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Abstract Resumo

õn the global migration test for plastic
packaging intended for fatty foods8 glyceryl
triheptadecanoate FçTM@ is used as the
internal standard for the quantification of fatty
acid methyl esters FjHMés@ by gas
chromatography7 õn this work8 ethyl k0phenyl
propanoate FéjP@ and tetradecanoic acid
FHM@ were evaluated as alternative internal
standards7 The use of HM presented linear
behavior Fr S I7-- and 2Sb 9 M2@8 good
intermediate precision FãORRHTr % I7-@8 and
accuracy F2R % hII7q2@7 õn contrast8 the
evaluation of éjP demonstrated that this is
not an adequate internal standard for the
quantification of jHMés7 õn addition8 it was
statistically evaluated that there are no
significant differences in the calculation of the
global migration from jHMés quantified
using either çTM or HM as internal
standards8 but the use of éjP presents
significant differences7

én el ensayo de migración global para
empaques plásticos destinados a alimentos
grasos se emplea triheptadecanoato de
glicerilo FçTM@ como patrón interno para la
cuantificación de los ésteres metílicos de
ácidos grasos FjHMés@ por cromatografía de
gases7 én este trabajo se evaluaron k0fenil
propanoato de etilo FéjP@ y ácido
tetradecanóico FHM@ como patrones internos
alternativos7 él uso de HM presentó
comportamiento lineal Fr S I8-- y 2Sb 9 M2@8
buena precisión intermedia FãORRHTr % I8-@
y exactitud F2R % hII8q2@7 én contraste8 la
evaluación del éjP8 demostró que este no es
un patrón interno adecuado para la
cuantificación de jHMés7 6e otra parte8 se
evaluó estadísticamente que no hay
diferencias significativas en el cálculo de la
migración global a partir de jHMés
cuantificados usando como patrón interno
çTM o HM8 mientras que el uso de éjP sí
presenta diferencias significativas7

No ensaio de migração global para
embalagens plásticas destinadas aos alimentos
gordurosos8 é usado o triheptadecanoato de
glicerina FçTM@ como padrão interno para a
quantificação dos ésteres metílicos de ácidos
gordos FjHMés@ mediante cromatografia em
fase gasosa7 Neste papel foram avaliados k0
fenil propanoato de etilo FéjP@ e ácido
tetradecanóico FHM@ como padrões internos
alternativos7 O FHM@ apresentou
comportamento linear Fr S I8-- e 2Sb 9 M2@8
boa precisão intermédia FãORRHTr % I8-@ e
precisão F2R % hII8q2@7 ém contraste8 a
avaliação do FéjP@8 mostrou que este não é
um padrão interno adequado para a
quantificação de jHMés7 Por outro lado8 uma
avaliação estatística indicou que não há
diferenças significativas no cálculo da
migração global de jHMés quantificadas
utilizando como padrão interno çTM ou HM8
em contrapartida o uso do éjP apresenta
diferenças significativas7
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Ensayo de migración global en empaques para alimentos: evaluación de patrones internos alternativos

Introducción

±n la industria de alimentosN los empaques juegan un papel
importante pues permiten proteger los productos de la degradación
por factores externos 1temperaturaN luzN humedadN etc50N así como de
la contaminación por oloresN microorganismosN polvoN entre otros5 La
mayoría de los empaques son de tipo polimérico- cloruro de
polivinilo 1PVB0N acetato de polivinilo 1PVR0N polietileno 1P±0N
polipropileno 1PP0 o ácido poliláctico 1PLR05 ±stos polímeros son
estructuras inertes queN por su alto peso molecular 1% MIII °a0N no
pueden ser absorbidos5 RdicionalmenteN los aditivos para plásticos o
colorantes orgánicos de las tintas para etiquetas pueden migrar hacia
los alimentos por efecto del almacenamiento y condiciones
ambientalesN lo que conlleva un riesgo para la salud humana5
±n BolombiaN la norma NTB FIññ y las regulaciones en alimentos

expedidas por el YNVYMR obligan a la industria del plástico a
cumplir requisitos sanitarios para los materiales que están destinados
al contacto con alimentos para asegurar la inocuidad de los mismos
1105 Por esta razónN en la actualidad se disponen de varios
mecanismos de seguridad alimentaria para empaques plásticosN entre
ellos el control del contenido total de sustancia en el polímeroN el
análisis de material no volátil transferido al alimento 1migración
global0N el análisis de migración de sustancias específicas hacia el
alimento 1migración especifica0 o la predicción de la concentración
final de migrantes en el producto de consumo a través de modelos
matemáticos 12, 305

La migración de sustancias desde el empaque plástico hacia el
alimento es uno de los fenómenos de transferencia de masa que
puede observarse en este sistema y está regido principalmente por las
leyes de la difusión y la convección 14, 505 Rlgunos autores han
estudiado este fenómeno con el objeto de entender y poder predecir
el comportamiento de las sustancias que migran desde el material de
empaque5 RsíN se han desarrollado modelos físicos y matemáticos
aplicados a diseño de productos 160N metodologías alternativas para
la evaluación de la migración especifica 170 y conocimiento
específico sobre la movilidad de algunas sustancias en el material
plástico 18-1005
±l ensayo de migración global consiste en simular las condiciones

reales de uso del empaque cuando está en contacto con el alimento5
°e esta formaN según el tipo de alimento al que está destinado el
empaqueN se utiliza un tipo específico de simulantes de alimentos
grasos8 por ejemploN para alimentos grasos se utiliza aceite vegetal
enriquecido en ácido oleico 111-1305 ±n el caso de estos alimentosN la
migración puede ser crítica porque las sustancias lipofílicas del
empaque pueden migrarN causando deterioro en la calidad del
producto 11405

Para determinar la cantidad de aceite retenido por el empaque
plásticoN se cuantifican los respectivos ésteres metílicos 1KRM±s0
mediante cromatografía de gases 1B/0 usando triheptadecanoato de
glicerilo 1/TMN por sus siglas en inglés0 como estándar interno 1105
±ste resultado se puede relacionar gravimétricamente con la masa
inicial y final del empaque para establecer la migración global desde
el empaque hacia el alimento5
Sin embargoN en este método de cuantificación se ha evidenciado

la presencia de interferencias provenientes del empaque que en el
análisis cromatográfico elúyen en tiempos de retención semejantes a
los obtenidos para los ésteres metílicos de los ácidos grasos
1KRM±s0 y del patrón interno5
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Reactivos

±s así como en la misma norma se ha recomendado el uso de
patrones internos alternativos como el éster úTfenil propanoato de
etilo 1±KPN por sus siglas en inglés0 y la trinonadecanoina 1105 ±l uso
de estos patrones alternativos implica ciertas consideraciones
económicas y técnicas- por un ladoN el uso de la trinonadecanoina
triplica el costo del ensayo yN por el otroN el uso de ±KP técnicamente
no cumple con la principal característica de un patrón internoN esto
esN poseer naturaleza química semejante al analito de interés 1esteres
de ácidos grasos0 11505
RsíN durante la revisión de patrones alternativosN se encontró que

el ácido tetradecanóico 1RM0 no ha sido identificado como
componente presente en simulantes grasos de aceite de girasol
enriquecido en ácido oleico 1160N aceite de oliva virgen 1170 ni de
aceite de oliva refinado 1M305 Por tantoN en este trabajo se incluye su
evaluación como patrón alternativo5 °e igual modoN se busca evaluar
el desempeño analítico de la NTB FIññ en la etapa de cuantificación
del ensayo de migración global con simulante graso 1aceite vegetal0
cuando se cambia el patrón interno /TM por ±KP5

Materiales y métodos

Se utilizaron los siguientes reactivos- aceite de girasol enriquecido
en ácido oleico marca /ourmet® 1adquirido del comercio local0N
triheptadecanoato de glicerilo 1/TM0 1Sigma RldrichN % 44AN USR0N
úTfenil propanoato de etilo 1±KP0 1Sigma RldrichN % 43AN USR0N
ácido tetradecanóico 1RM0 1MerckN % 43A8 Rlemania0N heptanoN
sulfato de sodioN hidróxido de potasio y metanol 1MerckN R5R5N
Rlemania0 y trifluoruro de boro en metanol MGA 1p/p0 16Kú0 1MerckN
R5R5N Rlemania05

Cuantificación del aceite retenido por el empaque
plástico

Siguiendo la metodología descrita en la NTB FIññTñ para los
ensayos de migración globalN se realizaron cuatro réplicas con
láminas de polietileno de M dmñ por el método de inmersión total5 Se
pesó el empaque vacío y se adicionaron ñII mL de aceite de girasol
enriquecido en ácido oleico manteniendo la relación sugerida en la
norma 1MII mL por cada dmñ de contacto05 Se dejó durante diez días
a ;I °B ± M °B en una estufa marca 6inder K6 MMFTUL 1Rlemania0
con división de escala de INM °B5 Una vez cumplido el tiempo de
contactoN se descartó el simulante graso y el exceso se limpió con un
paño absorbente5 PosteriormenteN se pesó el empaque con el residuo
de aceite5

Extracción Soxhlet

Se realizó la extracción tipo Soxhlet del aceite vegetal retenido por el
empaque plásticoN usando como solvente de extracción nTheptano5 R
cada una de las muestras de aceite vegetal se les adicionaron úNI mL
de una mezcla de patrones internos que contenía ñNI mg2mL de
/TMN RM y RKP de cada estándar disueltos en ciclohexano5 RsíN la
cantidad de cada estándar en el extracto fue de GNI mg5 Las muestras
se dejaron cubiertas por el solvente orgánico y se hicieron G ciclos de
extracción por horaN durante S h de extracción continua5 Los
extractos obtenidos se llevaron a sequedad en un rotavapor YamatoN
modelo R±ñII 1USR05
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Las operaciones de extracción y transesterificación descritasí se
realizaron en presencia de híj mL de solución de patrón interno
JTMí IM y ú9PN todos de concentración bíj mgRmLO ºomo
parámetros de comparación se evaluó el índice <ORRITr y el
porcentaje de recuperación .2RC para precisión intermedia y
exactitudí respectivamente .19CO Por otro ladoí mediante la
aplicación de la prueba estadística de ºochran .J α 8 jíj5C se evaluó
si las recuperaciones a distintos niveles de las curvas de calibración
eran distintos y mediante la aplicación de una prueba estadística t .α
8 jíj5C se comprobó si la recuperación de los métodos era
estadísticamente igual al %jj2 de recuperaciónO

Transesterificación de ácidos grasos

Il residuo obtenido de la extracción Soxhlet se agregaron %jíj mL
de nHheptano y %jíj mL de solución de KO< en metanol .%% gRLCí
los cuales se sometieron a reflujo durante diez minutosO Luegoí se
adicionaron 5íj mL de una solución de trifloruro de boro en metanol
.%é2 .p/pCC y se dejó en reflujo por dos minutosO Una vez el extracto
alcanzó la temperatura ambienteí se agregó una solución saturada de
sulfato de sodio .NabSO=CO 9inalmenteí la fase orgánica se separó y
se analizó por cromatografía de gasesO

Análisis por cromatografía de gases

Se utilizó un cromatógrafo de gases Varian modelo ºPHhKjjí
equipado con una columna <PH%MS .%jj2 dimetil polisiloxanoCí
.Igilentí hj m x jíb5 mm dií df 8 jíb5 μmCO Un μL de cada extracto
se inyectó con un automuestreador ºPHK=jj a b5j °ºí en modo Split
%U5jO Se empleó helio como gas de arrastreí con un flujo de %í5 mLR
minO úl programa de temperatura inició en %Kj °º por dos minutosí
con una tasa de calentamiento de %j °ºRmin hasta b=j °ºí donde se
mantuvo por un minutoN luego hubo calentamiento hasta hjj °º a
una velocidad de 5j °ºRmin donde permaneció por un minutoO Se
empleó un detector de ionización de llama .9IñC que se mantuvo a
una temperatura de hjj ººO La cantidad de simulante retenido por el
empaque plástico es equivalente a la cantidad de 9IMús formados y
se determinó a partir de la sumatoria total de las áreas de los picos
obtenidos por JºH9IñO

Cálculo de migración global

La diferencia entre la masa inicial del empaque vacío y la masa del
empaque finalí junto con la cantidad de simulante retenido
cuantificada por cromatografía de gasesí permite conocer la masa
transferida por el empaque hacia el simulante de alimentoO Iunque el
área efectiva de contacto son b dmbí la masa obtenida se relaciona
con un área de contacto estándar de % dmb y el resultado se expresa
en mgRdmbO

Desempeño analítico

Para la evaluación del desempeño analítico de cada uno de los tres
patrones internos se obtuvo una curva de calibración independiente
para cada unoí con siete niveles de concentración evaluados por
triplicadoO La evaluación de la linealidad se estableció mediante la
determinación de la desviación estándar relativa de la pendiente .2
SbCí los yHresiduales en los distintos nivelesí el error porcentual por
nivel de concentración .2εCí el coeficiente de correlación y de
determinación .r y rbC y las pruebas estadísticas de proporcionalidad
y varianza relacionadas .19CO

Se prepararon tres muestras para cada uno de los tres niveles de
concentración de aceite de girasol escogidos .%é mgí é= mg y %%b
mgCí con el fin de evaluar la precisión intermedia y exactitud del
métodoí de modo que hubo un total de nueve puntos a evaluar en
cada curva de calibración preparada con cada patrón internoO

Análisis estadístico

Los resultados de migración global se evaluaron a través de un
análisis de varianza .INOVIC con un α 8 jíj5í con el fin de
evidenciar diferencia estadística entre los patronesO Posteriormenteí
se realizó la prueba de comparación múltiple de ñunnett .α 8 jíj5C
usando como patrón de referencia el patrón sugerido originalmente
por la norma NTº 5jbb .JTMCO

Desempeño analítico

Resultados y discusión

Linealidad
úl comportamiento lineal de cada patrón se evaluó a partir de tres
curvas de calibración independientesí cada una con siete nivelesí
donde se obtuvo la regresión entre la relación masa de aceiteRmasa
patrón y la relación entre la sumatoria de áreas correspondientes a
los 9IMúsRárea del patrón .Tabla %CO
Los resultados del r correspondientes a JTM y IM concuerdan

con estudios similares y cumplen con criterios previamente
establecidos para métodos de este tipoí los cuales sugieren que el r
no debe ser menor a jí666 en cromatografía .16-18CO Idemás el
JTM y IM mostraron un 2Sb menor al 52í tal como lo sugiere el
JRºí Joint Research ºentreí para métodos de estas características
.19CO Las curvas que emplearon el ú9P como estándar interno no
cumplieron este requisito de linealidadO
ún la 9igura % se presenta la comparación de los 2ε y se observan

diferencias en las curvas construidas con JTM y IM en relación con
las de ú9Pí principalmente porque estas últimas cumplen el requisito
sugerido .2ε V %52C solamente para masas superiores a Kj mg .12CO
úste comportamiento se explica por las pérdidas de ú9P en las etapas
de extracción y esterificacióní lo cual se refleja especialmente en
niveles bajos de concentraciónO

Precisión

ún la Tabla b se presenta la repetibilidad que experimenta el sistema
cromatográfico al ser utilizado en las condiciones de ensayo con
9IMús provenientes de aceite de girasol enriquecido en ácido
oleicoO
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Reactivos

Materiales y métodos

Precisión intermedia

2omo se muestra en la Tabla ñA la mayoría de intervalos de
confianza en cada nivel incluyen los valores nominales de masaG No
obstanteA el ERS6 encontrado para el EFP es demasiado alto en
comparación al criterio de Horwitz estimado para concentraciones
cercanas a las analizadas óERS6esperado I LAúEH ó21HG 7l usar 7M
y GTM como patrón interno el comportamiento fue adecuadoG

Según la 7O72A en condiciones de repetibilidad los índices
HORR7Tr óRS6calculadogRS6esperadoH se esperan entre úAñ y OAñ lo cual
confirma el buen desempeño del 7M y el GTMA contrario a lo
ocurrido con el EFP ó22HG

Tabla 1. Parámetros analíticos de linealidad obtenidos para cada uno de los patrones internos.
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Figura 1. Error porcentual de la regresión calculado en cada punto de la curva de calibración al usar diferentes patrones internos.

Tabla 2. Resultados obtenidos en el análisis de repetibilidad del sistema cromatográfico.

Triheptadecanoato de glicerilo (GTM); ácido tetradecanóico (AM); 3-fenil propanoato de etilo (EFP);
aSumatoria de las áreas obtenidas para los FAMEs. bDesviación estándar relativa.

Parámetros
analíticos

GTM
ótriheptadecanoato
de gliceriloH

7M
óácido

tetradecanóicoH

EFP óñ Mfenil
propanoato de

etiloH
Pendiente úAéhL úAéOá ñAúéá

Intercepto MúAOhj úAñLO ñAO/é

r úAééé úAééé úAéLj

%Sb OAñ OAú jAh

Masa 7ceite
ómgH

Área F7MEsagÁrea patrón ERS6b

GTM 7M EFP GTM 7M EFP

Repetición O ÁLAO //AL /ÁAh OOjAñ

OAéL OA/ú /AÁá

Repetición / ÁLAO /ñAh /ÁAñ OOÁAá

Repetición ñ ÁLAO /ñAú /ÁAL O/úAj

Repetición L ÁLAO //Aé /áAé OO/Aú

Repetición á ÁLAO /ñAú /ÁAñ OOÁAú

Repetición Á ÁLAO /ñAú /ÁAj OOéAé

Las relaciones de área para F7MEs y los patrones GTM y 7M
óÁrea F7MEsgÁrea patrónH resultaron semejantes entre síA lo cual
obedece a su similitud estructuralG Esta similitud les confiere un
comportamiento analítico similarA tal como se evidencia en la
desviación estándar relativa óERS6H del conjunto de lecturas
analizadasG Este hecho se corrobora por las diferencias significativas
determinadas para las mismas relaciones usando como patrón EFPG
Este comportamiento también puede deberse a la respuesta
proporcional que existe entre la señal del detector FI6 y el número
de carbonos activos que posee una cadena carbonada y a las
diferencias que se presentan en la respuesta del detector para cadenas
lineales y compuestos aromáticosG Por ello se recomienda el uso de
F7MEs de cadenas lineales saturadas ó20HG

Exactitud

Mediante la prueba estadística 2 de 2ochranA se estableció que no
hubo diferencia significativa entre las recuperaciones a diferentes
niveles de concentración óG critico óα = úAúáx n = ñH = úAhjHG 7dicionalmenteA
también se comprobó que el estadístico t no muestra diferencia
significativa entre el OúúE de recuperación y las recuperaciones
medias obtenidas en los tres tipos de cuantificaciones ótcritico óα = úAúáx n= éH
= /A/ÁHG
No obstanteA según la 7O72 y estudios similaresA los porcentajes

de recuperación aceptables para estos niveles de concentración
oscilan entre éjE y OúñEA por lo tantoA se considera que el ensayo
con EFP no posee buen porcentaje de recuperación ó18, 22HG Lo
anterior puede verificarse en la Tabla LG
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Límites de detección (LD) y cuantificación (LC)

El LD y el LC en la determinación de FAMEs por cromatografía de
gases provenientes de aceite vegetal absorbido por un empaque
plástico fueron determinados a partir de cada una de las curvas de
calibración; Para calcularlos se involucró tanto la pendiente de la
regresión lineal PbS como la desviación estándar en el origen PSaS
P23S; Así se estableció que el LD es de zGO6 mg para GTM= zG6é mg
para AM= y 7hGN mg para EFP; Las determinaciones utilizando los
tres patrones internos mostraron LC de VG9j mg para GTM= hGOj mg
para AM= y ééGh mg para EFP;
Estos resultados permitieron inferir que el uso del ácido

tetradecanóico PAMS como patrón interno alternativo al GTM resulta
mejor en cuanto a sensibilidad con respecto al uso de 9Tfenil
propanoato de etilo PEFPS;

Ensayos de migración global en aceite de girasol

Se calculó la migración global en las cuatro réplicas del ensayo
usando los resultados de aceite retenido obtenidos con los tres
patrones internos P4S; Con el objeto de comprobar la hipótesis que el
uso de cualquiera de los patrones internos no genera influencia en el
resultado de la migraciónG se realizó un ANOVA sobre los resultados
de migración; Se encontró que existe diferencia significativa entre
los grupos de ensayos para un α R 6G6éG por lo cual se concluye que
al menos uno de los grupos es diferente a los otros y genera
resultados de migración distintos; Para comprobar qué tratamiento
difiere de los otros se aplicó la prueba Dunnett utilizando como
tratamiento control el GTM Ppatrón de referencia de la norma NTC
é6zzS con un α R 6G6é y se determinó que al usar EFP como patrón
interno existe diferencia significativa con el tratamiento control;

En la Figura z se muestra la comparación de medias de los
resultados de migración global y sus respectivas desviaciones
estándar Pα R 6G6éS con cada patrón interno;

HORRATr medio 6Gé 6GV NGO

qRSD medio zG6 9Gé 97G6

Intervalos
de confianza
Pα = 0,05; n = 3S

7hG6 mg 7hGV ± 6GO 7éGO ± zG6 79G7 ± 7jGh

hjG7 mg hzGN ± 9GV h9Gj ± zGz jhGV ± 7jG7

77zGz mg 76VGO ± jG7 77hGNO ± 7zGj 7zzG9 ± 7j7GO

%R medio 766G9 766Gh ONGV

GCochran 6GjV 6Géj 6Ghé

t experimental 6Gz9 6G9V 7G6z

Tabla 3. Parámetros analíticos de precisión intermedia y exactitud obtenidos para cada uno de los patrones internos6

Triheptadecanoato de glicerilo =GTM0; ácido tetradecanóico =AM0; 32fenil propanoato de etilo =EFP06

Tabla 4. Parámetros analíticos de exactitud obtenidos para cada uno de los patrones
internos6

%R porcentaje de recuperación; G teórico= 0787 T teórico= 27266

Lo anterior confirma que el EFP no es una buena alternativa
como patrón interno de medición en la determinación del aceite
vegetal absorbido por empaques plásticos en contacto con un
simulante de alimentos grasos;

Figura 2. Migración global obtenida en una muestra plástica utilizando como patrón de cuantificación de FAMEs de GTM =Triheptadecanoato de glicerilo0; AM =ácido tetradecanóico0; EFP
=32fenil propanoato de etilo06

GTM AM EFPParámetros analíticos

Parámetros analíticos GTM AM EFP
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Se observa gráficamente que aunque la desviación de las
mediciones con patrón interno :M es levemente mayor a la
presenciada con YTMñ no hay diferencias significativas2 Por el
contrarioñ los resultados obtenidos con WHP difieren en gran medida
con los calculados por cualquiera de los otros dos patrones
evaluados2

Conclusiones

Xa cuantificación de H:MWs utilizando como patrón interno el :M
tiene parámetros analíticos aceptables que concuerdan con los
resultados obtenidos con el patrón interno de referencia y con otros
estudios2 :dicionalmenteñ no hay diferencia estadística significativa
al usar YTM o :M con respecto a los resultados de migración global
en un empaque2 Por lo cual es posible usar :M como patrón internoñ
sin afectar los resultados del ensayo de migración global ni reducir
su desempeño analíticoñ por el contrarioñ genera una ventaja
competitiva debido a que el :M posee un menor costo en el mercado
que el YTM F/ND USBUg versus / USBUgñ respectivamenteL2 Por otro
ladoñ el desempeño del WHP no es satisfactorio y su aplicación como
patrón interno alternativoñ como lo sugiere la norma WN//IQñ debería
evitarse2
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