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1. RESUMEN.

Cada vez son mas las personas que se preocupan por el consumo de alimentos envasados debido
a una posible contaminacion por la migracién de compuestos quimicos del envase al alimento.
Estos envases suelen estar hechos con materiales multicapa, en los que ademas del polimero

podemos encontrar otros componentes como tintas, adhesivos o barnices.

Entre los compuestos de interés se encuentran los hidrocarburos de aceites minerales (MOHs)
provenientes de distintos envases plasticos alimentarios. Estos pueden provenir de diversas
fuentes, pero ademas se utilizan en las tintas de impresién y adhesivos que forman parte de los

envases alimentarios.

Dentro de los MOHs, se distingue la fraccion de hidrocarburos saturados (MOSH) y la de
hidrocarburos aromaticos (MOAH). El estudio se va a centrar en estos Ultimos debido a la gran
toxicidad que supone su ingesta. Para ello, se va a optimizar un método de andlisis mediante HS-
SPME-GC-MS (Microextraccion en Fase Sdlida por Espacio de Cabeza, Cromatografia de Gases y
Espectrometria de Masas) y se van a utilizar dieciséis marcadores de MOAH como indicadores
de contaminacién. Mediante un andlisis en modo SIM se cuantificaran estos compuestos en
diferentes sets de muestras de materiales de envase multicapa en los que habian utilizado
diferentes tecnologias para la aplicacion de las tintas (flexografia y huecoreverso). Por otro lado,
se llevd a cabo paralelamente un andlisis en modo SCAN para identificar compuestos de otras
familias diferentes a los MOHs que pudiesen provenir de las tintas o adhesivos utilizados en los

materiales.

ABSTRACT.

More and more people are concerned about the consumption of packaged food due to possible
contamination due to the migration of chemical compounds from the packaging to the food.
These containers are usually made with multilayer materials, in which in addition to the polymer

we can find other components such as inks, adhesives or varnishes.

Among the compounds of interest are mineral oil hydrocarbons (MOHs) from different plastic
food containers. These can come from various sources, but they are also used in printing inks

and adhesives that are part of food packaging.

Within the MOHSs, the fraction of saturated hydrocarbons (MOSH) and that of aromatic

hydrocarbons (MOAH) are distinguished. The study is going to focus on the latter due to the



great toxicity of their intake. For this, an analysis method will be optimized using HS-SPME-GC-
(MS Microextraction in Solid Phase by Headspace, Gas Chromatography and Mass
Spectrometry) and sixteen MOAH markers will be used as contamination indicators. Through an
analysis in SIM mode, these compounds will be quantified in different sets of samples of
multilayer packaging materials in which they had used different technologies for the application
of the inks (flexography and reverse hue). On the other hand, an analysis in SCAN mode was
carried out in parallel to identify compounds from families other than MOHs that could come

from the inks or adhesives used in the materials.

2. INTRODUCCION.

2.1. LOS ACEITES MINERALES.

Los aceites minerales son productos compuestos en su mayoria por hidrocarburos (MOH),
derivados principalmente de la destilacidn del petrdleo crudo. Sin embargo, también se pueden
producir hidrocarburos sintéticamente a partir del carbdn, gas natural y biomasa, es decir,
pueden formarse de manera natural a partir de bacterias, hongos, organismos marinos, plantas
e insectos, y en el procesado de algunos alimentos, como tratamientos térmicos, refinados de

aceites, etc.

Tienen numerosas utilidades comerciales, en las que se incluyen: aditivos alimentarios, piensos,
productos fitosanitarios, materiales en contacto con los alimentos, usos en la medicina,

lubricantes, tintas de impresidn, etc.

Los MOH pueden estar presentes en los alimentos, o por via directa a través de los materiales
de embalaje mediante el contacto directo, el uso de aditivos alimentarios y coadyuvantes
tecnolégicos, lubricantes de la maquinaria empleada durante la cosecha y produccion de
alimentos, etc., o bien como consecuencia de la contaminacion ambiental. Todos estos usos
pueden suponer una fuente de exposicion para los consumidores segun la Agencia Espafiola de

Consumo, Seguridad Alimentaria y Nutricion (AECOSAN, 2017).
En los aceites minerales se encuentran tres clases principales de hidrocarburos:

e Parafinas (alcanos lineales y ramificados)

e Naftenos (cicloalcanos con sustituyentes alquilicos)



e Aromaticos (incluyendo hidrocarburos aromaticos policiclicos HAPs alquil sustituidos,

con cantidades pequefias de HAPs).

Sin embargo, también pueden contener pequefas cantidades de compuestos nitrogenados y

azufrados.

Segun la opinién cientifica emitida por el Panel de Contaminantes de la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA) de 2020 sobre la evaluacion del riesgo de los aceites minerales,

estos se agrupan en dos categorias:

e Aceites minerales saturados (MOSH: Mineral Oils Saturated Hydrocarbons), que
comprenden los grupos de parafinas y naftenos. Son de cadena abierta.
e Aceites minerales aromaticos (MOAH: Mineral Oils Aromatic Hydrocarbon). Pueden

contener azufre.

Cabe destacar que la EFSA ha tenido en cuenta, para la evaluacién del riesgo, hidrocarburos con

un numero de dtomos de carbono comprendido entre 10 y 50.

Se encuentran entre los productos comerciales de los que se posee poca informacién sobre su
composicion quimica, ya que sus especificaciones suelen referirse a las propiedades
relacionadas con el uso al que se destinan, como las propiedades fisico-quimicas y la viscosidad,
entre otras. Los productos pueden tener la misma especificacidn, pero distinta composicion
guimica dependiendo de la fuente del aceite y su procesado. Los aceites minerales de grado

alimentario se tratan de forma que el contenido de hidrocarburos aromaticos sea minimo.

Segln la Recomendaciéon (UE) 2017/84 de la Comision, de 16 de enero de 2017, sobre la
vigilancia de hidrocarburos de aceites minerales en alimentos y en materiales y objetos
destinados a entrar en contacto con alimentos, se considera que, en los alimentos, los MOH son
tratados de manera que se reduzca al minimo el contenido de hidrocarburos aromaticos de
aceites minerales (MOAH). Esto es debido a los posibles efectos de los MOH sobre la salud
humana. Los MOAH pueden actuar como carcindgenos y genotdxicos, mientras que algunos
MOSH se acumulan en los tejidos humanos y pueden causar efectos nocivos en el higado. Es por
esto por lo que es importante organizar la vigilancia de los MOH para entender mejor la
presencia de MOSH y MOAH en los productos alimenticios que mds contribuyen a la exposicidon

alimentaria.

Los hidrocarburos saturados pueden acumularse en los tejidos grasos humanos. Se detectaron

MOSH con una cadena de carbono hasta C45 y se cuantificd en los érganos de ratas (higado,



bazo). Los MOSH con una cadena de carbono por debajo de C16 no se acumulan en el cuerpo

humano.

Segun el Dictamen de la EFSA de 2012, se identifica la exposicién humana a hidrocarburos de
aceites minerales de diferentes fuentes entre 0,03 y 0,3 mg de MOH/kg de peso corporal, siendo
mas alta en los consumidores mas jovenes que en los adultos y ancianos, suponiendo que
aproximadamente solo el 20% de esta ingesta proviene de MOAH. La estimacién mds elevada
de los grandes consumidores se encontré en nifios de 3 a 10 afios, contribuyendo
significativamente en su exposicién total la migracidn procedente de los materiales de envasado
de papel y cartdn reciclado, es decir, los fabricados con fibras recicladas, por los posibles efectos

sobre la salud humana (Muncke, 2013).

Segun el estudio del Instituto Federal de Evaluacién de Riesgos (BfR, 2019) se ha definido un
valor de 12 mg/kg de alimento para MOSH con una cadena de carbono de C10 a C16 como valor
de referencia para una migracién tolerable de papeles, cartones o cartones hechos con fibras
recicladas. Para una longitud de cadena de C16 a C20, se establecié un nivel de migracién
tolerable de 4 mg/kg de alimento. Hasta ahora no se ha definido ninguna migracidn tolerable

para las otras fracciones debido a la falta de datos toxicoldgicos.

Aun asi, no ha sido posible establecer un valor de Ingesta Diaria Admisible (IDA), ya no se ha
considerado adecuados los valores de las IDA tomados como referencia en el estudio del Panel

de la EFSA (EFSA, 2017).

Segun un estudio de la EFSA sobre migracion de aceites minerales en alimentos envasados con
papel y cartdn reciclados, se demuestra que cuando no se utilizaban barreras funcionales

(recubrimientos que impidan migrar) existia una transferencia significativa hacia los alimentos.

Los materiales reciclados se pueden utilizar en todas las etapas de la cadena de suministro de
alimentos (produccion, almacenamiento y procesado de materias primas, transporte, refinado,
produccidn y comercio). Por tanto, los puntos de entrada de estos contaminantes son posibles

en cualquiera de esas etapas.

2.2. FUENTES DE CONTAMINACION.

Segun el panel de la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricién (AECOSAN, 2020),

se han identificado las fuentes de contaminacidén de aceites minerales en los alimentos. Estas



fuentes son los materiales en contacto con los alimentos como, por ejemplo, tintas de impresidn

en papel y cartdén, lubricantes para la fabricacién de latas de conserva, adhesivos, etc.

Algunos pardmetros, como el tiempo de conservacién y las condiciones de almacenamiento,
pueden incrementar la migracion de los MOH del embalaje a los alimentos. Dado que los MOH
son mas faciles de detectar en grandes cantidades, en la estrategia de muestreo se deben de

tener en cuenta esos parametros cuando su migracién es la mas alta.

En lo referente a las tintas se encuentran ciertos problemas con el fendmeno set off. Este se
produce porque los materiales de envases flexibles, como puede ser la tapa de un yogur, se
guardan en rollos. Durante su almacenamiento, la cara interna del material, que estara en
contacto con el alimento, entra a su vez en contacto con la cara externa, donde se encuentran
las tintas, de forma que los compuestos presentes en las tintas podran ser transferidos a la cara

interna del material (Portal Graf, 2017) (La imprenta, 2019).

Figura 1: Imagen explicativa de la impresion set off.

Los aceites minerales también pueden proceder de la maquinaria empleada en la cosecha, como
diésel y aceite lubricante; asi como de aceites lubricantes utilizados en el sector industrial y de

agentes de limpieza a base de disolventes con aceites minerales.

Por ultimo, otras fuentes de contaminacion son los aditivos alimentarios, coadyuvantes
tecnoldgicos y otros usos: antiadherentes, aceites para recubrimiento de alimentos, aceites
minerales en piensos, antiespumantes, ceras parafinicas autorizadas, coformulantes de

productos fitosanitarios y agentes antipolvo en cereales.

2.3. MARCADORES DE LOS ACEITES MINERALES.

Como ya se ha explicado anteriormente, hoy en dia es imposible analizar individualmente cada
compuesto que forma parte del grupo de hidrocarburos de los aceites minerales. Por tanto, se

han seleccionado una serie de posibles marcadores con la finalidad de detectar, identificar y



cuantificar los hidrocarburos aromaticos procedentes de las muestras de distintos envases

alimentarios empleando la técnica GC-MS.

Los MOAH con tres anillos aromdticos pueden ser genotdxicos, por lo que es necesario
desarrollar un método analitico para MOAH con mds de un anillo aromatico, pudiendo proponer
o recomendar un limite (Maes et al., 2019).

Se recomendaron el Antraceno y el Perileno como marcadores de aceites minerales, pero no
fueron suficientes. Normalmente, para demostrar la presencia de MOAH se utilizaban las
relaciones m/z (masa/carga) tales como 91, 105, 113 y 119 para su identificacién en un Detector
de Masas, pero estas masas coincidian con muchas sustancias naturales como terpenos,
fitoesteroles, olefinas y carotenoides.

Estas sustancias pueden interferir con el analisis espectral de masas y aumentar el valor de la
deteccion sefial, provocando una sobreestimacion de los resultados en el andlisis MOAH.

Se han mostrado resultados concluyendo que los marcadores quimicos son necesarios para
llegar especificamente a la fuente de contaminacion y su relacién con los aceites minerales

(Spack et al., 2017).

2.4. TINTAS.

Actualmente, las tintas de impresidn se fabrican a base de pigmentos, aceites vegetales y de
aceites minerales. Esto es debido a la mejoria en cuanto al rendimiento, es decir, la capacidad

de la tinta para imprimir un numero determinado de pliegos.

Las tintas de impresién para envases de alimentos no estan cubiertas por ninguna legislacion
especifica de la UE. Por lo tanto, se siguen las Directrices de European Printing Ink Association
sobre tintas de impresién aplicadas a las superficies de materiales y envases que estdn en
contacto con los alimentos. Las tintas para envases se formulan y fabrican de acuerdo con las
Buenas Practicas de Fabricacion de EuPIA, teniendo en cuenta muchos parametros individuales
y variables relacionados con el sustrato, la aplicacién y el uso final con el fin de minimizar el
potencial de migracidn de los componentes de la tinta a los alimentos y permitir que el envase

final cumpla con los requisitos legales del Reglamento (CE) n2 1935/2004 (EuPIA, 2019).

Las tintas de impresidn que se utilizan comuinmente en materiales plasticos multicapa utilizados
para el envasado de alimentos presentan compuestos que pueden migrar a dichos alimentos
por difusién a través de las multicapas y por el fenémeno del “set-off”, explicado anteriormente.

Para evitar este problema, el disefio correcto del embalaje es fundamental. Se ha estudiado la



seguridad por disefio de materiales multicapa (Domefio et al., 2017), determinando la migracién
de 4 multicapas diferentes fabricadas con tereftalato de polietileno (PET), aluminio (Al) y
polietileno (PE). Las diferencias estructurales entre los materiales, como la presencia de tintas o
revestimientos de laca, asi como las diferencias entre la posicion de las capas, permitieron el

estudio de enfoque de la seguridad por disefo.

Asi pues, seglin Domefio et al., se puede conocer la importancia de la seguridad del enfoque de
disefio al fabricar materiales en contacto con los alimentos, particularmente si el material final
es un impreso multicapa. Se concluye que, con el uso apropiado de la estructura y el barniz
correcto, se puede prevenir o disminuir considerablemente el problema de “set-off” de modo
gue los materiales finales cumplan con la legislacion de la UE para materiales en contacto con

los alimentos.

Segun el dossier de Food Packaging Forum de 2017, las capas que actian como barrera en la
superficie interna del envase minimizan la migracién de compuestos, recomendando su uso ya
que se reduce la migracion en un 99% y garantiza que ninguna sustancia desconocida alcance
una concentracién que pueda poner en peligro la salud del consumidor, recomendando los

materiales PA y PET como barreras protectoras contra la migracién de aceite mineral.

En cuanto a la migracién de las tintas, el sector alimentario europeo (Food and Drink Europe) ha
presentado una “caja de herramientas” (BLL, 2019) para la prevencidn de la transferencia de
hidrocarburos de aceites minerales a los alimentos. Informan sobre las tintas de impresion,
entre otras fuentes, y sus correspondientes rutas de entrada o las causas de esta. En cuanto ala
entrada de MOSH/MOAH por envases primarios, se recomienda utilizar tintas de baja migracién
y sin aceite mineral, evitando el arrastre de tintas que contienen aceite mineral en la empresa
de imprentas (en los soportes de aceite mineral que contienen tintas de otros procesos de
impresion durante la reconfiguracion de la maquina en la empresa de impresion, por ejemplo),
aplicando en todo momento las “Buenas Practicas de Fabricacién”. También se recomienda
utilizar la barrera funcional con envase con impresién interior, usando tintas de impresién sin
aceite mineral para laimpresion en el interior también, teniendo cuidado con los falsos positivos
en los resultados de las tintas de impresion sin aceite mineral causados por sustancias asociadas
con agentes aglutinantes. Por ultimo, se recomienda evitar el contacto de superficies impresas
con superficies de contacto con alimentos con la impresidon segun estipula el Reglamento

n22023/2006.



2.5. TECNICAS DE ANALISIS DE ACEITES MINERALES.

El analisis de los MOH es complejo al no existir patrones analiticos certificados que sean de
aplicacion general, y separarlos mediante cromatografia de gases, que es la técnica habitual, es
muy dificil. Por este motivo en lugar de picos individuales en el cromatograma suelen detectarse
jorobas de sefal que engloban y enmascaran un grupo de compuestos que no tienen por qué
corresponder sélo a aceites minerales. Dichas jorobas se producen y los datos se malinterpretan
como MOSH en los alimentos y se consideran exclusivamente como "contaminacion por aceite
mineral", dando lugar a conclusiones injustificadas e incorrectas, y a sobrestimar la

concentracion.

Segun el Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), la cromatografia de gases es una
técnica que permite separar una gran cantidad de compuestos de las tintas, aun estando en
concentraciones muy bajas. Consiste en introducir la muestra en forma de gas en la cabeza de
una columna cromatografica, la cual separa los compuestos segun la interaccidn de estos con la
fase estacionaria de dicha columna. Asi pues, la muestra es arrastrada por un flujo de gas
portador inerte, normalmente Helio (He), que es la fase movil. De esta manera, los compuestos
de las muestras interaccionan con la fase estacionaria de la columna produciéndose la retencién
de los analitos. La muestra separada por la columna sale hacia un detector, el cual detecta y
cuantifica dicha muestra emitiendo una sefial proporcional a la concentracion de analitos. Dicho
detector acoplado al equipo es un espectrometro de masas, encargado de generar la sefial

correspondiente.

Lo que se realiza para el andlisis en la mayoria de las investigaciones cientificas, es una extraccién
seguida de una pre-separacion mediante cromatografia liquida de alta resolucién acoplada con
un cromatografo de gases con un detector de ionizacion de llama (HPLC-GC-FID). Sin embargo,
cuenta con el inconveniente de tener un alto coste y la necesidad de conectar dos equipos en

serie (HPLC-GC) algo que no es accesible para la mayoria de los laboratorios.

Otra opcién que se investiga es utilizar la cromatografia de gases, usando como detector un
espectrémetro de masas (GC-MS), con alguna etapa previa de separacion. Esto unido al uso de

marcadores individuales de MOAHs puede solucionar problemas detectados en el analisis.

Asi pues, para este trabajo se empled la técnica de analisis SPME-GC-MS (microextraccion en
fase sdlida, cromatografia de gases y espectrometria de masas), que permite analizar una
muestra soélida directamente sin el empleo de disolvente. Consiste en una técnica de

microextraccién en fase sélida (con una fibra SPME) en modo headspace (HS, espacio de cabeza)



y los métodos empleados para la separacién e identificacién de los compuestos fueron

cromatografia de gases (GC) con detector de espectrometria de masas (MS).

Existen diferentes métodos de inyeccién, como por ejemplo el “Headspace”, con “Fibra SPME”,
utilizado debido a su alta sensibilidad y tolerancia al agua, y la “inyeccidn directa” en el que se
emplea una jeringa de liquidos, pero se deteriora con una concentracion de agua superior al

20%.

Se evité realizar una previa extraccién de los polimeros con un solvente (como el diclorometano,
acetonitrilo) y concentrarlo para tener suficiente sensibilidad porque requiere mucho tiempo,

mucho tratamiento de la muestra y es menos sensible que la técnica mediante SPME.

Cabe destacar que el muestreo por HS evita que los residuos no volatiles de la muestra entren
en el Cromatégrafo de Gases, manteniéndolos en un vial y transfiriendo los componentes

volatiles al inyector y columna (Cromlab S.L, 2015).

La microextraccién en fase sélida (SPME) ha experimentado un rapido desarrollo desde su
introduccion hace mas de 20 afos, teniendo un gran impacto sobre las practicas de muestreo y
preparaciéon de muestra en el andlisis quimico, bioandlisis, los alimentos y las ciencias

ambientales (Rios, 2017).

En un principio, SPME fue introducida para analizar compuestos relativamente volatiles en el
campo del medio ambiente; actualmente, su uso se ha extendido a muy diversas areas de
analisis dado que representa un gran avance en la preparacién de muestras en una gran variedad
de matrices: gaseosas, liquidas, sélidas y bioldgicas, y para una amplia gama de analitos volatiles
a partir de compuestos no volatiles. Presenta una serie de ventajas: es una técnica muy simple,
lo que la hace de facil uso y transporte, minimiza el consumo de disolvente organico, los tiempos
de preparacién de muestra minimos, requiere pequefios volimenes de muestra, es facilmente
automatizable, presenta un bajo coste y la capacidad de producir resultados analiticos
cualitativos y cuantitativos en muestras complejas. Otra ventaja que presenta es la posibilidad
de utilizarse con todos los tipos de muestras, ya sean gaseosas como el aire, liquidas como aguas

o bebidas, o sdlidas como alimentos (Rios, 2017).

3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.

En la actualidad, existe una creciente preocupacién por el consumo de alimentos envasados

debido a una posible contaminacidn por la migracion de compuestos quimicos del envase al

10



alimento. Entre estos compuestos que pueden migrar se encuentran los aceites minerales que
son objeto de gran interés en la actualidad y se estan intentando legislar. El problema es que no
existe ninglin método oficial ni acreditado para realizar el analisis en alimentos y envases

alimentarios.

El objetivo de este trabajo es determinar la presencia de aceites minerales y de otros posibles
aditivos presentes en las tintas y adhesivos utilizados en la fabricaciéon de materiales multicapa

que pudieran migrar posteriormente al alimento.

La estrategia para conseguir esos objetivos consistio en desarrollar un método para la deteccion
de aceites minerales en tintas y envases alimentarios utilizando marcadores seleccionados

previamente.

Para ello se ha utilizado la cromatografia de gases con detector de masas trabajando de dos

formas distintas: método SIM y método SCAN.

Con el método SIM se lleva a cabo el reconocimiento exclusivo de las masas seleccionadas para
los marcadores determinando los MOAH. Ademas de identificar los marcadores se pueden
cuantificar mediante la recta de calibrado con los patrones y la interpolacién de las muestras en
dicha recta, conociendo asi la concentracidon de cada analito. Asi pues, previamente se trabajé
en la optimizacién del método de inyeccidn, con los parametros de tiempo y temperatura de

extraccion.

Con el método SCAN se detectan todas las masas en un intervalo de 50-450 uma con el Unico
objetivo de identificar todos los compuestos presentes en las tintas, adhesivos y polimeros que

puedan suponer un riesgo toxicoldgico.

4. DESARROLLO EXPERIMENTAL.

4.1. REACTIVOS.

Se trabajé con una serie de disoluciones patron con los 16 compuestos a diferentes
concentraciones (ver Tabla 1) partiendo de una disolucion madre que contiene una
concentracién de 100 ppm, preparado en n-Hexano de grado HPLC suministrado por la marca
comercial “Honeywell”. Todas las soluciones se almacenaron a temperatura de refrigeraciéon. A
partir de la disolucidn madre se fueron haciendo diluciones para conseguir un rango amplio de

concentracién de los patrones.
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Asi pues, y con el fin de identificar los MOAH en las muestras, se seleccionaron para el estudio
16 compuestos como representantes de las diferentes familias de aceites minerales
procedentes de las tintas, estos marcadores han sido objeto de estudio en una tesis realizada
en el grupo de investigacidon. Estos son: 2-metilnaftaleno; 1-metilnaftaleno; bifenilo; 2,6-
dimetilnaftaleno; acenafteno; 9,9-dimetilfluoreno; diisopropinaftaleno; 3,3°,5,5"-
tetrametilbifenilo; 4-metildibenzotiofeno; 4,6-dimetildibenzotiofeno; 3,6-dimetilfenantreno; 1-

metilpireno; benzo(b)napto(2,1-d)tiofeno, criseno, benzo(d)fluoranteno y perileno.

Tabla 1:
Concentraciones de
los patrones.

Disoluciones patrén

100ppm

10ppm

7,5ppm

S5ppm

2,5ppm

1ppm

0,75ppm

0,5ppm

0,1ppm

0,05ppm

0,01ppm

0,005ppm

0,001ppm

4.2.INSTRUMENTACION.

Para el andlisis se utilizdé un cromatégrafo de gases Agilent 7890A equipado con un

automuestreador Combi PAL de la marca comercial CTC Analytics, acoplado a un detector de

espectrometria de masas como detector.
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Figura 2: Cromatdgrafo de gases Agilent 78902 empleado.

4.3. OPTIMIZACION DE LA FIBRA.

Para poder estudiar la presencia de marcadores en las tintas hay que elegir previamente la fibra
de SMPE éptima para extraer los compuestos por adsorcidn y posterior desorcion, que permita
obtener la mejor sefial. Eso implica hacer una serie de ensayos para elegir una fibra que permita
extraer la concentracién mads parecida a la real en la muestra. Las fibras de silice adsorben los

compuestos volatiles presentes.

Segun Gerstel, en el proceso de SPME se pueden diferenciar dos etapas. Una primera etapa de
extraccién en la que la fibra se pone en contacto con la muestra durante un tiempo vy
temperatura determinados, de manera que se produce una volatilizacién de los analitos
voldtiles, en el espacio de cabeza, desde la muestra a la fibra hasta que se alcanza el equilibrio.
Posteriormente, en una segunda etapa, se realiza la desorcidn de los analitos retenidos por la
fibra. Por eso se dice que la microextraccidn en fase sélida implica fundamentos de transferencia

de masa y termodinamicos.

Asi pues, la desorcidn térmica de los analitos se lleva a cabo en el inyector del cromatégrafo de
gases y para que ésta sea eficiente se debe de tener en cuenta la volatilidad del analito,
optimizando la temperatura del inyector, tiempo de exposicién durante la desorcion y la
temperatura inicial del horno. También influyen en la desorcidn el espesor del recubrimiento de

la fibra a emplear y la profundidad de esta en el inyector.

Se debe utilizar una temperatura y tiempo de trabajo de la fibra adecuados para que la desorcién

de los analitos de la fibra sea completa y no haya efecto memoria, esto es, si el tiempo o la

13



temperatura de desorcién no son suficientes para la desorcion completa de los analitos (Rios,

2017).

Para los ensayos se utilizan las disoluciones patrén con los 16 compuestos mencionados
anteriormente, que son los marcadores de los MOH, preparados a partir de la disolucion madre
de 100 ppm. Asi pues, las concentraciones exactas se calcularon a partir de valores de dicha

disolucién madre. Se recogen en las Tablas 2, 3,4, 5y 6 (Ver Anexo I).

La fibra que se emplea en la técnica de inyeccién SPME es de silice fundida y estd recubierta de

un material sorbente, en la mayoria de los casos un recubrimiento polimérico.

El pequeiio tamaio de la fibra y su geometria cilindrica permiten incorporarla en el interior de
una aguja de una jeringa, de tal forma que esta puede retraerse y desplegarse de su interior
guedando expuesta asi a la muestra. De esta manera, se facilita su manipulacién y al mismo

tiempo se protege la fibra cuando no se utiliza, ya que ésta permanece dentro de la aguja.

Cada fibra de SPME estd ensamblada en el interior de una aguja de acero inoxidable, lo que le
permite atravesar el septum del cromatdgrafo de gases y ser introducida directamente en el

inyector para la desorcion de los analitos.

La casa comercial “Supelco” fue la que suministrd las diferentes fibras estudiadas en este

trabajo.

Figura 3: Mecanismos empleados para SPME de Supelco,
a) Portafibras para cromatografia liquida con fibra.
b) Portafibras para cromatografia de Gases con fibra.

c) Fibras.

Existen en el mercado varios tipos de fibras que se diferencian en el grosor y la polaridad de sus
fases estacionarias. También se diferencian en como estén inmovilizadas las capas de la fase

estacionaria sobre la fibra de silice fundida; encontramos fases ligadas o no ligadas,
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parcialmente entrecruzadas o fuertemente entrecruzadas. Las fases no ligadas son estables en
algunos disolventes organicos miscibles con el agua. Por su parte, las fases ligadas son estables
con todos los disolventes polares a excepcion de algunos apolares. Y en cuanto a las fases
entrecruzadas, son estables en la mayoria de disolventes orgdnicos miscibles con el agua,

ademas de algunos apolares (Vera, 2013).

Para el desarrollo del método se probaron tres tipos de fibras diferentes tres fibras diferentes:
DVB/CAR/PMDS (Divinilbenceno/Carboxen/polidimetilsiloxano) con 50/30 pum de espesor,
CAR/PMDS (Carboxen/polidimetilsiloxano) con 85 pm de espesor y PMDS (Polidimetilsiloxano)

con 100 um de espesor.

Para el estudio, se utilizaron 10 pL de un vial de 20 mL que contenia una disolucién de 10 ppm
de los 16 compuestos nombrados anteriormente, y se inyectd en el cromatégrafo empleando
un mismo método de inyeccién estandar (con temperatura de incubacién de 502C y un tiempo

de extraccién de 15 minutos).

En la figura 4, puede observarse la alta polaridad y capacidad de extraccidon de la fibra de

DVB/CAR/PMDS, por tanto, tiene una mayor utilidad para extraer compuestos polares.

La fibra CAR/PMDS, posee una cierta apolaridad y una capacidad de extraccién media, siendo

poco selectiva. Esta es la que se emplea al principio para el método estandar.

Por ultimo, la fibra PMDS, se observa que posee una muy alta apolaridad y capacidad de
extraccién, siendo muy selectiva. Como la columna cromatografica es apolar, esta fibra es la mas
interesante por la gran capacidad de separacién de compuestos apolares, como son los de este

trabajo.

-------------

Polaridad

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

DVB/CAR/PDMS
(50/30 um)

| CAR/PDMS (75um) | CAR/PDMS (85um) |
e

o
POMS (7um) | POMS (30um) 'I POMS (100pum) !

>
>
Capacidad de extraccion

Figura 4: Polaridad/Capacidad de extraccion de las distintas
fibras de SPME de “Supelco”.
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4.4.0PTIMIZACION DEL METODO DE INYECCION.

La optimizacion del método de inyeccion es importante debido al binomio tiempo/temperatura

de extraccidén, ya que influye la volatilidad de los compuestos presentes en las muestras.

Se inyectan de forma repetida las disoluciones patréon correspondientes a las concentraciones
de 1 ppm; 0,1 ppm; 0,01 ppm y 0,001 ppm con distintos métodos de inyeccién, variando
Unicamente el tiempo de inyeccidon y temperatura de incubacién (ver Tabla 7), manteniéndose

el tiempo de desorcién en 2 minutos para evitar una posible pérdida de compuestos o un error

en el proceso.

Tabla 7: Distintos tiempos y temperaturas de las disoluciones patrén
correspondientes a las concentraciones de 1ppm, 0,1ppm, 0,01ppm

y 0,001ppm.
Temperatura de incubacién | Tiempo de extraccién

(¢C) (s)
Vi 88 1050
V2 31 1050
V3 60 60
V4 40 1800
V5 60 1050
V5 60 1050
V6 40 300
V7 80 1800
V8 60 2111
V5 60 1050
V9 80 300
V5 60 1050
V5 60 1050

4.5.DISENO DEL METODO SCAN.

Primero se emplea el detector de iones en “modo SCAN o barrido” con la finalidad de seleccionar
todos los iones monitoreados y confirmar los tiempos de retencién de los estdandares. Asi pues,

se identifican todos los compuestos de cada una de las muestras utilizando el espectrometro de
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masas y dichos iones monitoreados se seleccionan en base a su abundancia relativa en el

espectro. El rango de masas que se emplean para este método es de 50 a 400 mz.

Asi pues, es til para poder observar los resultados obtenidos cambiando variables. Los datos se

adquirieron y procesaron utilizando el software de andlisis de datos MSD ChemStation.

4.6.DISENO DEL METODO SIM.

Posteriormente se emplea modo de monitoreo selectivo de iones (SIM) cuya finalidad es la
deteccién de los marcadores de MOAH seguido de un analisis cuantitativo de dichos analitos.
Con este método se puede obtener un limite de deteccion mas bajo que con el método SCAN,

ya que la sensibilidad es de diez a cien veces mejor (Shimadzu, 2021).

Con este método se obtuvo la recta de calibrado con los patrones y se realizé una posterior

interpolacion en la recta para obtener la concentracidn.

El método se elabora a partir del cromatograma de una disolucion patrén de 0,5 ppm; y para
todos los compuestos se introduce en el programa: el drea del pico que corresponde al
compuesto, la masa mayoritaria que corresponde con la masa de cuantificacion, la segunda
masa mas abundante que corresponde con la masa de confirmacién y el intervalo de tiempo en
el que el equipo procesa estas masas. Con la fibra PMDS seleccionada, los patrones preparados,
las variables de inyeccion establecidas y el método de cuantificacion generado se procede a
inyectar todos los patrones con los que se van a establecer los limites de deteccién vy
cuantificacion y se van a obtener las rectas de calibrado para cada uno de los compuestos, para
posteriormente poder interpolar las dreas en dichas rectas y obtener asi la concentracion de los

compuestos.

4.7.CALCULO DEL LIMITE DE DETECCION (LD) Y CUANTIFICACION (LC).

El limite de deteccidn (LD) es la concentracion mas pequefia del compuesto mediante la cual el
pico de la sefial es tres veces la altura del ruido. Es decir, representa la cantidad mas pequena
del analito en la muestra que puede ser distinguida de forma fiable del valor cero,
incorporandose en un mismo parametro las probabilidades de cometer errores por falso no

detectado y falso detectado (Cuadros et al., 2013).

3xhrxC1l
hm-hb’

Su formula es LD = en la que: “hr” es la altura del ruido; “C1” es la menor

concentracién en la que la altura del pico del compuesto es 3 veces mayor a la del ruido; “hm”
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es la altura del pico correspondiente al compuesto” y “hb” es la altura del blanco en el tiempo

que aparece el pico.

El limite de cuantificacién (LC) del método cuantitativo es la minima concentracién o masa de
analito que ha sido validada con una exactitud aceptable aplicando el método analitico
completo. A menudo es definido arbitrariamente como la minima cantidad de analito que puede
ser cuantificada con una precision del 10 o 20%. Esto se basa en el hecho contrastado de que la
desviacion estandar relativa aumenta drasticamente cuando disminuye la cantidad de analito

(Cuadros et al., 2013).

10xhrxC1

Su férmulaes: LC =
hm—hb

Los limites de deteccion y de cuantificacion se necesitan para poder realizar las rectas de
calibrado de cada uno de los compuestos. Asi pues, se calculan una vez se ha seleccionado el

método de cuantificacidn a realizar, la fibra PMDS, las variables de inyeccidn y los patrones.

En la Tabla 8 se muestran los limites de deteccidn y cuantificacion obtenidos.

Tabla 8: Parametros analiticos del método.

Tiempo
Compuesto re:t:i::‘i)é n Masas de conf. LD LC
(ppm) | (ppm)
1 2-MN 10,08 142,1 (115,1) 0,63 2,10
2 1-MN 10,26 142,1(115,1) 0,36 1,19
3 BP 11,22 154,1 0,64 2,15
4 2,6-MN 11,55 156,2 (141,1) 0,56 1,86
5 ACE 12,53 153,10 (75,1) 0,08 0,26
6 9,9-DMF 13,68 179,1(194,2) 0,00 0,01
7 2,6-DIPN 15,31 197,2 (212,2) 0,00 0,00
8 | 3,3,5,5-TMB 15,97 210,2 (195,2) 0,00 0,00
9 4-MBT 16,79 198,10 (165,1) 0,01 0,02
10 4,6-DMBT 17,78 212,10 (197,1) 0,01 0,02
11 3,6-DMP 18,32 206,10 (191,2) 0,00 0,01
12 1-MPYR 20,78 216,10 (189,3) 0,03 0,09
13 BZNT 21,87 234,10 (189,1) 0,16 0,52
14 CHRY 22,42 228,20 (200) 0,58 1,93
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4.8. RECTAS DE CALIBRADO.

La validacion de los métodos analiticos para el analisis cualitativo y cuantitativo de los analitos

por GC-MS, también se realizé determinando la linealidad y rango lineal, ademas del LD y LC.

Asi pues, habiendo seleccionado la fibra PMDS, teniendo los patrones preparados, las variables
de inyeccidn estipuladas, el método de cuantificacion generado y los patrones con los que se
van a establecer los limites de deteccién y cuantificacidn inyectados, se procede a generar las
graficas con rectas de calibrado para cada analito con sus funciones relacionadas con la sefial

emitida (ver Anexo Il).

La linealidad y el rango lineal se determinaron mediante calibracion estandar externa
empleando ocho soluciones diferentes: 0,1ppm; 0,5ppm; 0,75ppm; 1ppm; 2,5ppm; Sppm;

7,5ppm y 10ppm tomando las areas de los compuestos en dichos patrones.

4.9. MUESTRAS ANALIZADAS.

Las muestras que se han empleado para el andlisis proceden de distintos polimeros de envases

plasticos para diversos alimentos (infantiles, sazonadores culinarios, ...).

Los distintos polimeros procedian de tres sets de muestras diferentes. El set 1 contenia
diferentes envases flexibles del tipo flexo-reverso (FR), tomando 3 muestras: la primera (A) era
el polimero base (sin tinta), la segunda (B) era un polimero con tinta y la tercera (C) era un

polimero con tinta y adhesivo (material final).

El segundo set contenia envases flexibles del tipo flexo-anverso (FA), tomando esta vez 2

muestras: la primera (A) era el polimero base y la segunda (B) era un polimero con tinta.

Por ultimo, el set 3 contenia envases del tipo hueco-reverso (HR), cogiendo 3 muestras: la
primera (A) era el polimero base, la segunda (B) era un polimero con tinta y la tercera (C) era un

polimero con tinta y adhesivo (material final).

Las muestras se protegieron con papel de aluminio para evitar la contaminacién cruzada en el
laboratorio. Los materiales se cortaron en pequefios trozos de aproximadamente 1 cm de cada

lado.

Posteriormente, se pesaron las muestras en viales de vidrio de 20 mL con tapdn de aluminio y

se inyectaron mediante HS-SPME-GC-MS. Las muestras se analizaron por SIM y SCAN.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1. OPTIMIZACION DEL METODO HS-SPME-GC-MS.

Para la optimizacion de las condiciones de analisis se analizé6 un patrén de 10 ppm con los
compuestos, empleando tres fibras diferentes (PMDS, CAR/PMDS y DVB/CAR/PMDS) y un
mismo método de inyeccidon estdndar: temperatura de extraccion de 502C y un tiempo de

extraccion de 15 minutos.

La figura 19 muestra una seccion de la superposicion de los cromatogramas obtenidos para cada

una de las fibras y sefaliza los compuestos identificados.

2,6 DIPN (197,2) .
3,3',5,5TMB (210,2)

4 MBT (198.1]

15.50 16.00 16.50 17.00 17.50

Figura 19: Seccion cromatrograma HS-SPME-GC-MS del patrén 10ppm en
la que se superpone la fibra DVB/CAR/PMDS (representada en color
negro), fibra PMDS (representada en color azul) y CAR/PMDS

(representada en color rojo).

A partir del cromatograma puede interpretarse que la fibra PMDS es la mas apropiada para la
determinacion de nuestros analitos, ya que es la mas selectiva de todas y tiene una alta
capacidad de extraccién para los distintos compuestos. Esta fibra cuenta con una estructura

apolar.

En la figura 20, puede observarse el cromatograma de los patrones analizados en una disolucién

de 10ppm.
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Figura 20: Cromatograma de los compuestos.

Posteriormente, se seleccionaron las condiciones de tiempo y temperatura de extraccidn.

En la figura 21, se puede observar una representacion grafica de la comparacion de resultados
realizada con el programa Design Expert en el que se han integrado las areas de las sefiales
emitidas por cada uno de los patrones. La figura representa el area total de todos los
compuestos integrados. Aunque el area maxima se observé a unas condiciones de 802C y 30

minutos de extraccion, las condiciones finalmente seleccionadas fueron :

e Temperatura de extraccién: 602C

e Tiempo de extraccion: 1050 segundos (17,5 minutos).

La razéon de esta eleccidon fue que los compuestos mas volatiles no eran detectados con
suficiente sensibilidad a 802C y 30 minutos, probablemente debido a que a esas condiciones
eran desplazados por los compuestos mas pesados. En las condiciones seleccionadas (60 2C y
17,5 min) era posible detectar estos compuestos con suficiente sensibilidad.

Area (Counts) = 1.54882E+007
Std#12Run#6
X1 =A-Temperature = 60

2E+007

1E+007

Area (Counts)

B: Ext time (min) 10 s A Temperature (°C)

Figura 21: Grafica 3D comparativa de las condiciones dptimas de inyeccion.
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Cabe destacar que los dos ultimos compuestos, el benzo(d)fluoranteno y perileno, no se tienen
en cuenta en el presente estudio ya que no se puede obtener una sensibilidad adecuada, por lo

que no se pueden obtener resultados precisos con estos.

5.2.RESULTADOS SIM.

Lo que se buscaba mediante el andlisis por SIM era determinar los marcadores de MOAHs
presentes en los diferentes sets de muestras, determinar su origen (polimero, tintas o

adhesivos) y cuantificarlos.

Una vez obtenidas las areas de los distintos compuestos en todas las muestras de los 3 sets, se
procede a interpolar las sefiales de los compuestos en las ecuaciones de las rectas de calibrado
(ver anexo Il). Los resultados obtenidos de las muestras de los sets se reflejan en las Tablas 9, 10
y 11. Las casillas en color rojo corresponden a los compuestos que estan por debajo del LD, las
de color amarillo a los que estan por encima del LD y por debajo del LCy las de color verde son
los valores de los compuestos que estan por encima del LC. Estos ultimos son los Unicos que se

han podido cuantificar.

Siete de los compuestos estudiados se pudieron cuantificar en las muestras analizadas ya que
sus valores estaban por encima del LC. Estos compuestos fueron: acenafteno; 9,9-
dimetilfluoreno; diisopropinaftaleno; 3,3,5,5-tetrametilbifenilo; 4-metildibenzotiofeno; 4,6-
dimetildibenzotiofeno y 3,6-dimetilnaftaleno. Por otro lado, seis de los compuestos se pudieron
detectar en todas las muestras pero estaban por debajo del LC: 2-metilnaftaleno; 1-
metilnaftaleno; bifenilo; 2,6-dimetilnaftaleno; 1-metilpireno y benzo(b)napto(2,1-d)tiofeno.

Solamente un compuesto, el criseno, contaba con valores por debajo del limite de deteccion.

Los cromatogramas de las muestras FR, FA y HR se encuentran en el anexo Il (Figuras 22, 23 y

24).
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Tabla 9: Concentracion (ppm), media y desviacion estandar de los distintos marcadores en las muestras FR (set1).

Compuestos FRA1 FR A2 FRA3 Media Desv. Est. FRB1 FR B2 FR B3 Media Desv.Est. | FRC1 | FRC2 FRC3 Media | Desv. Est.
2-MN LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC | LD-LC LD-LC
1-MN LD-LC | LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC | LD-LC LD-LC
BP LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC | LD-LC LD-LC
2,6-MN LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC | LD-LC LD-LC
ACE 0,518 0,543 0,535 0,532 0,0127 0,385 0,384 0,436 0,402 0,0300 0,383 | 0,383 0,383 0,383 0,0002
9,9-DMF 0,110 | 0,110 0,110 0,110 0,0002 0,114 0,113 0,107 0,111 0,0038 0,116 | 0,115 0,114 0,115 0,0010
2,6-DIPN 0,061 | 0,062 0,062 0,062 0,0002 0,068 0,068 0,071 0,069 0,0018 0,060 | 0,059 0,059 0,059 0,0005
3,3,5,5-TMB 0,217 0,219 0,217 0,218 0,0011 0,217 0,219 0,217 0,218 0,0008 0,217 | 0,217 0,217 0,217 0,0001
4-MBT 0,064 | 0,057 0,054 0,058 0,0050 0,061 0,061 0,049 0,057 0,0066 0,049 | 0,049 0,049 0,049 0,0001
4,6-DMBT 0,097 0,097 0,096 0,097 0,0003 0,096 0,096 0,096 0,096 0,0002 0,096 | 0,096 0,096 0,096 0,0002
3,6-DMP 0,108 | 0,115 0,120 0,115 0,0057 0,078 0,078 0,078 0,078 0,0002 0,079 | 0,079 0,078 0,079 0,0005
1-MPYR LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC | LD-LC LD-LC
BZNT LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC | LD-LC LD-LC
<LD

CHRY

<LD ‘ <LD ‘ <LD
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Tabla 10: Concentracién (ppm), media y desviacion estandar de los distintos marcadores en las muestras FA (set 2).

Compuestos FA Al FA A2 FA A3 Media Desv. Est. FA B1 FA B2 FA B3 Media Desv. Est.
2-MN LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC
1-MN LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC
BP LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC
2,6-MN LD-LC | LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC
ACE 0,435 0,437 0,441 0,438 0,0028 0,384 0,383 0,404 0,390 0,0115
9,9-DMF 0,109 | 0,110 0,107 0,109 0,0016 0,118 0,119 0,123 0,120 0,0025
2,6-DIPN 0,065 | 0,062 0,063 0,063 0,0013 0,066 0,070 0,070 0,069 0,0022
3,3,5,5-TMB 0,217 | 0,217 0,217 0,217 0,0001 0,217 0,218 0,218 0,218 0,0005
4-MBT 0,049 0,049 0,050 0,049 0,0005 0,049 0,051 0,050 0,050 0,0011
4,6-DMBT 0,096 | 0,096 0,096 0,096 0,0001 0,095 0,096 0,095 0,096 0,0004
3,6-DMP 0,078 | 0,078 0,078 0,078 0,0001 0,078 0,080 0,078 0,079 0,0010
1-MPYR LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC
BZNT LD-LC | LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC
CHRY ‘ <LD “ <LD ‘ <LD ‘ <LD ‘ <LD <LD
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Tabla 11: Concentracion (ppm), media y desviacion estandar de los distintos marcadores en las muestras HR (set 3).

Compuestos HR A1 HRA2 | HRA3 Media Desv. Est. HRB1 HR B2 HR B3 Media Desv. Est. | HRC1 | HRC2 HR C3 Media | Desv. Est.
2-MN LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC | LD-LC LD-LC
1-MN LD-LC | LD-LC | LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC | LD-LC LD-LC
BP LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC | LD-LC LD-LC
2,6-MN LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC | LD-LC LD-LC
ACE 0,383 | 0,502 | 0,506 0,463 0,0700 0,428 0,429 0,428 0,428 0,0009 0,427 | 0,384 0,427 0.413 0,0251
9,9-DMF 0,107 | 0,107 | 0,111 0,108 0,0022 0,114 0,115 0,115 0,115 0,0007 0,115 | 0,113 0,117 0,115 0,0019
2,6-DIPN 0,063 | 0,064 | 0,064 0,064 0,0004 0,073 0,072 0,069 0,071 0,0017 0,072 | 0,069 0,073 0,071 0,0019
3,3,5,5-TMB 0,217 0,217 0,217 0,217 0,0000 0,218 0,218 0,217 0,218 0,0003 0,218 | 0,217 0,218 0,218 0,0003
4-MBT 0,058 | 0,049 | 0,050 0,052 0,0051 0,049 0,051 0,062 0,054 0,0068 0,070 | 0,050 0,050 0,057 0,0115
4,6-DMBT 0,097 0,097 0,098 0,097 0,0003 0,097 0,097 0,097 0,097 0,0002 0,097 | 0,097 0,097 0,097 0,0000
3,6-DMP 0,083 | 0,103 | 0,103 0,096 0,0116 0,078 0,078 0,078 0,078 0,0001 0,079 | 0,078 0,078 0,079 0,0005
1-MPYR LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC | LD-LC LD-LC
BZNT LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC LD-LC | LD-LC LD-LC
<LD

CHRY

) ‘ ) ‘ )

25

‘ ) )




A continuacién, se procecid a calcular la media y la desviacion estandar de los compuestos
cuantificables de los distintos tipos de muestras de polimeros (A, By C) que componen cada set

(FR, FAy HR).

Para el set 1 (Tabla 9), realizando una comparacion entre las medias de las muestras de polimero
base (FR A), polimero con tinta (FR B) y polimero con tinta mas adhesivo (FR C) puede observarse
una disminucién progresiva del valor de la media en los compuestos: ACE; 4-MBT y 3,6-DMP.
Esto indica que dichos compuestos no provienen ni de la tinta ni de los adhesivos, si no del
polimero Unicamente. Lo mismo ocurre con los compuestos 3,3,5,5-TMB y 4,6-DMBT, cuyos
valores de la media se mantienen iguales en los tres tipos de envases. Dentro de estos, el
compuesto acenafteno (ACE) destaca en todas las muestras por una mayor concentracién con
respecto a los otros, ya que es un hidrocarburo aromatico policiclico (HAP) muy comUnmente
empleado en envases, siendo daiiino con efectos nocivos relacionados con el cancer y
enfermedades cardiovasculares, con una mayor probabilidad de exposicion que otros (INSST,

2018) (INSST, 2018).

Sin embargo, se puede observar como un compuesto, el 9,9-DMF, experimentaba un LIGERO
aumento frente a los valores encontrados en el polimero. Como el valor es superior en el
polimero de tinta mas adhesivo, puede concluirse que estd presente en mayor grado en el
adhesivo que en la tinta. La 9,9-dimetilformamida (DMF) es un disolvente organico que presenta
un uso industrial muy extendido a escala mundial debido, en gran medida, a su excelente
miscibilidad con agua. Se emplea para la elaboracidn de adhesivos y materiales sintéticos como

plasticos (Tomas y Obiols, 2001).

Por otro lado el compuesto 2,6-DIPN experimenta una subida de la media en el polimero con
tinta y una posterior bajada del valor en el polimero con tinta mas adhesivo. Esto quiere decir
gue el compuesto estd presente en la tinta utilizada. Segun un estudio realizado por Zhang, K.
et al el 2,6-diisopropilnaftaleno se encuentra en la mayoria de los paquetes de alimentos

analizados, ya que los naftalenos suelen encontrarse en las tintas (Zhang y Noonan, 2008).

Para el set 2 (Tabla 10), se realizé el mismo procedimiento que el anterior. Se pudo observar una
disminucion progresiva del valor de la media en el compuesto ACE y una similitud entre los
valores de los compuestos: 3,3,5,5-TMB; 4-MBT; 4,6-DMBT y 3,6-DMP. Asi pues, estos cinco

compuestos provienen del polimero base.

Unicamente los compuestos 9,9-DMF y 2,6-DIPN aumentaban progresivamente su media,

concluyendo que estos estan presentes en la tinta de este tipo de envase.
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Finalmente, observando los valores del set 3 (Tabla 11), se puede observar una disminucion
progresiva de la media en los compuestos ACE y 3,6-DMP, debido a que estos provienen del
polimero base, al igual que los compuestos 3,3,5,5-TMB y 4,6-DMBT que contaban con valores

de la media constantes.

Se produjo un aumento de la media en los compuestos 9,9-DMF y 2,6-DIPN, provenientes de la

tinta ya que el valor no se veia incrementado en las muestras de tinta mas adhesivo.

El compuesto 4-MBT aumenta en las muestras de polimero con tinta mas adhesivo, pudiendo

concluir que dicho compuesto esta presente en el adhesivo.

5.3.RESULTADOS SCAN.

Con este método el objetivo es identificar todos los compuestos de tintas y adhesivos diferentes
de los MOAHSs presentes en las muestras. Para la identificacién de los mismos se utilizé la libreria

NIST (Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia).

Se comenzd comparando el primer set de los envases flexo-reversos (Tabla 12), mediante la
superposicion de los cromatogramas de los polimeros base (A) con los polimeros mas tinta (B)
para poder observar todos los compuestos provenientes Unicamente de la tinta. Asi pues, pudo

observarse una gran cantidad de compuestos provenientes de esta.

Posteriormente se superpusieron los cromatogramas de los polimeros mds tinta (B) con los de
tinta y adhesivo (C) para poder observar los compuestos provenientes del adhesivo,

observandose una menor cantidad de compuestos con respecto a los de la tinta.

Cabe destacar que, entre la comparacién de ambos, tienen en comun 3 compuestos: el
palmitato de isopropilo, el ciclopentasiloxano; y la caprolactama. El palmitato actia como
agente aglutinante y la caprolactama como diluyente reactivo empleado para adhesivos y tintas,

especialmente para tintas de estampado con plantilla y tintas de impresién digitales (UL, 2021).
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Tabla 12: Resultados de la superposicion de los distintos polimeros del set 1.

Set 1 (FR A1, A2, B1, B2)

Compuestos Tr Férmula N2 CAS R. Match

Caprolactam 0,35 C6H11NO 105-60-2 836

Cyclopentasiloxane, decamethyl- 7,53 C10H3005Si5 541-02-6 776
Silane, dimethyl(dimethyl(dimethyl(2-
isopropylphenoxy)silyloxy)silyloxy)(2-
isopropylphenoxy)- 9,93 C24H4004Si3 - 717
Cycloheptasiloxane, tetradecamethyl- 12,13 C14H4207Si7 107-50-6 644
Diethyl Phthalate 13,64 C12H1404 84-66-2 828
1,1,3,3,5,5,7,7,9,9-Decamethyl-9-(2-
methylpropoxy)pentasiloxan-1-ol 14,09 C14H4006Si5 - 604
Erythro-9,10-dihydroxyoctadecanoic acid 14,25 C18H3604 3639-32-5 543
Cyclopentaneacetic acid, 3-oxo-2-pentyl-,
methyl ester 14,36 C13H2203 24851-98-7 704
4-(3,3-Dimethyl-but-1-ynyl)-4-hydroxy-2,6,6-
trimethylcyclohex-2-enone 14,6 C15H2202 930090-10-1 550
Cyclopropanecarboxylic acid, 2,6-di-t-butyl-4-
methoxy-phenyl ester 14,73 C19H2803 104755-89-7 454
Fumaric acid, cis-hex-3-enyl hexadecyl ester 14,85 C26H4604 - 640
6-Amino-2-(fluoromethylidene)-3-(2-
methylphenyl)-2,3-dihydroquinazolin-4(1H)-one,
mono(trimethylsilyl) derivative 15,79 C19H22FN3O0Si - 456
2-Ethylhexyl salicylate 16,12 C15H2203 118-60-5 931
Heptasiloxane, hexadecamethyl- 16,48 C16H4806Si7 541-01-5 694
7-Acetyl-6-ethyl-1,1,4,4-tetramethyltetralin 16,57 C18H260 88-29-9 794
Dibutyl phthalate 16,653 C16H2204 84-74-2 853
Heptadecane, 9-hexyl- 16,78 C23H48 55124-79-3 449
Ethanone, 2,2-dimethoxy-1,2-diphenyl- 16,88 C16H1603 24650-42-8 895
4-Isoquinolinecarboxylic acid, 2,3,5,6,7,8-
hexahydro-3-oxo- 17,03 C10H11NO3 - 623
Isopropyl palmitate 18,256 C19H3802 142-91-6 840
Tributyl acetylcitrate 20,305 C20H3408 77-90-7 941
Set 1 (FR B1. B2, C1, C2)

Caprolactam 9,31 C6H11NO 105-60-2 828
Phosphonoacetic Acid, 3TMS derivative 9,93 C11H2905PSi3 53044-27-2 637
Cycloheptasiloxane, tetradecamethyl- 12,13 C14H4207Si7 107-50-6 660

2-Heptenoic acid, butyl ester 13,18 C11H2002 - 759

1,3,5,7,9-Pentaethylbicyclo[5.3.1]pentasiloxane 14,09 C10H2806Si5 73420-26-5 805
Butanamide, N-methyl-4-(methylthio)-2-(2,2-

dimethylpropylidene)amino- 14,25 C11H22N20S 97443-86-2 635

3,4-Dihydroxyphenylglycol, 4TMS derivative 15,79 C20H4204Si4 56114-62-6 602

17-Pentatriacontene 16,85 C35H70 6971-40-0 672

Isopropyl palmitate 18,26 C19H3802 142-91-6 872
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En cuanto al estudio del set 2 formado por envases flexo-anversos (ver Tabla 13), se realizé el
mismo proceso que el anterior, pero esta vez superponiendo Unicamente los cromatogramas de
los polimeros base (A) con los del polimero mas tinta (B), para obtener todos los compuestos
provenientes de la tinta en este tipo de envases. Solamente se identificaron dos compuestos
distintos de MOAHSs: el acetiltributilcitrato y el sebacato de dibutilo. Cabe destacar que el primer
compuesto se observaba también dentro de los compuestos provenientes de la tinta del envase
flexo-reverso; siendo empleado como plastificante biodegradable para PVC y derivados de
celulosa, aprobado para estar presente en los materiales que entran en contacto con los

alimentos e incluso puede usarse como aditivo en estos (UL, 2021).

Tabla 13: Resultados de la superposicién de los distintos polimeros del set 2.

Set 2 (FA A1, A2, B1, B2)
Compuestos Tr Férmula N2 CAS R. Match
Decanedioic acid, dibutyl ester 19,61 C18H3404 109-43-3 876
Tributyl acetylcitrate 20,28 C20H3408 77-90-7 915

Por ultimo, se identificaron los compuestos provenientes de las tintas y de los adhesivos del set
3 (Tabla 14), formado por envases plasticos hueco-reversos. Se puede observar la aparicion de
un mayor nimero de compuestos provenientes de las tintas que de los adhesivos, teniendo 3
en comun: el 7,9-Di-tert-butil-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-diene-2,8-diona; el 3,4-
dihidroxifeniletilenglicol y el dietil ftalato. Cabe destacar que el dietil ftalato se usa cominmente
para darle mayor flexibilidad a los plasticos, pudiendo ser liberado con relativa facilidad de los
plasticos en los que se usa ya que no forma parte de la cadena molecular (o polimero) que

constituye el plastico (ATSDR, 2026).
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Tabla 14: Resultados de la superposicion de los distintos polimeros del set 3

Set 3 (HR A1, A2, B1, B2)

Compuestos Tr Férmula N2 CAS R. Match
Cycloheptasiloxane, tetradecamethyl- 12,12 C14H4207Si7 107-50-6 659
Diethyl Phthalate 13,64 C12H1404 84-66-2 847
3,4-Dihydroxyphenylglycol, 4TMS derivative 14,06 C20H4204Si4 56114-62-6 826
2,6-Difluoro-3-methylbenzoic acid, hexadecyl 14,26 C24H38E202 i 719
ester
Phenol, 2,6-bis(1,1-dimethylethyl)-4-ethyl- 15,61 C16H260 4130-42-1 724

(4aS,4bR,10aS)-7-Isopropyl-1,1,4a-trimethyl-
1,2,3,4,4a,4b,5,6,10,10a- 16,47 C20H32 35241-40-8 700
decahydrophenanthrene

Androstan-17-ol, 2,3-epoxy-, (2a,3a,5a,178)- 16,78 C19H3002 965-66-2 615

Kaur-16-ene, (83,13B)- 17,06 C20H32 20070-61-5 771

7,9-Di-tert-butyl-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-

diene-2,8-dione 17,18 C17H2403 82304-66-3 883
1,3,6,10-Cyclotetradecatetraene, 3,7,11-

trimethyl-14-(1-methylethyl)-, [S-(E,ZE,E)]- 17,32 C2032 1898-13-1 734

Octadecane, 3-ethyl-5-(2-ethylbutyl)- 17,6 C26H54 55282-12-7 665

Heptadecane, 9-hexyl- 19,59 C23H48 55124-79-3 607

Tributyl acetylcitrate 20,28 C20H3408 77-90-7 861

Set 3 (HR B1. B2, C1, C2)

Cyclopentasiloxane, decamethyl- 7,52 C10H3005Si5 541-02-6 749
Silane, dimethyl(dimethyl(dimethyl(2-

isopropylphenoxy)silyloxy)silyloxy)(2- 9,93 C24H4004Si3 - 701

isopropylphenoxy)-

Acetic acid, cesium salt 12,75 C2H3Cs02 3396-11-0 972

Diethyl Phthalate 13,64 C12H1404 84-66-2 857

3,4-Dihydroxyphenylglycol, 4TMS derivative 14,09 C20H4204Si4 56114-62-6 706

Adipic acid, cis-hex-3-enyl dodecyl ester 14,85 C24H4404 - 640

7,9-Di-tert-butyl-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-

. . 17,16 C17H2403 82304-66-3 864
diene-2,8-dione

Para conocer que compuestos procedentes de las tintas y/o adhesivos eran los mas intensos en
cada uno de los sets estudiados, se superpusieron cromatogramas representativos de cada uno
de los tipos de muestra. En la figura 25 (ver anexo V) se muestra la superposicién de los tres
tipos de muestras del set 1: FR A, FR By FR C. En la figura puede observarse la presencia de 3
picos con una sefial mas alta que las del resto: el mds intenso es el acido 4-isoquinolincarboxilico
(trazo negro) que proviene de la muestra formada por el polimero base (A); el segundo mas

intenso es el acetiltributilcitrato (trazo azul) que corresponde a la muestra del polimero mas
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tinta; y el tercero es el palmitato de isopropilo (trazo rojo), proveniente del envase con tinta mas

adhesivo.

Posteriormente, se superpusieron las muestras mas representativas del set 2, FA Ay FA B (ver
figura 26 del anexo IV). Asi pues, de los dos compuestos identificados (trazo azul) provenientes
de latinta de esos envases, el mas intenso es el sebacato de dibutilo. Se puede observar también
una sefial muy intensa (trazo negro) de un compuesto Unicamente presente en el material sin

tinta.

Finalmente, se superpusieron las muestras mas representativas del set 3, HR A, HR By HR C (ver
figura 27 del anexo IV). Se observa claramente un pico con una intensidad destacable, que se
identifica con el compuesto 7,9-Di-tert-butil-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-diene-2,8-diona. Este
proviene principalmente del polimero base (trazo negro). Este compuesto posee unas
excelentes propiedades para ser empleado en materiales de envasado pldstico de alimentos

(Chemical Book, 2020).

6. CONCLUSIONES.

Debido a la dificultad de analisis de los aceites minerales provenientes de tintas de envases
plasticos alimentarios y para evitar una incorrecta interpretacion de los resultados de estos (por
ejemplo, sobreestimacién por poca definicién cromatografica), se seleccionaron 16 marcadores
de dichos aceites minerales, para los cuales se optimizé un método de analisis por HS SMPE-GC-
MS capaz de detectar estos compuestos con una gran sensibilidad. EIl método no permitio

detectar los dos ultimos marcadores seleccionados: el benzo(d)fluoranteno y perileno.

Pudo comprobarse que, para las distintas muestras de polimeros analizados, 7 de los 14
compuestos estaban por encima del limite de cuantificacién y por tanto pudieron cuantificarse
y emplearse como marcadores de los MOAHs. Estos fueron: ACE; 9,9-DMF; 2,6-DIPN; 3,3,5,5-
TMB; 4-MBT; 4,6-DMBT y 3,6-DMP. Tras realizar para cada set una comparacién de los distintos
materiales (polimero, polimero con tinta y polimero con tinta mas adhesivo), se pudo observar
gue en los envases donde la tecnologia flexo-reverso (FR) habia sido utilizada, se detectaban los
compuestos 2,6-diisopropilnaftaleno, proveniente de la tinta, y la 9,9-dimetilformamida,
proveniente del adhesivo. Para los envases donde se habia utilizado la tecnologia flexo-anverso
(FA), se observaron esos 2 mismos compuestos procedentes ambos de la tinta. Finalmente, para
los envases con tecnologia hueco-reverso (HR), ademas de esos 2 compuestos que provenian de

la tinta, se detectd el 4-MBT proveniente del adhesivo.
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Por otro lado, al analizar las muestras con el método SCAN se pudo observar la presencia de una
gran cantidad de compuestos diferentes a los MOAHs procedentes de las tintas y adhesivos en
las muestras de los 3 tipos de sets. De las muestras del set formado por envases flexo-reversos,
los compuestos mas intensos fueron: el acetiltributilcitrato, proveniente de la tinta; el palmitato
de isopropilo, proveniente del adhesivo; y el acido 4-isoquinolincarboxilico proveniente del
polimero base. De los envases flexo-anversos, el sebacato de dibutilo fue el compuesto mas
intenso proveniente de las tintas. Por ultimo, del set formado por materiales hueco-reversos,
fue el 7,9-Di-tert-butil-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-diene-2,8-diona el compuesto mas intenso

proveniente del polimero base.

Es muy importante el continuo estudio de los compuestos quimicos presentes en los envases
alimentarios, ya que estos pueden migrar al alimento envasado y repercutir en la salud de
quienes lo ingieren. No solo hay que evaluar los polimeros sino las tintas y los adhesivos
utilizados, ya que como muestra el trabajo la composicién del material final de envase
dependera de la combinacion de los materiales utilizados y de la tecnologia utilizada para su

aplicacion.

CONCLUSSIONS.

Due to the difficulty of analyzing mineral oils from food plastic packaging inks and to avoid an
incorrect interpretation of their results (for example, overestimation due to poor
chromatographic definition), 16 markers of these mineral oils were selected for the which was
optimized an analysis method by HS SMPE-GC-MS capable of detecting these compounds with
great sensitivity. The method did not allow the detection of the last two selected markers: benzo

(d) fluoranthene and perylene.

It was found that, for the different samples of polymers analyzed, 7 of the 14 compounds were
above the limit of quantification and therefore could be quantified and used as markers of
MOAHSs. These were: ACE; 9,9-DMF; 2,6-DIPN; 3,3,5,5-TMB; 4-MBT; 4,6-DMBT and 3,6-DMP.
After making a comparison of the different materials for each set (polymer, polymer with ink
and polymer with ink plus adhesive), it was observed that in the containers where flexo-reverse
(FR) technology had been used, the compounds 2 were detected , 6-diisopropylnaphthalene,
from the ink, and 9,9-dimethylformamide, from the adhesive. For the containers where the
flexo-obverse (FA) technology had been used, the same 2 compounds were observed from both
the ink. Finally, for packages with hollow-reverse (HR) technology, in addition to those 2

compounds that came from the ink, 4-MBT from the adhesive was detected.
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On the other hand, when analyzing the samples with the SCAN method, it was possible to
observe the presence of a large amount of compounds other than MOAHs from the inks and
adhesives in the samples of the 3 types of sets. Of the samples from the set consisting of flexo-
reverse containers, the most intense compounds were: acetyltributylcitrate, from the ink;
isopropyl palmitate, from the adhesive; and the 4-isoquinolinecarboxylic acid from the base
polymer. Of the flexo-obverse containers, dibutyl sebacate was the most intense compound
from the inks. Finally, from the set formed by hollow-reverse materials, 7,9-Di-tert-butyl-1-
oxaspiro (4,5) deca-6,9-diene-2,8-dione was the most intense compound from of the base

polymer.

The continuous study of the chemical compounds present in food packaging is very important,
since these can migrate to the packaged food and affect the health of those who eat it. It is not
only necessary to evaluate the polymers but also the inks and adhesives used, since as the work
shows, the composition of the final packaging material will depend on the combination of the

materials used and the technology used for its application.

7. VALORACION PERSONAL.

La realizacidn de este trabajo de manera experimental me ha ayudado a ampliar conocimientos
tedricos y practicos del ambito de la quimica analitica, como también de las técnicas
instrumentales del analisis quimico (asignaturas cursadas en el primer curso del grado Cienciay
Tecnologia de los Alimentos). He podido relacionar contenidos del grado, como son las posibles
intoxicaciones por ingesta de compuestos, con la quimica, con la optimizaciéon de todo un
método, el uso de un cromatdgrafo de gases y el uso de un programa mediante el cual he

aprendido a leer cromatogramas.

También he aprendido la importancia del analisis de los envases empleados para alimentos, en
concreto los pldsticos, ya que en una simple bolsa de snacks infantiles se pueden identificar una
gran cantidad de compuestos, en su mayoria toxicos a grandes cantidades de ingesta, que

poseen propiedades plastificantes.

Por dltimo, quiero agradecer la ayuda y orientacion de mis directoras Celia Domefio y Margarita

Aznar, sin la cual este trabajo no hubiese podido llevarse a cabo.
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9. ANEXOS.

ANEXO I.
Tabla 2: Tabla de los patrones con sus respectivos pesos.

A partir de 100ppm

Objetivo Peso dis. Madre (g) Peso disoluci. Final (g)
10ppm 0,3054 3,0107
7,5ppm 0,1921 2,5803

Sppm 0,137 2,778
2,5ppm 0,069 2,769

A partir de 10ppm

Objetivo Peso dis. Madre (g) Peso disoluci. Final (g)
0,05ppm 0,133 2,6704
0,01ppm 0,0308 3,1012
0,005ppm 0,027 5,7464

A partir de 1ppm

Objetivo Peso dis. Madre (g) Peso disoluci. Final (g)
0,05ppm 0,133 2,6704
0,01ppm 0,0308 3,1012
0,005ppm 0,027 5,7464

A partir de 100ppb

Objetivo Peso dis. Madre (g) Peso disoluci. Final (g)

1ppb 0,0289 2,9029

Tabla 3: Concentraciones por compuesto en patrones 10ppm; 7,5ppm; 5ppmy 2,5ppm.

Concentracion por compuesto a partir de la 100ppm

Compuestos 100ppm 10ppm 7,5ppm Sppm 2,5ppm
2-MN 99,062 10,049 7,375 4,885 2,469
1-MN 108,079 10,963 8,046 5,330 2,693

BP 104,142 10,564 7,753 5,136 2,595
2,6-MN 99,433 10,086 7,403 4,904 2,478
ACE 100,851 10,230 7,508 4,974 2,513
9,9-DMF 103,834 10,533 7,730 5,121 2,587
2,6-DIPN 102,485 10,396 7,630 5,054 2,554
3,3,5,5-TMB 102,124 10,359 7,603 5,036 2,545
4-MBT 101,012 10,246 7,520 4,982 2,517
4,6-DMBT 100,516 10,196 7,483 4,957 2,505
3,6-DMP 99,428 10,086 7,402 4,903 2,478
1-MPYR 100,839 10,229 7,507 4,973 2,513
BZNT 102,953 10,443 7,665 5,077 2,565
CHRY 106,741 10,828 7,947 5,264 2,660
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Tabla 4: Concentraciones por compuesto en patrones 1ppm; 0,5ppm; 0,1ppm y 0,75ppm.

Concentracion por compuesto a partir de la 10ppm

Compuestos 10ppm 1ppm 0,5ppm 0,1ppm 0,75ppm
2-MN 10,049 1,004 0,499 0,100 0,753
1-MN 10,963 1,095 0,544 0,109 0,821
BP 10,564 1,055 0,524 0,105 0,791
2,6-MN 10,086 1,008 0,500 0,100 0,756
ACE 10,230 1,022 0,508 0,102 0,766
9,9-DMF 10,533 1,052 0,523 0,105 0,789
2,6-DIPN 10,396 1,039 0,516 0,104 0,779
3,3,5,5-TMB 10,359 1,035 0,514 0,103 0,776
4-MBT 10,246 1,024 0,508 0,102 0,768
4,6-DMBT 10,196 1,019 0,506 0,102 0,764
3,6-DMP 10,086 1,008 0,500 0,100 0,756
1-MPYR 10,229 1,022 0,508 0,102 0,766
BZNT 10,443 1,043 0,518 0,104 0,782
CHRY 10,828 1,082 0,537 0,108 0,811

Tabla 5: Concentraciones por compuesto en patrones 0,05ppm; 0,01ppm y

0,005ppm.
Concentracion por compuesto a partir de la 1ppm

Compuestos 1ppm 0,05ppm 0,01ppm 0,005ppm
2-MN 1,004 0,050 0,010 0,005
1-MN 1,095 0,055 0,011 0,005
BP 1,055 0,053 0,010 0,005
2,6-MN 1,008 0,050 0,010 0,005
ACE 1,022 0,051 0,010 0,005
9,9-DMF 1,052 0,052 0,010 0,005
2,6-DIPN 1,039 0,052 0,010 0,005
3,3,5,5-TMB 1,035 0,052 0,010 0,005
4-MBT 1,024 0,051 0,010 0,005
4,6-DMBT 1,019 0,051 0,010 0,005
3,6-DMP 1,008 0,050 0,010 0,005
1-MPYR 1,022 0,051 0,010 0,005
BZNT 1,043 0,052 0,010 0,005
CHRY 1,082 0,054 0,011 0,005
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Tabla 6: Concentraciones por compuesto en

patrén 0,001ppm.

Concentracion por compuesto a partir de la 0,1ppm

Compuestos 0,1ppm 0,001ppm
2-MN 0,100 0,001
1-MN 0,109 0,001

BP 0,105 0,001
2,6-MN 0,100 0,001
ACE 0,102 0,001
9,9-DMF 0,105 0,001
2,6-DIPN 0,104 0,001

3,3,5,5-TMB 0,103 0,001

4-MBT 0,102 0,001

4,6-DMBT 0,102 0,001
3,6-DMP 0,100 0,001
1-MPYR 0,102 0,001
BZNT 0,104 0,001
CHRY 0,108 0,001
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ANEXO II.
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Figura 5: Recta de calibrado del compuesto 2-metilnaftaleno.
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Figura 6: Recta de calibrado del compuesto 1-metilnaftaleno.
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Figura 7: Recta de calibrado del compuesto bifenilo.
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2,6-MN
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Figura 8: Recta de calibrado del compuesto 2,6-dimetilnaftaleno.
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Figura 9: Recta de calibrado del compuesto acenafteno.
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Figura 10: Recta de calibrado del compuesto 9,9-dimetilfluoreno.
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Figura 11: Recta de calibrado del compuesto 2,6-diisopropinaftaleno.
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Figura 12: Recta de calibrado del compuesto 3,3’,5,5’-tetrametilbifenilo.
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Figura 13: Recta de calibrado del compuesto 4-metildibenzotiofeno.
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Figura 14: Recta de calibrado del compuesto 4,6-dimetildibenzotiofeno.
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Figura 15: Recta de calibrado del compuesto 3,6.dimetilfenantreno.
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Figura 16: Recta de calibrado del compuesto 1-metilpireno.
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Figura 17: Recta de calibrado del compuesto Benzo(b)napto(2,1-d)tiofeno.
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Figura 18: Recta de calibrado del compuesto criseno.
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ANEXO III.

TIC: cajal-FR-41.Dh\data. ms
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Figura 22: Cromatograma de los distintos marcadores en las muestras FR (set 1).
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Figura 23: Cromatograma de los distintos marcadores en las muestras FA (set 2).

TIC:
TIC:

cajad-HR-41.Dhdata.ms
cajad-HR-42 Dhdata.ms

TIC:
TIC:

TIC:
TIC:

cajad-HR-42 Dhdata.ms
caja3d-HR-B1.Dhdata ms

caja3d-HR-C1.Dhdata.ms
cajad-HR-C2 Dhdata.ms

]

120 300 14100

_,b.____ A -] ot 1
T T T T T

1500

SN 1T

'I?EID

1EHJEI

~"\=.=.._\.—-" I""& :JJ" f"-?-&—'u«'-LA sl
18. EIEI

Figura 24: Cromatograma de los distintos marcadores en las muestras HR (set 3).
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ANEXO IV.

Abundance
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Figura 25: Cromatograma de las seiiales resultantes de la superposicion de las muestras A, By C del set 1 (FR).
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Abundan TIC: Caja? FA AZ D\data.ms
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Figura 26: Cromatrograma de las seiiales obtenidas de la superposicion de las muestras Ay B del set 2 (FA).
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Abundance TIC: Cajad HR A2 Ddata.ms
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Figura 27: Cromatrograma de las sefales obtenidas de la superposicion de las muestras A, By C del set 3 (HR).
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ANEXO V.

Acrénimos

2-MN: 2-metilnaftaleno

1-MN: 1-metilnaftaleno

BP: bifenilo

2,6-MN: 2,6-dimetilnaftaleno

ACE: acenafteno

9,9-DMF: 9,9-dimetilfluoreno

2,6-DIP: diisopropinaftaleno

3,3,5,5-TMB: 3,3°,5,5 -tetrametilbifenilo

4-MBT: 4-metildibenzotiofeno

4,6-DMBT: 4,6-dimetildibenzotiofeno

3,6-DMP: 3,6-dimetilfenantreno

1-MPYR: 1-metilpireno

BZNT: benzo(b)napto(2,1-d)tiofeno

CHRY: criseno

HPLC: “High Performance Liquid Chromatography” o
cromatografia liquida de alta eficacia.

GC: “Gas Chromatography” o cromatografia de gases.
FID: “Flame lonization Detector” o detector de ionizacién de
llama.

HS: “Head Space” o espacio de cabeza.

MS: “Mass Spectrometry” o espectrometria de masas.
SPME: “Solid Phase Micro Extraction” o microextraccidn en
fase sélida.

SIM: “Selected lon Monitoring” o monitor selectivo de iones.
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