa fabricante de
envases y certificado como material biodegradable.

3.1.2. Zumo

Zumo de pifia adquirido en un supermercado que presenta los siguientes ingredientes:
concentrado de zumo (50%), agua, 11.2 g de azUcar, acidulante (acido citrico), estabilizante
(pectina), antioxidante (&cido ascorbico), 0.2 g de proteinas y 12 mg de Vitamina C.

3.2. Medios FPSE

Los reactivos utilizados en la preparacion de los medios FPSE fueron telas de celulosa y
distintos sorbentes sol-gel. El sorbente de polaridad media PTHF se compone principalmente
del polimero organico activo poli (tetrahidrofurano) (PTHF). El sorbente de polaridad alta
Carbowax20 estaba integrado principalmente por poli(etilenglicol) (Carbowax 20M). Estos
medios FPSE permiten extraer de forma eficiente los analitos objetivo al cubrir todo un rango
de polaridades.

;
- - § on .
\ 0 CHy oy =0, J (
— = St 0= S}~ —8i— i) { — o H H
070 0-Si—{—0-8i—}-0-si—0—f{-ci};0—|—si—o0 —
L CHy

Y & o 1y =—0-]_o \0—si—{r—ofsir—)ro—(—ér—é—or—)—m
! \ ¥ - 5 8

OM L 3
.~ el - S
Lt \ ! | o HH
Ld o 1y }-0-8i—0—{{-CHy}-0——Si—0—mw r\ i ] ] Ll
° o T o 4o s{—o-sifo{—¢c—cofm
—0 | i k. oNe_ o 2 HoH
w0 chy oy —_o g B
=—0"L0 O-si 0-8i—-0-8i—0 CH -0 1 gj—0—ww foy NG o H H
| d= ] 4 . X e S | |
L R -] oL 0 [o o rsli+o—si%’:o+?—c—o%n—w~
O - _ & .0 N L_l HH
o G Hy Wy ; _on -,
/= Ng \i U } M 7 r o Loy HH
-0 07 T 1o-si—o—f{-cti}ro——si—o ) o—si {—o-si-}.o—{—c a:: 0}

L
[+
|
| / \
—_—0 . CHs OL =0 OFNC— o - HoH
?ﬁ o " ) =% L" % ’V o" H H
—olo O Hy Hy ! ) NCT i
1oon ) 1 TR K %g
-+ H-che-0—|—si—o—mw ol b Jo-Si ( c: si—}0—{—c ¢-o b
M, s \ o - LN H H
s T ! e 2 Qo | | l
B4 °\ n;[ ; Hy | ; Hy ﬁ = o MM
che ) To—si—{—o-si —f—c—c-
¢ T TCHI70—T; 2 o,.l" si—{—o-sijo—{—c¢ z e
™ o ‘-‘L H

Hs
~CN

1 2
Figura 10. Representacion esquematica de los medios FPSE recubiertos con sol-gel PTHF (1) y
Carbowax20 (2).

3.3.  Reactivos y disoluciones
3.3.1. Reactivos
Los reactivos comerciales que se utilizaron en el procedimiento experimental fueron:

- Acido acético (calidad HPLC) procedente de Scharlau Chemie S.A. (Sentmenat, Espafia).

- Agua ultra pura obtenida a partir de un sistema Milli-Q Ultramatic Wasserlab GR 216071
(Madrid, Espafia).

- Acetonitrilo (calidad HPLC) comprado en Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia).

- Metanol como disolvente de extraccion adquirido en Baker (Deventer, Holanda).
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3.3.2.  Compuestos modelo

Al no disponer de patrones comerciales de los oligémeros del PLA se emplearon 6 compuestos
con unas propiedades quimicas semejantes. Estos compuestos fueron adquiridos en Sigma-
Aldrich Quimica (Madrid, Espafia) y se exponen a continuacion.

Tabla 1. Compuestos modelo.

Peso molecular

Compuesto Estructura y férmula (g/mol) N° CAS
¥)
n.f \_\D
AA-DEG "'4\\_/‘% 216,23 6607-34-7
C10M1605
AA-DEG-IPA-DEG @ { 452,45
C22H28010
Jff“’
DEG-IPA-DEG-IPA u,ffﬁg 472,44
C24H24010
Dibutil sebacato 4.:H.vxn,,-ﬂ-fo“'m/w’“v"‘x/iio-’“‘w""“*:H; 314.46 109-43-3
(DBS) C18H3404 ,
Bis (2-etilhexil) HaC OWO cHy
sebacato o} v[/\/c 426,67 122-62-3
(EHS) C26H5004
Dimetil sebacato 0 \K\N\/\)\ o
- o 230,30 106-79-6
(DMS) - 0 C12H2204

AA: acido adipico; DEG: dietilenglicol; IPA: &cido isoftalico.

3.3.3. Disoluciones

Ademas, fue necesaria la preparacion de las disoluciones descritas a continuacion:

- Acido acético al 3% (v/v) que actué como simulante alimentario B en el ensayo de migracion
y se prepar6 a partir de los reactivos acido acético/agua ultrapura mencionados anteriormente.
- Acetonitrilo/agua ultrapura (50:50, v/v) utilizada para la limpieza del medio de extraccién

FPSE.

- Metanol/agua ultrapura (50:50, v/v) para rediluir la muestra antes de proceder a la inyeccion
en el sistema UPLC-QTOF-MS.
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3.4. Instrumentacion
- Bafio de ultrasonidos Branson 3510-DTH
- Agitador magnético IKA RT-10
- Agitador digital VortexMixer OHAUS®
3.5.  Andlisis por UPLC-QTOF-MS
35.1. UPLC
Se empleé un Cromatdégrafo de Liquidos de Ultra-alta Resolucion (UPLC) de la marca

comercial Acquity perteneciente a Waters (Milford, MA, USA) y una columna apolar UPLC
BEH C18 de tamafio de particula 1,7um y dimensiones (2.1x50 mm).

Las condiciones cromatograficas fueron:

Tabla 2. Condiciones de la columna.

Caudal (mL/min) 0,3
Temperatura de la columna (°C) | 40
Volumen de inyeccion (ul) 10

Tabla 3. Fases moviles utilizadas.
Fase A | Agua con 0,1 % de &cido férmico
Fase B | Metanol con 0,1 % de acido formico

Tabla 4. Gradiente UPLC.

Tiempo (min) %A % B
0 98 2
1 98 2

8 0 100

10 0 100
10,10 98 2
12 98 2

35.2. QTOF-MS

El equipo de UPLC fue conectado mediante un sistema de ionizacién de Electrospray (ESI) al
detector, un espectrémetro de masas con un analizador de tiempo de vuelo (TOF), de modelo
Xevo G2 QTOF procedente de Waters.

La configuracion del instrumento fue:

Tabla 5. Pardmetros instrumentales QTOF-MS.

Voltaje del capilar (kV) 3

Cono de extraccion (V) 30
Temperatura de la fuente (°C) 120
Temperatura de desolvatacion (°C) 350

Caudal del gas de cono (L/h) 10
Caudal del gas de desolvatacion (L/h) 600
Modo de adquisicién MSE

Los datos se registraron con el software MassLynx v4.1.
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3.6.  Desarrollo experimental
3.6.1. Protocolo de extraccion por FPSE

Las etapas que se llevaron a cabo son las descritas en el articulo®, con ligeras modificaciones
por el tipo de muestra que se analizaba:

1. Limpieza inicial

El medio FPSE es colocado en un vial de 20 mL, se le afiaden 5 mL de disolucién
acetonitrilo/metanol (50:50, v/v) y una vez tapado se coloca en un bafio de ultrasonidos 1 hora.
A continuacion, este medio se retira con ayuda de unas pinzas, se lava con H.O MilliQ y se deja
secar al aire.

2. Extraccién

En un vial de 20 mL se afiaden 18 mL de muestra, un nicleo magnético y un medio FPSE de
cada tipo (PTHF y CW20) de forma simultanea y se dejan en agitacién durante 20 minutos a
700 rpm para conseguir una buena interaccién entre los componentes y el medio FPSE.

3. Desorcién

Con ayuda de unas pinzas estos medios FPSE son extraidos del vial e introducidos en un tubo
Eppendorf, al que se le afiade 1 mL de metanol. El metanol es el disolvente de extraccién mas
adecuado para estos analitos, un disolvente polar protico con el que se alcanzé un mayor
porcentaje de recuperacion en estudios anteriores.’

La extraccion tiene lugar durante 10 minutos en un bafio de ultrasonidos, y tras este tiempo se
retiran los medios FPSE del metanol. El metanol se lleva a sequedad bajo una corriente de N2 y
finalmente se rediluye con 500 uL de metanol/agua ultrapura (50:50, v/v), para poder conseguir
unos picos con unas areas mejor definidas. Cada uno de los tubos Eppendorf que contienen
metanol/agua ultrapura (50:50, v/v) se agita en un vortex para garantizar la homogeneidad de la
disolucion y se trasvasa a un microvial para poder ser inyectado en el sistema UPLC-QTOF-
MS.

Las etapas 2 y 3 se realizan con los viales de simulante, zumo y sus respectivos blancos por
triplicado.

4. Limpieza final

Una vez que las telas han sido retiradas en la etapa 3, se introduce cada una en un vial de 20 mL
con 5 mL de disolucién acetonitrilo/metanol (50:50, v/v) durante una 1 hora, al igual que
sucedia en la limpieza inicial. En el caso de que se hayan utilizado en muestras de zumo
conviene realizar esta etapa en dos pasos de 30 minutos, ya que asi se renueva la disolucion y la
limpieza es més efectiva. Finalmente, los medios FPSE son retirados y almacenados en sus
correspondientes placas de Petri etiquetadas hasta el siguiente experimento.

3.6.2. Ensayos de migracion

Se realizé un ensayo de migracion especifica con el objetivo de determinar si los compuestos
presentes en el PLA eran detectados en simulantes alimentarios y en una muestra de zumo. Al
ser un material plastico se aplicaron las condiciones marcadas por el reglamento EU/10/2011.
Este reglamento indica que, para bebidas claras, como el zumo de frutas, y con un pH inferior a
4.5 los simulantes mas adecuados son B (&cido acético 3%) y C (etanol 20%). **

En este estudio se seleccioné el &cido acético al 3%, por considerar que la acidez del mismo
afectaria en mayor medida a la posible formacién de oligomeros debido a la hidrdlisis del
material y su migracion.
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El plastico es puesto en contacto con el simulante o la muestra representando las peores
condiciones de uso del material sin que éste sufra ningln tipo de cambio. Por ello, aunque la
legislacion establece como tiempo y temperatura de contacto 10 dias a 60 °C, al estar la
temperatura de transicion vitrea tipica del PLA comercial proxima a 60°C, el ensayo se realiz6 a
40°C para evitar su degradacion.

Para realizar los ensayos de migracion, en un vial de 20 mL se adicionaron 18 mL de zumo o de
simulante y se introdujo una lamina de PLA de tamafio (2 x 5) cm?, de tal forma que se cumplia
con la relacion establecida de 6 dm?/1 kg muestra. A continuacion, los viales se cerraron
herméticamente y se introdujeron en un horno a 40°C durante 10 dias. Esta operacion se realizo
por triplicado y también se prepararon 3 blancos de migracién, en los que el zumo o simulante
eran sometidos al mismo proceso, pero sin la introduccién del biopolimero.

Transcurridos los 10 dias se retir6 el PLA 'y se procedié al analisis de las muestras de migracién.

4. Resultados vy discusion

Los principales compuestos no volatiles del PLA y su grado de migracion en simulantes
alimentarios fueron determinados en un estudio previo® cuya tabla se recoge en el Anexo I.
Dado que las sustancias migrantes se encuentran principalmente a nivel de trazas, los
experimentos llevados a cabo pretendian evaluar si la técnica de preparacion de muestra FPSE
era adecuada para extraer estos compuestos de muestras complejas. Ademas, se quiso comparar
si aquellos que eran potencialmente migrantes en simulantes alimentarios también lo eran en el
alimento que representan.

4.1.  Optimizacién de la FPSE
4.1.1. Optimizacion del tiempo de extraccion

Con el proposito de determinar si se podia aumentar la sensibilidad del método aumentando el
volumen de muestra en la etapa de extraccion, se incrementd el volumen de 10 mL a 18 mL.
Este cambio supuso la optimizacion del tiempo de extraccién. Partiendo de 20 minutos, valor
optimo para 10 mL>, se evalué la retencién en los medios FPSE a cuatro tiempos distintos (20,
30, 40 y 60 minutos).

Por su analogia a los posibles migrantes del PLA, se prepard una disolucién de 100 ng/g en
metanol con 3 oligdmeros procedentes del poliuretano (PU) como el AA-DEG, AA-DEG-IPA-
DEG y DEG-IPA-DEG-IPA. Las disoluciones iniciales estaban preparadas en metanol y sus
concentraciones eran de 19.8, 31.7 y 206,1 mg/Kg, respectivamente.

En un vial de 20 mL se adicionaron 18 mL de disolucion mezcla de oligdmeros y las telas de
CW20 y PTHF. Se tomd una alicuota de 500 uL a to y se trasvaso a un vial. A continuacion, la
disolucién se sometié a una agitacion de 700 rpm, recogiendo 500 pL a los cuatro tiempos
estudiados. Este procedimiento se realizd por triplicado obteniéndose tres réplicas para cada
tiempo. Finalmente, los viales fueron inyectados en un sistema UPLC-QTOF-MS.

Con las areas promedio de los tres compuestos obtenidas para cada tiempo, tal y como se
muestra en la Figura 11, se pudo observar como su intensidad disminuia transcurridos los 20
primeros minutos y luego permanecia préacticamente constante hasta los 60. Esto es un claro
indicador de que a los 20 minutos se produjo la retencion y estabilizacion de los compuestos en
los medios FPSE y por ello no fue necesario aumentar el tiempo de extraccion.
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4.2.  Eficacia de la FPSE

Las muestras de migracion en simulante B (&cido acético al 3%), obtenidas siguiendo el
apartado 3.6.2, se utilizaron para evaluar la aplicabilidad de la técnica FPSE como método de
extraccion y concentracion previa de sustancias migrantes. Para ello se compararon las areas de
los oligbmeros y otros NIAS procedentes del PLA con y sin la utilizacién de esta técnica de
preconcentracion, distinguiéndose dos grupos.

4.2.1. Enriquecimiento de los oligbmeros detectados en el simulante

Al utilizar la técnica de extraccion FPSE, los compuestos que ya se detectaban en el Anexo |
incrementaron sus areas considerablemente consiguiéndose un factor de enriquecimiento (Area
con FPSE/Area sin FPSE) en algunos casos proximo a 20, como se muestra en la Tabla 6 y se
refleja en la Figura 12. Estos valores se alcanzaron principalmente en compuestos ciclicos del
tipo [LA]. como el [LA]6(6.80_455.1155) y el [LA]7 (7.05_527.1373).

Tabla 6. Area de los compuestos no volatiles del PLA-poliéster detectados en el simulante B
con y sin la utilizacion de FPSE, junto con el factor de enriquecimiento (EF).

Compuesto | Areas sin FPSE | Areas con FPSE EF
4,98 241.1043 1011 +2,7 1125+ 3,6 1,11 £ 0,050
5.31 329.0840 3858 125+ 3,2 3,3+0,22
5.68 281.148 585+ 5,8 1632 +£9,3 2,8+0,31
5.77 313.162 1200 £5,3 3059 +9,0 25+0,27
5.87 401.1044 54 +4,0 514,1+£0,40 9,6 +0,39
6.24 473.1271 69 + 3,6 808 + 14 12+1,7
6.58 545.1499 8150 1045 + 8,4 13+1,3
6.80 455.1155 70+55 1217 +12 17+£2,2
6.92 513.2671 501+7,1 2401 + 4,6 48+0,41
6.99 481.2522 351+8,1 2283 +6,3 6,5+ 0,67
7.05 527.1373 107 £ 6,8 2006 + 14 19+3,0
7.12 461.1782 353+7,9 1582+ 4,3 4,5+ 0,40
7.21 401.2183 2245 +9,0 18856 + 9,5 80+1,1
7.34 533.2356 195+ 12 496 £ 6,5 25+0,35
7.71 443.1676 754,1 £ 0,30 6811 +£8,4 9,0+0,76
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Figura 12. Factor de enriquecimiento de los componentes no volatiles del PLA-poliéster.

4.2.2. Deteccion de nuevos oligbmeros

La Tabla 7 expone seis compuestos que no eran detectados al inyectarse directamente en el
QTOF (sefial/ruido <3) y que fue posible detectarlos gracias a la utilizacion de la extraccion
FPSE.

Tabla 7. Areas promedio de migracion en simulante B con FPSE.

Areas con
FPSE

6.82_617.1703 | 498 +9,0
7.30 599.1591 | 1096 + 20
7.44 671.1793 | 429+ 23
7.62_681.3568 | 653 +3,8
7.84 601.3229 | 3813 +21
8.20_643.2741 | 1403 +16

Compuesto

En el Cromatograma 1 del Anexo Il se muestra la comparacion de los picos obtenidos (se
observé un ligero desplazamiento en los tiempos de retencion respecto a los indicados en las
tablas).

Con los resultados obtenidos, se comprobd la eficacia de la técnica FPSE para la concentracién
de migrantes procedentes del PLA en simulantes alimentarios.

4.3.  Factor de enriquecimiento y % Recuperacion

El siguiente paso consistié en ver si la metodologia propuesta para la extraccion y analisis era
compatible con matrices de muestras reales como el zumo. Se llevaron a cabo estudios de
recuperacion y calculo del factor de enriquecimiento empleando como estandares los
oligémeros indicados en la Tabla 8.

Se prepar6 una disolucion mezcla en agua MilliQ de aproximadamente 400 mg/Kg a partir de
los cuatro primeros compuestos indicados en la Tabla 8.
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Tabla 8. Concentraciones exactas de los compuestos empleados.

Concentraciones (1g/g)
DBS (1009,3 ug/g) 400,38
Disolucién EHS (7513,6 pg/g) 385,59
mezcla DMS (1901,7 pg/g) 395,34
AA-DEG (1764,2 ug/g) 386,88
AA-DEG-IPA-DEG 100,00
DEG-IPA-DEG-IPA 206,09

En un vial de 20 mL se adicionaron 18 mL de zumo, 100 ul de la disoluciéon mezcla, 360 pl de
AA-DEG-IPA-DEG y 175 ul de DEG-IPA-DEG-IPA, de tal forma que la concentracion final
en el zumo fuera de aproximadamente 2 mg/Kg de cada compuesto. Las mismas cantidades de
dopante fueron afiadidas a un vial de 18 mL de simulante B. En ambos casos este procedimiento
se realizd por triplicado. Una vez afiadido el dopante se siguio el protocolo de la técnica FPSE
descrito en el apartado 3.6.1, y finalmente se inyectaron en el equipo UPLC-QTOF-MS.

4.3.1. Factor de enriguecimiento y % recuperacién en simulante B
Para calcular los valores de factor de enriquecimiento (EF) y porcentaje de recuperacion (%
Rec) se construyeron rectas de calibrado en metanol/agua (50:50, v/v) con los analitos
estudiados, cuya concentracion inicial era conocida. Los valores de las areas obtenidas después
de aplicar la FPSE al simulante B se interpolaron en estas rectas obteniendo asi la concentracion
final en el extracto. El valor de EF se calcul6 aplicando la formula:
EF = Crpse/Co

Siendo Crpse la concentracion después de aplicar la FPSE y Co la concentracién inicial.
Para el calculo del porcentaje de recuperacion se utilizé la siguiente expresion:

% Rec =100 X (Crpse X My) / (Co X Mg)

Siendo mr la masa final del extracto FPSE y mg la masa inicial de la disolucion de extraccién.

Tabla 9. Calculo de EF y % Rec de los estandares en el simulante.

Compuesto Ecuacion de la recta | RNG0 lineal | Co | Crese EF % Rec
(Mg/9) (Mg/9) | (ug/g)
y = 1274.5x + 1464,1
AA-DEG 005-99 | 204 | 07 | 04+013 | 1,0+1,0
R? = 0,9957
y = 4199,7x + 6603,7
AA-DEG-IPA-DE ; 1 1 | 27+015 | 75+11
G G Rt - 09831 0,05-85 90 | 5 7+015 | 75+1,
y = 3051,7x + 1341
DEG-IPA-DEG-IPA 01-8 204 | 14 |067+0, 1.9+0,
G G R = 0.9985 0,01-83 0 0,67 +0,050 | 1,9 + 0,38
y = 180,3x + 407,57
DM 13-101 | 2, 160+084 | 45+6.4
S R2 - 0.9932 3-10 08 | 33 6,0+0,8 5+6
y =500,37x + 913,5
- + +
DBS R2 - 0.9926 44-103 | 211 | 28 | 131+070 | 36+54
EHS y=T1247x-13366 | 5 150 | 203 | 02 | 0094025 | 03+19
R? = 0,9933
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Los mejores resultados se obtuvieron para los ésteres lineales dimetil sebacato (DMS) y dibutil
sebacato (DBS), mientras que para los oligomeros ciclicos los valores de EF y de recuperacion
fueron més bajos. Unicamente el AA-DEG-IPA-DEG mostro valores mayores.

4.3.2. Factor de enriquecimiento y % recuperacion en zumo

Para calcular los valores de concentracién en el extracto FPSE se construyeron rectas de
calibrado de los analitos estudiados en extractos de zumo que no habian sido previamente
dopados. De esta forma, se corregia el posible efecto matriz debido a la presencia en el extracto
de otros compuestos que pudieran modificar la sensibilidad en la deteccion de los compuestos
de interés.

Tabla 10. Célculo de EF y % Rec de los estdndares en el zumo.

Compuesto Ecuacion de la recta Rarzﬁc; /IgI;] eal (ug?g) (i ;P/ZE) EF % Rec
AA-DEG y= G;Zf?(’))’(gg 98:2’07 0007-17,1 | 217 | 18 |0,83+0,082|23+0,64

AA-DEG-IPADEG | 7 =R3;4=82),(9;55 66 B o01-87 | 188 | 74 | 394013 | 11£10
DEG-IPA-DEG-IPA | 7~ ;::’3:1’02;9;2522 0009-92 | 1,95 | 03 | 02+012 |0,4%0,95

DMS y= 82;8:22)’(9;:478’34 19-175 | 221 | 50 | 22+16 | 62+12

DBS - 2;8’3%)’(9;‘?5 “P1 42.177 | 224 | 182 | 81+039 | 2330

= 617,25 + 721,84
EHS y 6R2 =50),(9;7 : 8 0017-170 | 216 | <LoD

LOD: limite de deteccién.

Del mismo modo que en el simulante, los ésteres lineales DMS y DBS fueron los que
presentaron un factor de enriquecimiento y porcentaje de recuperacién mas alto. Por el
contrario, los oligémeros ciclicos mostraron valores inferiores a excepcion del AA-DEG-IPA-
DEG.

4.4, Identificacion de las sustancias migrantes

Una vez que el método FPSE-QTOF-MS fue validado en muestras reales se procedié a la
identificacion de las sustancias migrantes procedentes del biopolimero PLA-poliéster en el
simulante alimentario y en el zumo.

De acuerdo a un estudio previo (Anexo 1),” los oligémeros que provienen del PLA estan
integrados por el monémero acido lactico (LA) y se clasifican en dos grupos en funcion de su
estructura quimica. El primer grupo incluye oligémeros ciclicos del tipo [LA].; y el segundo
estd formado por oligémeros lineales, que segun sus grupos funcionales pueden ser de dos tipos:
OH- [LA],—Hy CH3— CH; — O—[LA]»— H.

Ademés, se detecto la presencia de oligdbmeros procedentes de la parte poliéster de la mezcla,
compuestos formados principalmente por &cido adipico (AA), acido ftalico (PA) y butanodiol
(BD). También fueron identificados aditivos como estabilizantes y plastificantes.
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De los compuestos identificados en el estudio anterior, la Tabla 11 expone aquellos que han
sido detectados en los ensayos realizados junto con su tiempo de retencion. En general, las
sustancias migrantes identificadas en simulante B (4cido acético al 3%) y extracto de zumo
fueron las mismas, a excepcién de compuestos como el HO-[LA]s-H (lineal) y [LA]7 (ciclico)

que no se detectaron en el zumo.

Tabla 11. Compuestos detectados en la migracion del PLA-poliéster utilizando FPSE.

tmasaexacta|  Aducto | “oUTS Candidatos smulante 8| extracto de zumo
4.98 241.1043| [MNa]* | CioHisOs diet”e”g’Ags' iggzz‘{'gp;f’zpionato si NO
509 213.0723| [MNa]* | CsHwOs CH3-CH-O-[LAJ-H (lineal) NO NO
5.31_329.0840 | [MNa]* | Ci2HisOe HO-[LAJ4+-H (lineal) NO NO
5.68 281.1480| [MNa]* | Ci2H2N,0,4 Familia pipiridinas Si Si
5.77 313.162 | [MNa]* | CuHaOs Bis(zc';tgxligg_'ljfﬂpato Si si
587 401.1044 | [MNa]* | CisHzOn HO-[LAJs-H (lineal) Si Si
6.24_473.1271| [MNa]* | CisH26013 HO-[LAJe-H (lineal) Si Si
6.40 383.0955| [MNa]* | CisH20010 [LAJs (ciclico) NO NO
6.58_545.1499 | [MNa]+ | CaiH30O1s HO-[LAJ;-H (lineal) Si Si
6.80_455.1155| [MNa]* | CisH2401 [LAJs (ciclico) Si Si
6.82_617.1703| [MNa]* | CauH34017 HO-[LAJs-H (lineal) si NO
6.92 513.2671| [MNa]* | C2H4,010 | Bis[1(2butoxietoxi)loxo2propanil] Si Si
6.00_481.2522 | [MNal+ | CrHiNoOs| O dimetacriiaro UDMC si si
7.05 527.1373| [MNa]* | CaH2014 [LA]- (ciclico) Si NO
7.12 461.1782| [MNa]* | Cz2H3z0s No candidatos Si Si
7.21 401.2183| [MH]* | CaoHa0s [?:2_587%%3(%2?3) Si si
7.30 599.1591 | [MNa]* | CasH3:01 [LAJs (ciclico) Si Si
7.34 533.2356| [MNa]* | CaHzs010 No candidatos Si Si
7.44 671.1793| [MNa]* | CaH3Os [LAJs (ciclico) Si Si
7.62_681.3568| [MNa]* | CasHsoN4Os No candidatos Si Si
7.71 4431676 | [MNa]* | CaoHosOs [PA-BD-AA-BD] (ciclico) Si Si
7.84 601.3229| [MH]* | CaoHegOuz %?ﬂggfgg"g Si si
8.20 643.2741| [MNa]* | CsHuOr [PA'BD'(';\:Q]&E)-AA-BD] Sf of
8.45 843.3785| [MNa]* | No formula No candidatos NO Si
8.58 663.2416| [MNa]* | CaHaoO12 No candidatos NO Si
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4.5.  Cuantificacion de las sustancias migrantes

Al no disponer de los estandares de estos migrantes, se llevd a cabo un analisis semi-
cuantitativo utilizando la recta de calibrado de uno de los patrones estudiados previamente. Por
su analogia en cuanto a peso molecular, y por mostrar un factor de enriquecimiento y % de
recuperacion mayor se seleccionaron los eésteres lineales. Entre ellos se escogié el
dimetilsebacato (DMS) por permitir determinar concentraciones méas bajas de acuerdo con los
rangos lineales indicados en las Tablas 9y 10.

4.5.1. Concentracion de los migrantes en el simulante alimentario

Para cuantificar la migracion en el simulante acético al 3% se utilizé la recta de calibrado
preparada con una disolucion de metanol/agua (50/50, v/v) y que se muestra en la siguiente
Figura.
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Figura 13. Recta de calibrado de DMS en MeOH/H:0.

Debido a la utilizacién de métodos instrumentales en el andlisis, fue preciso tener en cuenta dos
parametros analiticos importantes como son el limite de deteccion (LOD) y el limite de
cuantificacion (LOQ), que sirven de criterio de identificacion y cuantificacion de compuestos.

Para garantizar la presencia del analito en la muestra se utiliza el limite de deteccion, la minima
concentracion que puede ser detectada con un cierto nivel de confianza, es decir, aquella que
proporciona una sefial significativamente diferente de la sefial del blanco o ruido de fondo. Por
el contrario, para que un resultado sea cuantitativo debe encontrarse por encima del LOQ, la
concentracién mas pequefia que es capaz de cuantificar el instrumento.

Estos valores se calcularon aplicando las siguientes formulas:

+3s +10s
LODzybl - bl LOszbl ; bl

Siendo yy la sefial del blanco del compuesto, sy la desviacion estandar del blanco del compuesto
y b la pendiente de la recta (sensibilidad) expresada como el inverso de la concentracion.

De esta manera se obtuvo que el limite de deteccion para el DMS en la disolucién de
metanol/agua era 0,5 ug/g y el limite de cuantificacion 1,3 pg/g.

Interpolando las areas de los compuestos detectados en el apartado 4.4 en la recta de calibrado
se obtuvieron las concentraciones en el extracto de simulante. Para el calculo de la
concentracion en el simulante se aplicé el factor de dilucion (m¢mo) a la concentracion del
extracto.
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Siendo mr la masa final del extracto FPSE y mo la masa inicial de la disolucién de extraccion.

Tabla 12. Concentracion de los migrantes en el extracto de simulante y en el simulante.

Extracto de acético al 3% Acético al 3%
Compuestos Concentracion (ug/g) Concentracion (ug/g)

4.98 241.1043 4,0+0,29 0,111 £ 0,0081
5.09_213.0723 <LOD <0,01
5.31_329.0840 <LOD <0,01
5.68_281.148 6,8+ 0,30 0,189 + 0,0084
5.77_313.162 14,7 £ 0,55 0,41 +0,015
5.87_401.1044 <LOQ 0,016 £ 0,0099
6.24_473.1271 2,2+0,32 0,062 + 0,0087
6.40_383.0955 <LOD <0,01
6.58 545.1499 3,5+0,30 0,098 + 0,0082
6.80_455.1155 4,5+0,29 0,125 + 0,0081
6.82_617.1703 <LOD 0,014 £ 0,0099
6.92_513.2671 11,1+£041 0,31+0,011
6.99_481.2522 10,4 +0,39 0,29 +0,011
7.05_527.1373 8,9+0,35 0,246 + 0,0096
7.12_461.1782 6,5+ 0,30 0,181 £+ 0,0083
7.21_401.2183 102 £ 4,7 2,8+0,13
7.30_599.1591 3,8+0,29 0,106 + 0,0082
7.34 533.2356 <LOD 0,014 £ 0,0099
7.44 671.1793 <LOD <0,01
7.62_681.3568 1,4+0,34 0,038 + 0,0093
7.71_443.1676 36+15 0,99 + 0,042
7.84_601.3229 18,9+0,73 0,52 +£ 0,020
8.20_643.2741 55+0,29 0,153 £+ 0,0081
8.45 843.3785 <LOD <0,01
8.58 663.2416 <LOD <0,01

0,01: valor limite establecido por el Reglamento EU/10/11.

La Tabla 12 refleja como migrante mayoritario el oligomero ciclico [AA-BD],, (7.21
401.2183), que tal y como se indica en el Anexo I, procede del poliéster de naturaleza no
renovable con el que se ha combinado el PLA. Este compuesto se encontr6 en el simulante B en
una concentracion de 2,8 pg/g, mientras el resto de migrantes cuantificados estaban por debajo
del 35% de su concentracion. También se cuantificaron oligémeros lineales del tipo HO-[LA]»-
H, siendon=5a 8.

4.5.2. Concentracion de los migrantes en el zumo

Se siguid el mismo procedimiento que en el simulante, pero en este caso se utiliz6 la recta de
calibrado indicada en la Figura 14. Esta fue preparada con extracto de zumo permitiendo asi
llevar a cabo la cuantificacion de los migrantes en el zumo.

Los limites de deteccidn y cuantificacién para el DMS en el extracto de zumo fueron 0,9y 1,9
Kg/g, respectivamente.
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Las concentraciones en el extracto se obtuvieron interpolando en la recta de calibrado las areas
de los picos detectados anteriormente. Las concentraciones en el zumo se calcularon aplicando
el mismo factor de dilucion gue antes.

Tabla 13. Concentracion de los migrantes en el extracto de zumo y en el zumo.

Extracto de zumo

Zumo

Compuestos Concentracion (ug/g) Concentracion (ug/g)
4,98 241.1043 <LOD <0,01
5.09 213.0723 <LOD <0,01
5.31_329.0840 <LOD <0,01
5.68_281.148 <LOD <0,01
5.77_313.162 LOD < x < LOQ <0,01
5.87_401.1044 <LOD <0,01
6.24 473.1271 <LOD <0,01
6.40_383.0955 <LOD <0,01
6.58 545.1499 LOD <x<LOQ <0,01
6.80_455.1155 LOD <x<LOQ <0,01
6.82_617.1703 <LOD <0,01
6.92 513.2671 14,1 +0,77 0,40 £ 0,021
6.99 481.2522 5,9 £ 0,68 0,17 £0,019
7.05 527.1373 LOD<x<LOQ <0,01
7.12 461.1782 4,2+0,74 0,12 £0,021
7.21 401.2183 181 +13 5,0+0,37
7.30_599.1591 <LOD <0,01
7.34 533.2356 1,1+0,88 0,03 £ 0,025
7.44 671.1793 <LOD <0,01
7.62_681.3568 1,0+ 0,89 0,0 £ 0,025
7.71 443.1676 32+1,8 0,88 £ 0,051
7.84_601.3229 220+1,2 0,61 +0,033
8.20 643.2741 10,7 + 0,65 0,30+ 0,018
8.45 843.3785 <LOD <0,01
8.58 663.2416 <LOD <0,01
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En el caso del zumo, se observaron mas componentes por debajo del limite establecido, y sin
embargo aquellos que ya se cuantificaban en el simulante mostraron valores similares de
concentracion en el zumo, o con un ligero incremento. El caso méas apreciable fue el del
migrante [AA-BD],, que alcanzo6 un valor proximo a 5 pg/g en comparacion con los deméas que
tomaron valores de migracion inferiores a 0,9 pg/g. En el zumo no se cuantificaron oligbmeros
lineales.

4.6.  Comparacion de resultados y evaluacion de la seguridad

Comparando las Tablas 12 y 13 se lleg6é a la conclusion de que los compuestos quimicos
cuantificados fueron similares tanto en los simulantes como en el zumo. En ambos casos se
distinguieron como sustancias migrantes principales los oligémeros ciclicos provenientes del
poliéster. Aquellos que presentaron los valores mas altos de concentracion en orden descendente
fueron: [AA-BD],, (7.21 401.2183), [PA-BD-AA-BD] (7.71_443.1676) y [AA-
BD]s(7.84_601.3229) como se refleja en la Figura 15.
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Figura 15. Concentracion de los componentes no volatiles presentes en el simulante alimentario
By en la muestra de zumo.

La razon por la que los oligdmeros ciclicos estuvieran presentes en una proporcion diez veces
mayor que los lineales se debe a que estos ltimos se producen debido a procesos de hidr6lisis
al entrar en contacto el polimero y el simulante.

La mayor parte de estas sustancias migrantes no se encuentran incluidas en la lista positiva que
establece el Reglamento, por ello su concentracion debe ser inferior a 0,01 pg/g. Sin embargo,
en la mayoria de los casos esta concentracion fue superada, pudiendo suponer un riesgo para la
salud.

En el Anexo Il se pueden ver los cromatogramas 1 y 2, correspondientes a la migracion en
simulante B y zumo por inyeccion en el sistema UPLC-QTOF-MS.
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5. Conclusiones

La técnica FPSE result6 ser un buen método de preconcentracion de oligdmeros y otros NIAS
procedentes del biopolimero PLA-poliéster en simulantes alimentarios, ya que permitio
intensificar sus areas y detectar compuestos gque se encontraban por debajo de la relacion
sefial/ruido.

Ademas, la metodologia basada en FPSE en combinacion con el anélisis UPLC-QTOF-MS fue
utilizada para el anlisis de alimentos como el zumo. Durante la optimizacién de la misma con
diferentes patrones, los ésteres lineales dimetil-sebacato y dibutil-sebacato fueron los que
presentaron los valores mas altos de porcentaje de recuperacion y factor de enriquecimiento.
Con estos estandares se prepararon rectas de calibrado en metanol/agua y extracto de zumo para
llevar a cabo el analisis semi-cuantitativo de las sustancias migrantes en el simulante y en el
zumo, respectivamente.

En su mayoria, los compuestos identificados en el simulante alimentario y en el zumo resultaron
ser los mismos, destacando por una mayor concentracion los oligémeros ciclicos procedentes
del poliéster. Con estos resultados se demostrd la efectividad de los simulantes alimentarios
para recrear la migracion desde el material de envase al alimento.

Al estar estos compuestos en una concentracion superior a la permitida, se puso de manifiesto la
importancia de realizar ensayos de migracion para los materiales plésticos que fueran a estar en
contacto con alimentos. En el estudio realizado se demostré que no solo migran los oligomeros
provenientes del PLA sino también aquellos que procedian de la parte poliéster de la mezcla,
siendo estos Ultimos los que tuvieron un papel critico al suponer un alto riesgo para la salud del
consumidor.
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ANEexXos

Anexo |. Tabla del articulo “Determination of non-volatile components of a biodegradable food
packaging material based on polyester and polylactic acid (PLA) and its migration to food

simulants

2925

Estos ensayos de migracion se realizaron a 60°C durante 10 dias, y los extractos obtenidos a
partir de una metodologia basada en disolucion/precipitacion fueron analizados por UPLC-
QTOF-MS. De esta manera se identificaron los principales componentes no voldtiles del PLA.

En la tabla se reflejan los compuestos detectados en pellets y laminas de PLA-poliéster, asi
como, aquellos que se han encontrado en simulantes alimentarios. Las areas se clasifican de 1 a
3, de mayor a menor intensidad, y también se indica la formula molecular junto con los posibles

candidatos.
Code rt_mass | IPellets | IFilm | Imig | Adduct Molecular Candidates Remarks/Fragments
Formula (scores)
3.60_331.0711| nd nd 1 |[MNa]*| CxH1202 No candidates 167.0027, 185.0129
4,50 257.0635| nd nd 2 | [MNa]*| CoH1407 HO-[LA]s-H (linear) PLA oligomer
1,3,6,9,11,14-
4,59 259.1160 2 nd nd | [MNa]*| CioH20s | Hexaoxacyclohexadecane PLA plasticizer
CAS 74485-37-3 (Glycaol)
Poly(trimethylolpropane . .
488 3031421 1 | nd | nd |[MNaJ+| CiHzOy adipate) '”d"eCtF""g‘i'\“Ves by
CAS 28301-90-8
Diethylene glycol,
4,98 241.1043 1 1 2 | [MNa]*| CioHi1g0s | dipropionate CAS 6942- PLA plasticizers
59-2
5.09 213.0723| nd nd | 2 |[MNa]"| CgHwOs CHs'CUfAS{;E)LA]Z'H PLA oligomer
5.29 391.1943 1 nd nd | [MNa]* | CigHs209 No candidates
5.31 329.0840| Nd nd 2 | [MNa]*| Ci2H180q HO-[LA]4+-H (linear) PLA oligomer
Detected by Bradley in
. L . PLA. Hindered
5.68_281.1480 2 2 1 | [MNa]* | C12H22N20. Piperidine family piperidines are light
stabilizer
571 2850046| nd | nd | 2 |[MNa]*| CuHuO CH3'Czi2r']S{;g'A]3'H PLA oligomer
N Bis(2- ethoxyethyl) Detected by Bradley in
5.77_313.162 2 2 2 | [MNa]" | CaaH260 adipate CAS 109-44-4 starch and cellulose
5.87_401.1044| nd nd 2 | [MNa]*| CisH2011 HO-[LA]s-H (linear) PLA oligomer
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2,2'-(oxybis((methyl-2,1-et
hanediyl)-oxymethylene))

Indirect additives by

6.19 269.1373| 1 nd | nd |[MNa]*| Ci2H2:0s bisoxdrane DA

CAS 41638-13-5
6.24 473.1271| nd nd 2 | [MNa]*| CigH26013 HO-[LAJs-H (linear) PLA oligomer
6.26_357.1161| nd nd | 2 |[MNa]*| CuH20s CH“'CZ?;S;U[)LA]“'H PLA oligomer
6.40_383.0955 1 1 nd | [MNa]* | CisH20010 [LA]s (cyclic) PLA oligomer
6.58 545.1499| nd nd 2 |[MNa]+| C21H3001s HO-[LA]+-H (linear) PLA oligomer
6.61.4291371| nd | nd | 2 |[MNa]'| CuiHsOu CH3'C2'I?;S&[)LA]5'H PLA oligomer
6.80_455.1155 2 2 nd | [MNa]* | CisH24012 [LA]s (cyclic) PLA oligomer
6.82_617.1703| nd nd 2 | [MNa]*| CxHz3017 HO-[LA]e-H (linear) PLA oligomer
6.92 513.2671| 2 2 | 1 |[MNa]*| CzaHz010 1B;S)E§§2pkr’g;;’%’ﬁ]tha%fp32te Detected by Bradley
6.94 501.1603| nd nd | 2 |[MNa]"| CxoHzO1s CH?"C?'I?;]gér[)LA]ﬁ'H PLA oligomer
6.9 481.2522| 2 2 | 1 |[MNa]+|CaHssN:Os S[r)e&‘g”égg“%g%‘gﬁgti Detected by Bradley
7.05 527.1373 2 2 nd | [MNa]* | CxnH2s014 [LA]~ (cyclic) PLA oligomer
7.12 461.1782 1 1 2 | [MNa]*| CzH300q No candidates Detected by Bradley
raanams) s | s |3 || caeo | TAABDRGID | Faye algoner
7.30_599.1591 1 1 nd | [MNa]* | CaH32016 [LA]s (cyclic) PLA oligomer
7.32_645.1956| nd nd | 2 |[MNa]"| CasHssO17 CHB_C?;&S{;E;‘A]S'H PLA oligomer
7.34_533.2356 1 1 1 |[MNa]*| CazHzss010 No candidates
7.44 671.1793 2 2 nd | [MNa]* | CyH3601s [LA]s (cyclic) PLA oligomer
7.45 717.2216| nd nd | 2 |[MNa]*| CaHaOu0 CH3'Czi2r']Sa'g‘A]9'H PLA oligomer
7.62_681.3568 1 1 1 | [MNa]* | CssHs0N1Os No candidates
771.4431676] 3 | 3 | 3 |[MNal*| CwHOs | [PA-BD-AA-BD] (cyclic) | -olvester oligomer.

Detected by Bradley
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ooz 3 | 3| 2| M| cueos | ABDRORIS | Fayedlgemer
8.20 643.2741| 3 3 | 3 |[MNaJ'| CaHaOr [PA'BD'?(S&ES'AA'BD] ggt'g’ftsggrb‘;'ggfgy
8.45 843.3785 1 1 2 | [MNa]* | No formula No candidates

8.58 663.2416 1 1 2 | [MNa]*| Cs4Hao012 No candidates Detected by Bradley

nd: non detected; LA: lactic acid; AA: adipic acid; PA: phthalic acid; BD: butanediol.

Anexo 1. Cromatogramas obtenidos en el ensayo de migracion tanto en el simulante B como en
el extracto de zumo por inyeccion en el sistema UPLC-QTOF-MS.

Cromatograma 1. Comparativa de la migracién en HAc 3% (simulante B) con y sin FPSE.
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Cromatograma 2. Migracion en extracto de zumo utilizando FPSE.
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