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Resumen

En este trabajo se ha desarrollado una nueva metodologia analitica para llevar a cabo la
determinacién de un grupo de seis ftalatos y un adipato en muestras de gelatina. Para ello, se
ha utilizado la técnica de extraccidon en fase sélida micro-dispersiva magnética, asi como la

cromatografia liquida de ultra-alta eficacia acoplada a la espectrometria de masas en tandem.

Summary

In this study, a new analytical methodology has been developed to carry out the determination
of a group of six phthalates and one adipate in jellies. For this purpose, a magnetic-micro-
dispersive solid-phase extraction procedure has been used, as well as the ultra-high

performance liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry.
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1.- INTRODUCCION

El Neolitico, del griego veo- neo- “nuevo” y Atdikog lithikds “de piedra”, es un periodo
histérico comprendido entre el 6000 a.C. y el 4000 a.C., considerado como el ultimo de la edad
de piedra. El nombre hace referencia al fin de la etapa nédmada del ser humano, asi como al
refinamiento de las herramientas utilizadas hasta el momento. Este periodo se caracterizé por
la generalizacién de la agricultura y del pastoreo de animales, dando lugar a sociedades agrarias
organizadas y, como consecuencia de ello, a los primeros asentamientos sedentarios de la
historia de la humanidad. Desde entonces, las civilizaciones se han desarrollado, en parte,
gracias al descubrimiento de nuevos materiales, mejorando las capacidades de supervivencia,

progreso, bienestar y crecimiento.

Los plasticos han sido uno de los mayores hitos del desarrollo de los materiales desde la
aparicion de la baquelita, el primer plastico versatil, no inflamable y barato de producir,
desarrollado por Leo Baekeland en 1907, quien es considerado como el padre de los plasticos
modernos (ACS, 2015). Desde ese momento, los plasticos han ido progresivamente sustituyendo
al resto de materiales tales como la madera, el papel o diferentes metales y aleaciones en
muchas aplicaciones. Se trata de derivados de materiales organicos naturales, como la celulosa,
el carbdn, el gas natural, la sal, y el petréleo (Plastics Europe, 2021). El proceso de fabricacion
de los plasticos consta de tres etapas principales: en primer lugar, al igual que en todo proceso
productivo, se deben refinar las materias primas, eliminando las impurezas no deseadas,
obteniendo los mondmeros base de los plasticos. En segundo lugar, ocurre la polimerizacién del
compuesto mediante procesos de adicién o condensacidn. En tercer y ultimo lugar, ocurre un

proceso de composicidn y refinamiento (Plastic Collectors, 2020).

1.1.- INDUSTRIA DE LOS PLASTICOS

La industria de los plasticos es una de las areas de produccién con mas relevancia a nivel
internacional. Solamente en 2019, se produjeron 368 millones de toneladas de productos
plasticos en todo el mundo, incrementando esta cifra en 17 millones de toneladas respecto al
afio anterior. Del total de plasticos producidos en 2019, el 51% procedia de Asia. Concretamente,
China produjo el 31% de todo el pldstico manufacturado durante 2019. Asi mismo, América fue
responsable del 23% de la produccidn de plasticos durante este afio, mientras que Europa

produjo el 16% de la misma (Plastics Europe, 2021) (ver Figura 1.1).
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Figura 1.1.- Mapa mundial de produccién de plasticos durante 2019 (adaptacion de Plastics Europe, 2021).

En este sentido, la industria de los plasticos genera, de forma directa, alrededor de 1,5 millones
de puestos de trabajo distribuidos en mas de 55000 empresas a nivel europeo. Por otra parte,
facturando mas de 350 billones de euros durante el ejercicio fiscal de 2019, la industria de los
pldsticos se sitia como la séptima mas importante en valor afiadido en toda Europa, al mismo

nivel que la industria farmacéutica, y muy proxima a la industria quimica (Plastics Europe, 2021).

Por otro lado, el uso de los plasticos es muy diverso, y aplicado en practicamente todos los
ambitos de produccion y consumo existentes. En términos generales, el 19,4% del plastico
producido se corresponde al polipropileno, de amplio uso en el ambito del empaquetamiento
alimentario, envoltorios de consumibles, lentillas, y partes de coches, entre otros. El 17%
corresponde al polietileno de baja densidad, o PE-LD, y sus aplicaciones se enmarcan,
principalmente, en la produccién de las bolsas reutilizables, envoltorios de empaquetamiento
de comidas y de uso agrondmico, asi como en la preparacidon de contenedores y bandejas. En
tercer lugar, el PE-HD, o polietileno de alta densidad, que abarca el 12,4% de la produccidn global
de plasticos, es ampliamente utilizado en tuberias, menaje y juguetes, entre otras aplicaciones.
Por ultimo, el PET, o tereftalato de polietileno, que comprende el 7,9% de la produccién global
de plasticos, es de gran aplicacién en la produccidon de botellas de agua, refresco y demas

bebidas (Plastics Europe, 2021) (ver Figura 1.2).
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Figura 1.2.- Produccién mundial de tipos de plasticos durante 2019. PP: polipropileno; PE-LD: polietileno de baja
densidad; PE-HD: polietileno de alta densidad; PVC: policloruro de vinilo; PUR: poliuretano; PET: tereftalato de

polietileno (adaptacién de Plastics Europe, 2021).

Debido a ello, tanto la sociedad como la industria son ampliamente dependientes de la
produccién de plasticos. Los constantes avances en la ciencia de los materiales desarrollados en
las ultimas décadas han llevado a la diversificacién del uso de los plasticos en cada vez mas
sectores, desarrollando plasticos mas ligeros, resistentes, duraderos, versatiles y baratos de
fabricar. Es por ello que existe una gran exposicion del consumidor a los plasticos, sobre todo en
el area alimentaria, donde estos se utilizan como envoltorios de productos, envases, y
recipientes de todo tipo (Meeker et al., 2009). Uno de los principales problemas asociados a
dicha exposicion ocurre si se tiene en cuenta que algunos de los agentes plastificantes utilizados
para mejorar las propiedades de dichos plasticos actuan, de forma indeseada, como agentes
disruptores del sistema endocrino o como productos téxicos participando en el desarrollo de

diversas enfermedades (NRC, 1999).
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1.2.- PLASTIFICANTES COMUNMENTE USADOS EN LA INDUSTRIA

Los agentes plastificantes son sustancias quimicas que, al ser incorporadas a un
material, aportan propiedades de gran interés, tales como flexibilidad, resistencia o durabilidad.
Estos agentes plastificantes son, en su mayoria, productos organicos con bajos valores de
presion de vapor. Se trata, principalmente, de diversos ésteres que reaccionan con los polimeros
para formar unidades homogéneas (Wypych, G., 2017). El 90% de los agentes plastificantes son
producidos para la industria del cloruro de polivinilo, o PVC, debido a que es en este polimero
donde mas beneficios reportan. Esto se debe, principalmente, a la morfologia del PVC, que

permite aceptar y retener altas cantidades de plastificantes (Walters et al., 2021).

Los agentes plastificantes se clasifican en dos grandes grupos en funcion de cémo afecten al
polimero al que se afiaden. Los plastificantes primarios producen una disminucién de la
temperatura de transicién vitrea en el plastico al que se afiaden, a la par que incrementan la
capacidad de elongacion del polimero (Wilkes et al., 2005). Por otro lado, los plastificantes
secundarios se caracterizan por tener una compatibilidad limitada con el polimero cuando se
afaden solos, pero incrementan notablemente los efectos de los plastificantes primarios en
combinacion con ellos (Wilkes et al., 2005). Dentro de este tipo de aditivos, se encuentran
compuestos tales como los ésteres del acido ftalico y sus derivados, cuyos grupos carboxilos se
hallan en posicién orto, y el dcido tereftaldtico, en posicién para. Asi mismo, otros compuestos
como los ésteres dicarboxilicos de ciclohexanos, los ésteres de benzoato, ésteres de adipato y
ésteres de fosfato y de citrato, entre otros, son agentes plastificantes comunes en la industria

(Walters et al., 2021).
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1.2.1.- ESTERES DE ACIDOS FTALICOS (PAES)

Los ftalatos, ésteres del cido ftalico, o PAEs (del inglés phtalic acid esters), son un grupo
de moléculas cuya estructura deriva de la esterificacion dialquilica o arilica del acido benceno-
1,2-dicarboxilico (ver Figura 1.3). Se trata de un grupo de compuestos liquidos a temperatura
ambiente, con una baja presidén de vapor y poca solubilidad en agua. De hecho, tanto la presién
de vapor como la solubilidad en agua disminuyen segin aumenta el peso molecular del
compuesto, al contrario que el coeficiente de reparto octanol-agua, que aumenta. Esto se debe
a que, a mayor tamafio de las cadenas radicales, menor importancia fisicoquimica tienen los
grupos carboxilos comunes. Por otra parte, se asume que, a pesar de que la ratio de hidrélisis
abidtica de los ftalatos es muy baja, son compuestos poco persistentes y facilmente
biodegradables, aunque existen estudios que muestran valores moderados de di(2-etilhexil)

ftalato (DEHP) en muestras frescas de crustaceos (EPA, 2012).

Figura 1.3.- Estructura general de los ftalatos.

Los ftalatos se utilizan como plastificantes en la produccidn de plasticos, mayoritariamente en
la sintesis de PVC. Estos plastificantes aportan, principalmente, flexibilidad y durabilidad a los
plasticos, entre otras propiedades de interés. Por tanto, la presencia de ftalatos como agentes
plastificantes es comun en materiales plasticos que forman parte del mobiliario doméstico,
como revestimiento de suelos y persianas, interiores de coche, adhesivos y empaquetamiento
de comida (OSHA, 2021 y Mllerova et al., 2016), asi como en juguetes, productos electrénicos,
fibras textiles y productos de cuidado personal, entre otros (Li et al., 2019). Durante el afio 2006,
mas de 213 millones de kilogramos de ftalatos fueron producidos con este fin, por lo que se
considera uno de los grupos de agentes plastificantes mas relevantes en la industria plastica
(EPA, 2012). En la Tabla 1.1 se muestran los principales ambitos de aplicacion de algunos de los

ftalatos mas comunes.
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Tabla 1.1.- Aplicaciones de algunos de los ftalatos mas comunes (Heudorf et al., 2007).

Ftalato

Principales aplicaciones

Di-etil ftalato, DEP

Productos cosméticos y de cuidado personal

Butil-benzil ftalato, BBP

Baldosas de vinilo, cintas transportadoras de alimentos, cuero

artificial, molduras para automaviles y conos de trafico

Di-n-butil ftalato, DBP

Plasticos de PVC, adhesivos de latex, productos cosméticos,
productos para el cuidado personal, plasticos de celulosa vy

solventes para tintes

Di(2-etilhexil) ftalato, DEHP

Productos de construccidn (papel tapiz, aislamiento de cables y
alambres), productos para automoviles (tapiceria de vinilo, asientos
de automovil), ropa (calzado, impermeables), envases de
alimentos, productos para nifios (juguetes, agarre parachoques) y

dispositivos médicos

Di-n-hexil ftalato, DHP

Productos moldeados por inmersion, como mangos de
herramientas, cestas para lavavajillas; suelo, guantes de vinilo,
collares anti-pulgas, cintas transportadoras utilizadas en el

procesamiento de alimentos

Di-n-octil ftalato, DNOP

Mangueras de jardin, revestimientos para piscinas, baldosas para
pisos, lonas, cementos para juntas, revestimientos de tapas de

botellas y cintas transportadoras de alimentos

Di-isononil ftalato, DINP

Mangueras de jardin, revestimientos para piscinas, baldosas para

pisos, lonas y juguetes

Di-isodecil ftalato, DIDP

Revestimiento de alambres y cables, cuero artificial, juguetes,

respaldos de alfombras, piscinas y revestimientos
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1.3.-IMPACTO DE LOS FTALATOS EN LA SALUD

Una de las principales caracteristicas del uso de ftalatos como plastificantes es el hecho
de que no se hallan unidos covalentemente al polimero plastico (Koch et al., 2006). Esto permite
que, bajo determinadas circunstancias, y en un grado variable, sean capaces de transferirse a
otro material con el que se encuentren en contacto en un proceso denominado “migracién”. Si
bien la alta compatibilidad de los plasticos, como el PVC, con los plastificantes minimiza los
fenédmenos de migracion, este efecto ocurre, de forma inevitable, en mayor o menor medida.
La migracidén de los agentes plastificantes esta determinada, entre otros pardmetros, por la
naturaleza del material que entra en contacto con el pldstico, asi como por las caracteristicas
del agente plastificante en cuestidn, siendo determinante la solubilidad de éste en el disolvente
al cual migra (Walters et al., 2021). Otros parametros fisicoquimicos, como la temperatura de

los materiales o la agitacion, juegan un papel fundamental en la migracién de estos compuestos.

Los procesos de migracion, por lo tanto, permiten a los ftalatos desplazarse a materiales y
sustancias muy diversas. Esto hace que el grado de exposicidn al que se ve sometida la poblacidon
sea elevado, y muy variable mediante ingestién, inhalacién, absorcidon dérmica e incluso durante
la gestaciéon (Wang et al., 2020a). De todas estas vias, la mas comun es mediante la ingesta de
alimentos (Serrano et al., 2014). Esto es debido a que, durante todo el proceso de producciény
manufacturado, desde que se desarrollan los alimentos, ya sea a nivel agronédmico o industrial,
hasta que se empaquetan y llegan al consumidor, éstos estdn en contacto permanente con
plasticos desde los que migran los ftalatos. Una vez dichos compuestos entran en el organismo,
ocurren dos etapas catabdlicas principales: una fase de hidrdlisis, donde ocurre la separacion
del diéster en sus respectivos monoésteres, y una fase de conjugacion mediada por el acido

glucorénico. Posteriormente, ocurre la excrecién por via urinaria (Chang et al., 2021).

La exposicion a ftalatos se asocia a fendmenos de disrupcion del sistema endocrino. Los agentes
disruptores del sistema endocrino son aquellas sustancias (plaguicidas, estrogenos,
fitoestrogenos, ftalatos, etc.) que interfieren en la sintesis, secrecion, transporte o metabolismo
de cualquier hormona responsable de la homeostasis corporal, reproduccion, o desarrollo
normal del organismo. Por ello, la exposicion a este tipo de agentes disruptores del sistema suele
conllevar problemas de salud muy diversos (Chang et al., 2021). Entre muchas otras cosas, la
exposicidn a ftalatos produce, en hombres, una reduccién de la calidad del esperma (Mariana
et al., 2016), asi como una alteracidn en la distancia anogenital, un indicador de malformaciones
y enfermedades del sistema reproductor (Swan, 2009). En lo que respecta a las mujeres, la

exposicién a ftalatos se correlaciona con la aparicion de endometriosis, es decir, crecimiento
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anormal de tejido endometrial fuera del Utero, que conlleva a problemas de fertilidad y dolores

de diversos tipos (Chou et al., 2020 y Kim et al., 2011).

Por otra parte, la exposicién a ftalatos también se asocia al desarrollo de enfermedades
cardiovasculares. En este sentido, es relevante la influencia que tiene dicha exposicidén en la
capacidad de contraccién del corazén, disminuyéndola e induciendo diversos problemas de
salud (Mariana et al., 2016). De hecho, estudios recientes muestran la correlacién entre la
exposicidn a ftalatos y la predisposicion a sufrir una cardiopatia coronaria (Su et al., 2019). De
forma similar, algunos estudios han demostrado la correlacién entre la exposicion a ftalatos y
valores anormalmente altos de presion sanguinea y colesterol (Werner et al., 2015 y Zhang et
al., 2018), asi como la aparicién de arterosclerosis en animales expuestos a DEHP (Shih et al.,

2015y Zhao et al., 2016).

Asi mismo, la exposicién a ftalatos estd asociada a problemas respiratorios en nifios tales como
sensibilizacion alérgica y rinoconjuntivitis (Beko et al., 2015), a desérdenes de la glandula
tiroidea asociados a menores niveles de triyodotironina y tiroxina (Morgenstern et al., 2017 y
Weng et al., 2017), y a la predisposicion a sufrir diabetes de tipo |l debido a la adquisicion de
resistencia a la insulina y al incremento del estrés oxidativo celular (Kim et al., 2013). Por ultimo,
y aunque los experimentos en animales muestran una clara correlacion entre la exposicién a
ftalatos y la aparicién de enfermedades neuroldgicas y renales, los estudios clinicos en personas

aun no son determinantes (Chang et al., 2021) (ver Figura 1.4).
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Figura 1.4.- Impactos en la salud de la exposicién a ftalatos.
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1.4.- LEGISLACION SOBRE EL USO DE FTALATOS

Debido a todo lo expuesto anteriormente, los distintos organismos internacionales y
nacionales han establecido una serie de normas orientadas a la regulacion del uso de ftalatos en
diversos productos. En primer lugar, el Plan de Accién de la Agencia de Proteccion
Medioambiental de Estados Unidos (EPA, del inglés Environmental Protection Agency)
recomienda el control de 8 ftalatos en la produccién, procesado, distribucién y comercio de
productos de consumo: di-n-butil ftalato (DBP), di-isobutil ftalato (DIBP), BBP, di-n-pentil ftalato
(DNPP), DEHP, DNOP, di-isodecil ftalato (DINP) y di-isononil ftalato (DIDP). Ademas, el
documento menciona una serie de agentes plastificantes que pueden actuar como sustitutos de
los ftalatos, y que se utilizan actualmente para la produccién de articulos de puericultura;
concretamente, el acetil tri-n-butil citrato (ATBC), di(2-etilhexil) adipato (DEHA), 1,2-acido
ciclohexanodicarboxilico, diisononil éster y el di(2-etilhexil) tereftalato (DEHT). Ademas,
establece un maximo de 0,006 mg/L de DEHP en agua potable embotellada. De igual manera, el
DEHP y el DBP se encuentran en la lista de contaminantes tdxicos del aire (EPA, 2012). Por otra
parte, la Comisién de Seguridad de Productos para el Consumidor (CPSC, del inglés Consumer
Products Safety Commission) prohibe el uso de DEHP, DBP, BBP, DINP, DIDP y DNOP en
productos para el cuidado de nifios y juguetes a concentraciones mayores del 0,1%. Ademas de
ello, la Administracion de Alimentacién y Medicamentos (FDA, del inglés Food and Drugs
Administration), recomienda el uso de sustitutos del DBP y del DEHP como excipientes para
productos farmacéuticos, entre los que cabe destacar el dibenzoato de dipropilenglicol, trioctil
trimelitato, DEHA, y el ATBC, siendo este ultimo utilizado en la produccién de comprimidos

farmacéuticos (Bui et al., 2016).

Respecto a la legislacién europea, el Reglamento (UE) 2018/2005 de la Comision del 17 de
diciembre de 2018 que modifica el anexo XVII del Reglamento (CE) n2 1907/2006 del Parlamento
Europeo y del Consejo, relativo al registro, la evaluacidn, la autorizacion y la restriccion de las
sustancias y mezclas quimicas (REACH), establece el DEHP, DBP, BBP y DIBP como sustancias
toxicas para la reproduccion en la categoria 1B. En ella se establece la concentracién maxima de
estos compuestos en un 0,1% del peso total del producto en juguetes y productos de

puericultura.

Por otra parte, la Directiva 2011/65/UE del Parlamento Europeo y del Consejo del 8 de junio de
2011 sobre las restricciones a la utilizacion de determinadas sustancias peligrosas en aparatos
eléctricos y electrdonicos reconoce los riesgos para la salud humana y el medio ambiente

derivados del uso del DEHP, DBP y DDP. De forma similar, el Reglamento (UE) n2 10/2011 de la
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Comisidn del 14 de enero de 2011 sobre materiales y objetos plasticos destinados a entrar en
contacto con alimentos, regula los materiales y objetos hechos exclusivamente con materias y
juntas plasticas de las tapas. Los valores maximos permitidos de cada ftalato por kg de producto

final estan recogidos en la Tabla 1.2.

Tabla 1.2.- Limite de migracidn especifico (LME) para cada

compuesto de acuerdo con el Reglamento (UE) n2 10/2011.

Compuesto LME (mg/kg)
DBP 0,3
BBP 30
DEHP 1,5
Dialil ftalato No detectado
DIDP 9
DINP 9
Isoftalato de dimetilo 0,05
5-Sulfoisoftalato de dimetilo 0,05
DEHT 60
Bis(hexahidroftalato) de triciclodecanodimetanol 0,05

Respecto a las limitaciones de uso, el Reglamento en cuestidn regula el uso del DBP, BBP, DEHP,
DIDP y DINP como plastificante en materiales y objetos de uso repetido que estén en contacto
con alimentos no grasos, y como agente de apoyo técnico en concentraciones de hasta el 0,05%,
0,1% y 0,1% en el producto final respectivamente. En el caso del dialil ftalato (DAP), no existe
restriccion en su uso como agente de apoyo técnico, pero no debe detectarse en el producto

final.

1.5.- TECNICAS DE SEPARACION Y DETECCION DE FTALATOS

Teniendo en cuenta los efectos negativos en la salud que conlleva la migracién de los
ftalatos desde los materiales plasticos, resulta necesario el desarrollo de metodologias analiticas
gue permitan la determinacion fiable de este tipo de compuestos en matrices de interés cuya

contaminacidn suponga un riesgo para la poblacion.

La eleccidon de la técnica de separacién y determinacidn de un grupo de analitos concreto, como
son los ftalatos, depende casi exclusivamente de sus propiedades fisicoquimicas. En este caso,
y tratdndose de moléculas con un peso molecular relativamente bajo, con una polaridad
intermedia, una volatilidad alta y una baja termolabilidad, una de las técnicas de separacién mas

utilizada para los ftalatos es la cromatografia de gases, o GC (del inglés gas chromatography),
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fundamentalmente acoplada a la espectrometria de masas, o MS (del inglés mass spectrometry),

(Harunarashid et al., 2017).

Sin embargo, la cromatografia liquida, o LC (del inglés liquid chromatography), aunque menos
utilizada, se sitlla como una alternativa viable para la separacion de ftalatos, especialmente en
el caso de mezclas de isémeros, donde esta técnica destaca por proporcionar una mayor
selectividad (Luis et al., 2021). Ademas, los tiempos de andlisis de la LC son significativamente
inferiores a los de la CG. Por ello, la cromatografia liquida de alta eficacia, HPLC (del inglés high
performance liquid chromatography), y mas recientemente, la cromatografia liquida de ultra
alta eficacia, o UHPLC (del inglés ultra-high performance liquid chromatography) han sido
ampliamente utilizadas para la separacidn de ftalatos, principalmente en fase reversa (Xue et
al., 2019; Panio et al.,, 2020 y Nagorka y Koschorreck, 2020). Respecto a los detectores, la
tendencia observada en el caso de la GC se mantiene en la LC, donde los espectrémetros de
masas han ido ganando terreno a los detectores convencionales, utilizandose analizadores de
tipo triple cuadrupolo (QgQ) (Rodriguez-Ramos et al., 2021 y Hu et al., 2020), cuadrupolo simple
(Q) (Ma et al., 2010), cuadrupolo-tiempo de vuelo (Q-TOF) (He et al., 2020) y quadrupolo con
trampa de iones (Q-Orbitrap) (Musatadi et al.,, 2021). Por otra parte, la ionizacidon por
electrospray (ESI, del inglés electrospray ionisation) en modo positivo es la fuente de ionizacidn
mds comun en el caso de la determinacién de ftalatos por LC. Pese a ello, es también habitual el
uso de detectores ultravioleta-visible (UV-Vis) (Dong et al., 2021), y de diodo/fotodiodo array
(Ishizaki et al., 2021 y Yadav et al., 2017).

Por ultimo, y aunque se trata de una técnica de mucho menor uso, la electroforesis capilar en
su modalidad de cromatografia electrocinética micelar acoplada a un detector de diodo array
(MEKC-DAD, del inglés micelar electrokinetic chromatography-diode array detector) se ha
utilizado para el andlisis de ftalatos en bebidas alcohdlicas (Sun et al., 2014). Esta técnica,
constituyéndose como hibrida entre la electroforesis capilar y la cromatografia, permite realizar

separaciones rapidas, eficientes, y con un bajo consumo de disolvente (Hancu et al., 2013).
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1.6.- TECNICAS DE EXTRACCION DE FTALATOS EN ALIMENTOS

Como se ha indicado anteriormente, debido al estrecho contacto entre los alimentos y
los materiales plasticos, resulta imprescindible estudiar la composicién de los mismos para
garantizar la seguridad de los consumidores. En este sentido, se han desarrollado diversas
técnicas para la extraccion de ftalatos en matrices alimentarias, con el objetivo de controlar la
cantidad de este tipo de compuestos que potencialmente puedan migrar desde los envases,
envoltorios, cajas, y productos plasticos en general, hasta los alimentos consumidos por la
poblacién. Las principales técnicas de extraccion de ftalatos en matrices alimentarias se resumen

en la Tabla 1.3.

Las técnicas mas habituales, y las primeras en comenzar a utilizarse, son aquellas basadas en el
uso de disolventes. Este conjunto de técnicas ha sido aplicado, principalmente, en muestras
liguidas con bajo contenido de grasas, como son las bebidas, utilizando ciclohexano, acetato de
etilo (AcOEt), dietiléter y n-hexano como disolventes de extraccién (Harunarashid et al., 2017).
En este sentido, destaca la extraccién liquido-liquido, o LLE (del inglés Liquid-liquid extraction),
en la cual se utiliza la solubilidad relativa de los analitos en dos disolventes inmiscibles, uno polar
y otro apolar, generalmente, seguido por una etapa de separacion de fases (Guo et al., 2012). Si
bien es cierto que se trata de una técnica ampliamente estudiada y desarrollada, capaz de
proveer limites de deteccién del orden de ng/L (Arfaeinia et al., 2020) con valores de
recuperaciones absolutas superiores al 80%, es una técnica que requiere de grandes cantidades
de disolventes que ademas pueden ser toxicos y dafiinos para el medio ambiente. Esto entra en
contradiccién directa con el quinto punto de los doce principios de la quimica verde (De Marco
et al., 2019), cuya premisa es la de utilizar la menor cantidad de sustancias auxiliares, como son
los disolventes, en todos los procedimientos experimentales. Esto supone, de igual manera, uno
de los primeros problemas a los que se enfrentan otra metodologia para la extraccién de ftalatos
en matrices alimentarias: el método Soxhlet, que a pesar de ser una técnica relativamente
simple y apta para su desarrollo a pequeia escala, utiliza un gran volumen de disolvente de
extraccidn, y requiere mucho tiempo, siendo esto, junto a la reducida capacidad de extraccion,

su principal limitacién (Luis et al., 2021).

12

——
| —



Introduccion

Tabla 1.3.- Ventajas y desventajas de las técnicas de extraccion mas comunes para la determinacion de ftalatos en

muestras alimentarias (Modificado de Luis et al., 2021).

Técnica de extraccion

Ventajas

Desventajas

LLE Econdémica Alto volumen de disolvente
Alta eficiencia de extraccion Baja selectividad
Facil de operar Dificil de automatizar
Apta para pequefia escala Lenta
DLLME Econdmica Baja selectividad
Alta eficiencia de extraccion Requiere centrifugacion
Baja cantidad de muestra Requiere el uso de tres disolventes
Bajo consumo de disolvente diferentes
Rapida
Soxhlet Facil de operar Alto volumen de disolvente
Facil de automatizar Lenta
Apto para muestras sdlidas Baja selectividad
SPE Facil de automatizar Multiples pasos
Apta para gran escala Alto volumen de disolvente
SPME Pocos pasos Potencial contaminacidn de la fibra
Baja cantidad de muestra Precio de la fibra
Rapida Equilibrio de adsorcién/desorcion
Reutilizacidn de la fase polimérica
QUEChERS Econdmica Baja selectividad
Etapa de clean up eficiente
Rapida, simple y robusta
m-dSPE Medioambientalmente sostenible Requiere de vortex, agitador

Simple
Poca cantidad de sorbente
Reutilizacién del sorbente

Rapida

magnético, o iman
Requiere de una eleccién apropiada del

sorbente

DLLME: microextraccion liquido-liquido dispersiva; LLE: extraccién liquido-liquido: SPE: extraccién en fase sdlida;

SPME: microextraccidn en fase sélida; m-dSPE: extraccion en fase sélida dispersiva-magnética.

Por ello, las técnicas miniaturizadas, como la microextraccién en fase liquida (LPME, del inglés
Liquid-phase microextraction) cobran cada vez mas importancia entre la comunidad cientifica
para la extraccion y cuantificacion de agentes disruptores del sistema endocrino en matrices
alimentarias (Chormey et al., 2020). Estas técnicas se caracterizan por el uso de voliumenes

mucho mas pequefios, del orden de microlitros, por ser selectivas, eficientes y robustas (Kokosa
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et al., 2019), y engloban cinco estrategias de extraccidn principales: microextraccidon de gota
colgante, o SDME (del inglés single drop microextraction), microextraccién en fase liquida
utilizando membranas liquidas soportadas sobre fibras huecas, o HF-LPME (del inglés hollow
fiber liquid-phase microextraction), microextraccién en fase liquida dispersiva, o DLLME (del
inglés dispersive liquid-liquid microextraction) (Chormey et al., 2020 y Kokosa et al., 2019).
Concretamente, la DLLME ha cobrado gran protagonismo en los ultimos afios debido a varios
factores. En primer lugar, esta técnica permite realizar una gran preconcentracién de los analitos
de interés. Ademads, el volumen de disolventes se reduce en gran medida, asi como la
complejidad del procedimiento experimental. Todo esto se traduce en una mayor eficiencia
(Dmitrienko et al., 2020). Especialmente remarcable es la aplicacion de esta técnica utilizando
disolventes sostenibles alternativos a los convencionales, como son los liquidos eutécticos
profundos, o DES (del inglés deep eutectic solvent), con una menor toxicidad y un mayor caracter

sostenible, entre otras ventajas.

Por otra parte, las distintas adaptaciones del método QUEChERS (del inglés Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged and Safe), desarrollado por Anastassiades y colaboradores en 2003
(Anastassiades et al. 2003), y caracterizado por el uso de una etapa de extraccion, seguida por
una etapa de limpieza, han permitido desarrollar diversas técnicas polivalentes para la
determinacidn de ftalatos en alimentos infantiles (Socas-Rodriguez et al., 2018), bebidas no
alcohdlicas (Rodriguez-Ramos et al., 2020), y leche embotellada (Dobaradaran et al., 2020),
entre otras. Una de las principales ventajas de esta metodologia consiste en la eliminacion de
muchas sustancias interferentes, y causantes de efecto matriz en el analisis, debido a la etapa
de limpieza, o clean up, mencionada anteriormente; que se traduce en un incremento de la

sensibilidad y de los valores de recuperacion del método (Perestrelo et al., 2019).

Por otro lado, las técnicas mds convencionales de extraccion en fase sdlida, o SPE (del inglés
solid-phase extraction), a pesar de ser facilmente automatizables y aptas para procesos a gran
escala, no garantizan una alta recuperacién de los analitos diana y necesitan de una serie de
pasos y volumenes altos de disolventes que han ido reduciendo sistematicamente su aplicacion
en el andlisis de ftalatos en matrices alimentarias (Luis et al., 2021). Por ello, la SPE ha dado lugar
a técnicas mas eficientes, como la microextraccion en fase sélida, o SPME (del inglés solid-phase
microextraction), que ha sido ampliamente utilizada en la determinacidon de ftalatos en
alimentos (Carrillo et al., 2007; Moreira et al., 2015 y Huang et al., 2020). Esta técnica consiste
en el uso de un soporte sdlido recubierto de una capa fina compuesta por un determinado
material de extraccidon que se encuentra fijado en una jeringa; y permite simplificar las etapas

de extraccidn, purificacién, concentracion e inyeccidn a un Unico paso, lo que resulta beneficioso
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en términos de eficiencia, selectividad y sostenibilidad, al no utilizar disolvente (Yang et al.,
2015). Ademds, se reduce la posibilidad de que exista contaminacion cruzada en comparacion
con otras técnicas. La SPME puede emplearse en la modalidad de inmersién directa, o DI-SPME
(del inglés directly immersed solid-phase microextraction), y en la modalidad de espacio de
cabeza, o HS-SPME (del inglés headspace solid-phase microextraction), siendo esta ultima
especialmente Util para evitar la interaccidn de sustancias interferentes de gran peso molecular
disueltas en la matriz con la fibra, aunque es Unicamente apta para compuestos volatiles y

semivolatiles (Fernandez-Gonzalez et al., 2017).

Por ultimo, otra de las modificaciones de la SPE es la extraccidn en fase sélida dispersiva, o dSPE
(del inglés dispersive solid-phase extraction). Esta técnica, consiste en la aplicacién del sorbente
directamente en el disolvente que contiene los analitos, en lugar de estar empaquetado en una
columna. De esta manera, el contacto es inmediato y mas efectivo (Socas-Rodriguez et al., 2015).
En este sentido, cabe destacar la introduccion de materiales magnéticos como sorbentes de
extraccién que simplifican considerablemente el proceso, dando lugar a la dSPE magnética, o m-
dSPE (del inglés magnetic dispersive solid-phase extraction). En este caso, las propiedades
magnéticas permiten una eficaz dispersién del sorbente en la muestra, a la vez que una rapida
separacion de las fases tras la extracciéon utilizando un imdn. Esto se traduce en la eliminacién
de sustancias interferentes y en el enriquecimiento de los analitos, asi como en la reduccion del
tiempo de extraccidon dada la ausencia de una etapa de centrifugacion. Ademas, la posibilidad
de disefiar y usar diferentes sorbentes permite que esta técnica sea altamente sensible y

selectiva (Pang et al., 2020).

1.7.- QUIMICA ANALITICA SOSTENIBLE

La quimica verde se caracteriza, en términos generales, por la aplicacién del
conocimiento y las tecnologias existentes para la reduccion o eliminacion del uso de sustancias
peligrosas durante el desarrollo de cualquier procedimiento quimico, con el objetivo de
minimizar los riesgos sobre la salud de los trabajadores, y del medio ambiente. En este sentido,
Paul Anastas y John Warner publicaron, en 1998, los 12 principios de la quimica verde, que han
servido de guia para el progreso hacia unas metodologias mas comprometidas con el medio
ambiente y con la seguridad laboral (Anastas y Warner, 1998). Siguiendo esta tendencia, y
debido al gran impacto que tiene la quimica analitica sobre el desarrollo sostenible de la
sociedad, Gatuszka y colaboradores detallaron, en 2013, los 12 principios de la quimica analitica
verde, o GAC (del inglés green analytical chemistry), que estan enfocados, principalmente, en la

reduccion o eliminacién del uso de sustancias quimicas en los procedimientos analiticos, la

——
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minimizacién del consumo eléctrico, la correcta gestidn de los residuos y el incremento de la
seguridad de los operadores responsables de estas tareas (Gatuszka et al., 2013 y De Marco et

al., 2019) (Ver Figura 1.5).

En este contexto, la minimizacion del pretratamiento de la muestra, asi como la miniaturizacion
de los equipos utilizados, han demostrado ser estrategias fundamentales en el desarrollo de
procedimientos mads sostenibles. Los sistemas portdtiles reducen enormemente el muestreo, la
necesidad de almacenamiento de las muestras, y el transporte de las mismas, ademas de reducir
el impacto medioambiental y permitir una mayor rapidez en la toma de decisiones, realizando
medidas in situ (Ballesteros-Vivas et al., 2021). Asi mismo, el desarrollo de técnicas de GC
miniaturizadas, o UGC, y su variante bidimensional, uGC- uGC (Whiting et al., 2019), resulta de
especial interés. Ademas, este tipo de sistemas minimizan el posible deterioro de la muestra
derivado del tiempo entre el muestreo y el andlisis, a la vez que reducen el consumo energético.
Los sistemas uGC se caracterizan por la compresién de uno o mas componentes, tales como la
fuente del gas portador o su sistema de bombeo, el analizador o la columna (Regmi et al., 2018).
Por otro lado, el uso de la técnica denominada como Fast-GC permite reducir en gran medida el
tiempo de analisis mediante el uso de columnas de menor didmetro, multicolumnas, flujo
turbulento, vacio, y velocidades de gas portador superiores; minimizando el consumo de fase

movil y energia (Armenta y De la Guardia, 2016).

De forma similar, la miniaturizacién en la LC ha dado lugar a técnicas novedosas, como es el caso
de la nano-LC, que, mediante el uso de columnas de pequeino didmetro (columnas capilares) y
flujos de fase mavil del orden de nanolitros por minuto, incrementa significativamente la
sensibilidad de una medida generando una menor cantidad de residuos y con un menor
consumo energético, y, ademas, se puede acoplar a un sistema ESI-MS (Coppieters et al., 2021).
Por otro lado, la aparicién de la UHPLC como evolucidn de la HPLC, que, mediante el uso de
columnas de un didmetro menor a dos micrometros, y un sistema de gestidén de la contrapresion
permite trabajar a mds de 6000 psi, consiguiéndose una separacién mucho mas rdpida y con un

menor consumo de disolvente que su homdéloga (Nahar et al., 2019).
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Figura 1.5.- Pasos de un proceso analiticos que deben ser considerados en el marco del paradigma ecoldgico.

(Adaptacidon de Armenta et al., 2019a).

Por otro lado, y debido al gran numero de pasos que pueden estar implicados en el
procesamiento de una muestra, tales como la digestidén, mineralizacion, filtracion, destilaciony
extraccién, asi como al uso de reactivos utilizados, la tendencia de la quimica sostenible es
dirigirse hacia la automatizacidn, integracién y miniaturizacién (Armenta et al.,, 2019b). La
reduccion del volumen de disolvente utilizado en un proceso analitico, asi como la progresiva
sustitucion de los mas perjudiciales para la salud y el medio ambiente, como son los disolventes
derivados del petrdleo, es uno de los objetivos mds importantes en el area. En este sentido, se
ha estudiado la utilizacion de otros disolventes menos perjudiciales, como son los disolventes
eutécticos profundos naturales (NADES, del inglés natural deep eutectic solvents), los gases
licuados o los fluidos supercriticos, entre otros (Claux et al., 2021). Ademas, la aplicacién de
diferentes factores, tales como los ultrasonidos, la agitacién mecanica, el calentamiento

mediante microondas y el burbujeo de aire ha permitido el desarrollo de diversos métodos de
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extraccién medioambientalmente compatibles, ya que reducen la dependencia del disolvente
de extraccion, a la par que incrementan la eficiencia y disminuyen los limites de deteccion y
cuantificacion del método (Rutkowska et al., 2017). En este sentido, el desarrollo de sorbentes
magnéticos para procedimientos de extraccién en fase sélida ha contribuido al desarrollo de
métodos de extraccién mas sencillos mediante la implementacién de una fase de separacién
mediada por un iman que no requiere, por lo tanto, pasos de secado al vacio o centrifugacion,

reduciendo el tiempo empleado y la energia consumida (Rios y Zougagh, 2016).

1.8.- NANOPARTICULAS MAGNETICAS Y SU APLICACION EN EL CAMPO DE LA QUIMICA

ANALITICA

Las nanoparticulas, y concretamente, las nanoparticulas magnéticas, o m-NPs (del inglés
magnetic nanoparticles) se definen como aquellas moléculas submicrémicas formadas por
subunidades inorgdnicas u orgdnicas cuyas propiedades difieren del resto de particulas de
mayor tamano (Martinez et al., 2021), tales como el superparamagnetismo, biocompatibilidad
y estabilidad, entre otras muchas (Shabestari-Khiabani et al., 2017). Debido a ello, han sido
ampliamente estudiadas en muy diversos campos de aplicacidon. Entre ellos, destacan las
aplicaciones biomédicas en lo que respecta a la inmovilizacidon de proteinas (Xu et al., 2009),
como transportador de medicamentos en terapias oncoldgicas (Lee y Kang, 2017) y como
soporte de biosensores de miRNA (Zhang et al.,, 2018) y de parametros asociados al estrés
oxidativo (Wang et al., 2015). Es también muy relevante la aplicacion de estos materiales en la
fabricacion de sensores dpticos y electroquimicos (Socas-Rodriguez et al., 2020), asi como en

catdlisis (Liu et al., 2010) y en remediacion medioambiental (Guo et al., 2015).

Respecto a las aplicaciones en el campo de la quimica analitica, la convergencia de las tendencias
de miniaturizacidn y de las aplicaciones de las m-NPs, ha permitido el desarrollo de la técnica
magnética micro-dispersiva de extraccion en fase sélida, o m-u-dSPE (del inglés magnetic-micro-
dispersive solid phase extraction). Esta técnica consiste en el uso de m-NPs que, combinadas con
diferentes materiales, ha llevado al desarrollo de sorbentes con una alta selectividad y capacidad
de extraccion, asi como con una alta velocidad de adsorcidn/desorcién (Socas-Rodriguez et al.,
2020). Esto ha permitido desarrollar métodos rapidos, debido a que el equilibrio entre los
analitos y el sorbente se alcanza con relativa rapidez, incluso utilizando una pequefia cantidad
de sorbente dada la capacidad dispersiva del mismo (Pang et al., 2020). Ademas, el proceso
resulta mucho mas simple que en un procedimiento de SPE convencional, ya que el sorbente no
necesita estar retenido en una columna o en un cartucho (Kepekci-Tekkeli y Durmus, 2019).

Ademas, la capacidad magnética del sorbente permite evitar etapas de centrifugacién o
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filtracidn, ya que puede retenerse mediante el uso de un iman (Alipanahpour-Dil et al., 2019).
Estos materiales presentan un pequeiio tamafio, variable entre 1 y 100 nandmetros al mismo
tiempo que una gran area superficial, resultando de gran interés en el ambito analitico (Socas-

Rodriguez et al., 2020).

En términos generales, la técnica se basa en la interaccidn especifica entre el sorbente y los
analitos de interés. Una vez se produce el proceso de adsorcidn, es posible realizar la separacién
magnética del par sorbente-analito respecto de la muestra mediante la interaccion magnética
de la nanoparticula con un iman, para la posterior desorcidon de los compuestos de interés
mediante la elucidn con un disolvente o la aplicacion de calor (Vasconcelos y Fernandes, 2017)

(ver Figura 1.6).

/@Sorbente magnético X Analito Otros compuestos E—JIman

Figura 1.6.- Representacidn esquematica del funcionamiento de la m-p-dSPE.

Tal y como se ha mencionado anteriormente, dichas nanoparticulas pueden combinarse con
diferentes materiales. Entre ellos, destacan los materiales carbonaceos, de gran utilidad en Ia
guimica analitica debido a su distribucidon laminar de atomos de carbono, favoreciendo la
estabilidad térmica y quimica, la resistencia mecanica, y proporcionando una gran superficie
especifica (Reinholds et al., 2018). Por otra parte, destaca también el uso de redes
metalorganicas, o MOFs (del inglés metal-organic frameworks), como sorbentes. Estas
estructuras estan compuestas por un metal central, o clister de metales, coordinado con una
red tridimensional de ligandos organicos (Vaitsis et al., 2019). De la misma manera, se han
utilizado redes organico-covalentes, o COFs (del inglés covalent organic frameworks), en la
sintesis de sorbentes magnéticos para la determinacion de ftalatos en matrices alimentarias

(Pang et al., 2020). Por otra parte, es relevante el uso de polimeros huecos porosos de impronta
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molecular, o HP-MIP (del iglés hollow porous-molecularly imprinted polymers), sintetizados
sobre una nanoparticula de silice de sacrificio, que es eliminada posteriormente para dar lugar
al sorbente poroso. Este tipo de sorbentes salva las dificultades a las que se enfrenta el uso de
polimeros de impronta molecular convencionales, tales como la lenta transferencia de masa
(Chisvert et al., 2019). Por ultimo, las m-NPs pueden ser recubiertas por polimeros gracias a la
presencia de grupos funcionales en estos ultimos. Esto, junto a la alta estabilidad de los
polimeros, ha permitido el desarrollo de esta combinacidn como sorbentes de extraccion para
analitos en diversas matrices alimentarias (Khan et al., 2019). En este caso, es posible encontrar
polimeros tanto artificiales, unidos a las nanoparticulas generalmente mediante enlaces
covalentes (polipirrol, polidopamina o polianilina) como naturales, unidos a las nanoparticulas,
por lo general, mediante interacciones electrostaticas (agarosa, amilosa de cadena corta, o
dextreno) (Xie et al., 2014). Por otro lado, y respecto al tipo de nanoparticula, las mas utilizadas
son las nanoparticulas de éxido de hierro, o SPIONs (del inglés superparamagnetic iron oxide
nanoparticle) que incluyen, fundamentalmente, a la magnetita, FesO, y maghmemita, Fe,0s;

(Kepekci-Tekkeli y Durmus, 2019).

Respecto a la utilizacién de este tipo de nanomateriales en la determinacion de ftalatos en
matrices alimentarias, en 2019, Tong y colaboradores desarrollaron un método basado en m-
dSPE utilizando submicrotubos de Fe;04con carbon-grafito como sorbente en combinacién con
un sistema de HPLC, equipado con un detector UV/Vis para el analisis de la concentracion de
cinco ftalatos diferentes en bebidas y botellas de plastico, obteniendo excelentes resultados en
cuanto a la eficacia de la separacion y de la extraccion, y de la reutilizacién del sorbente (Tong
et al., 2019). Ademds, ese mismo afio, Moazzen y colaboradores utilizaron nanoparticulas de
plata y 6xido de hierro recubiertas de nanotubos de carbono para la extraccién de ftalatos en
bebidas carbonatadas, utilizando un sistema de GC acoplado a un espectrometro de masas para
su separacién y deteccidon (Moazzen et al., 2019). De forma similar, en 2021, Rodriguez-Ramos
y colaboradores desarrollaron un método de extraccion y cuantificacion de once ftalatos en
gelatinas y zumos de manzana mediante la utilizaciéon de un sorbente compuesto de
nanoparticulas de Fes;04recubiertas de un polimero de polipirrol para la extraccion, utilizando
un sistema de UHPLC acoplado a un espectrémetro de masas en tdndem con un analizador tipo

QqQ para su separacién y deteccién (Rodriguez-Ramos et al., 2021).
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2.- OBJETIVOS

El objetivo principal de este Trabajo de Fin de Master es el desarrollo de una nueva metodologia
analitica para la determinacion de un grupo de migrantes de plasticos en gelatinas alimentarias
haciendo uso de la m-p-dSPE como técnica de extraccidn. Para lograrlo, se han establecido los

siguientes objetivos especificos:

- Realizar una busqueda bibliografica exhaustiva de la aplicacién de este tipo de técnicas
a la determinacion de ftalatos en matrices alimentarias, haciendo especial hincapié en
aquellas relacionadas con el uso de nuevos materiales sostenibles, como las
nanoparticulas magnéticas.

- Seleccionar un grupo de ftalatos concreto teniendo en cuenta su influencia sobre la
salud humana, y su presencia en alimentos debido a procesos de migracién.

- Evaluarlainfluencia de distintos factores que pueden tener influencia sobre la eficiencia
precision, sensibilidad y robustez de la técnica desarrollada, haciendo uso tanto de una
optimizacion paso a paso como de un disefio experimental.

- Hacer uso de la UHPLC acoplada a la espectrometria de masas en tdndem para llevar a
cabo la separacién y la cuantificacién de los compuestos de interés.

- Validar el método desarrollado mediante estudios de reproducibilidad, calibracién y
recuperacion, asi como calcular los limites de cuantificacion del método, con el objetivo
de garantizar la utilidad y fiabilidad de la aplicacién del mismo.

- Aplicar la metodologia desarrollada al analisis de muestras comerciales de diferente
marca y formato con el objetivo de demostrar su aplicabilidad en el dmbito de la
seguridad alimentaria, asi como determinar la posible presencia de ftalatos en dichas

muestras.
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3.- PARTE EXPERIMENTAL

3.1.- REACTIVOS, PATRONES, DISOLVENTES Y DISOLUCIONES

Acetonitrilo (ACN) de grado LC/MS Lichrosolv® (Merck).

Acetona de grado LC/MS Lichrosolv® (Merck).

Metanol (MeOH) de grado LC/MS Lichrosolv® (Merck).

Heptano de grado LC/MS Lichrosolv® (Merck).

Acetato de etilo (AcOEt) de grado HPLC Chromasol V® (Fisher Scientific).

Etanol absoluto (EtOH) para sintesis (Scharlau).

Agua Milli-Q con una resistividad menor de 18 MQ-cm, y un contenido en materia orgdnica
no superior a los 2 ppb obtenida a partir de un equipo Milli-Q Gradient A10 (Millipore).
Acido férmico de la gama LC-MS Ultra, Honeywell™ Fluka™, del 98% de pureza (Fisher
Scientific).

Acido sulfurico, de pureza superior al 96% (Panreac Quimica).

Di-metil ftalato (DMP), DEP, DAP, di-propil ftalato (DPP), DBP, DIBP, di-2-metoxietil ftalato
(DMEP), di-isopentil ftalato (DIPP), DNPP, di-2-etoxietil ftalato (DEEP), BBP, diciclohexil
ftalato (DCHP), DHP, DBEP, DEHA, DEHP, DNOP, DINP, DIDP y 3,4,5,6-DHP-d; (DHP-da), de
pureza superior al 97% (Sigma-Aldrich Chemie y Dr. Ehrenstorfer). Las disoluciones de
trabajo se prepararon en ACN, y se conservaron a -4 °C en ausencia de luz.

Disolucidn electrolitica CRISOLYT A de KCl 3 M para el mantenimiento de la membrana del
pH-metro (Crison).

Disoluciones tampdn de pH 4,0y 7,0 para la calibracion del pH-metro (Crison).

Disolucion NOCHROMIX® para la limpieza del material de vidrio (Sigma Aldrich Chemie).
Hidréxido sddico anhidro, grado reactivo, de pureza superior al 98% (Sigma Aldrich Chemie).
Acido clorhidrico para anélisis de 25% de pureza (Merck).

Sulfato de hierro (Il) heptahidratado de 88,9% de pureza (Sigma Aldrich Chemie).

Cloruro de hierro (Ill) de pureza superior al 99% (Sigma Aldrich Chemie).

Chitosan (Chi) de bajo peso molecular (Sigma Aldrich Chemie).

Anilina ReagentPlus®, de pureza superior al 99% (Sigma Aldrich Chemie).

Persulfato amdnico de grado reactivo, de pureza superior al 98% (Sigma Aldrich Chemie).

Acido acético glacial de grado reactivo, de pureza superior al 99% (Sigma Aldrich Chemie).
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3.2.- MATERIAL

Vasos de precipitados de 1000 mL, 500 mL, 250 mL, 100 mL y 50 mL (Scharlau y Simax).
Probetas de 250 mL, 50 mL, 25 mLy 10 mL (Labbox y Pobel).

Matraces Erlenmeyer de 50 mL (VWR International y Witeg).

Matraces aforados de 25 mL de clase A (VWR International).

Viales de vidrio de 2 mL para LC-MS (12x32 mm) con tapa de rosca de politetrafluoroetileno
(PTFE) y septum de silicona pre-perforado (Waters Chromatography®).

Viales de insercidn de fondo cénico de 300 pL para viales de vidrio de 2 mL (Sigma Aldrich
Chemie).

Viales de almacenamiento de 22 mL de color topacio con tapa sdlida de PTFE Supelco®
(Sigma Aldrich Chemie).

Botellas de vidrio de 500 mL (VWR International).

Filtros de membrana Durapore® de polifluoruro de vinilideno (PVDF) de 0,22 um de tamafio
de poro y 47 mm de didametro (Merck).

Filtros de tubo de centrifuga de acetato de celulosa Corning® Costar® Spin-X® de 0,22 um
de tamafio de poro (Sigma Aldrich Chemie).

Puntas desechables de micropipeta de diferentes volimenes libres de ftalatos (Gibson).
Guantes de nitrilo desechables libres de ftalatos Semperguard® Nitrile Xpert powder-free
(Sempermed).

Barras magnéticas de PTFE de diversos tamafios (VWR international).

Iman de disco compuesto por Nd-Fe-B de 30mm x 17mm recubierto con Ni-Cu-Ni, de Super-

magnete (Webcraft GmbH).

3.3.- EQuipPos

3.3.1.- APARATOS

Rotavapor RV 10 basic equipado con un bafio termostatico HB 10 (IKA) y una bomba de
control de vacio CVC 3000 (VWR International).

Rotavapor modelo R-200 equipado con un bafio termostdtico B-490, bomba de vacio
modelo V-500 y controlador de vacio modelo V-800 (Biichi Labortechnik).

Bafio de ultrasonidos, modelo 3150MT de 5,5 L de capacidad (Branson).

Agitador magnético RCT basic con control de temperatura integrado (IKA).

Centrifuga 5415 D con controlador de tiempo y velocidad maxima de 13200 r.p.m.
(Eppendorf).

Estufa CONTERM de 150 litros y temperatura maxima de 250 °C (JP Selecta).

Mufla CWF 11/13 de 13 L de capacidad y temperatura maxima de 1100 °C (Carbolite).
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- Sistema de purificacidn de agua Milli-Q gradient A10 (Millipore).

3.3.2.- INSTRUMENTOS

- Micropipetas de volumen variable de 0,5-10 pL, 2-20 uL, 10-100 pL, 20-200 uL, 100-1000 pL
y 500-5000 puL (Brand y Gilson).

- Balanza analitica LA120S de precisién 0,1 mg y capacidad maxima de pesada de 120 g
(Sartorious).

- pH-metro con sensor de temperatura GLP-22 (Crison).

- Analizador de potencial Z modelo Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments).

- Cromatdgrafo de liquidos Acquity UPLC® H-class (Waters Chromatography®) equipado con
una bomba cuaternaria y un automuestreador con aguja de flujo continuo acoplado a un
detector de MS Xevo QgQ (Waters Chromatography®) utilizando ESI como fuente de
ionizacion. Las separaciones se llevaron a cabo en una columna Acquity UPLC® BEH Cys (50
mm x 2,1 mm, 1,7 um) usando una precolumna (5 mm x 2,1 mm, 1,7 um) con la misma fase

estacionaria, ambas de la marca Waters Chromatography®.

3.3.3.- PROGRAMAS INFORMATICOS

- Masslynx™ de Waters Chromatography® para el control del equipo de cromatografia y del
espectrometro de masas, asi como para el procesamiento de los datos.

- STATGRAPHICS™ Centurion XVI para la elaboracidon y el analisis del disefio experimental.

- Graphpad Prism® para tratamiento de datos y analisis estadistico.

- Microsoft Office® 365 para todas las labores de tratamiento de datos, analisis estadistico,

redaccién de la memoria y preparacion de la defensa del Trabajo de Fin de Master.

3.4.- PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

3.4.1.- SINTESIS DEL SORBENTE

Las nanoparticulas magnéticas mNP-Chi@polianilina (PANI) utilizadas en el presente trabajo se
sintetizaron mediante un método de coprecipitacion de acuerdo con el trabajo desarrollado por
Razavi y colaboradores en 2018 (Razavi, N. y Es’haghi, 2018) con algunas modificaciones. Para
ello, se prepararon las disoluciones de Fe?*/** (disolviendo 6,48 g de FeCls y 5,56 g de FeS04-7
H,0 en 200 mL de agua) y de chitosan (disolviendo 1,25 g de chitosan en 250 mL de acido acético
al 1% (v/v), para ser posteriormente agitada a 800 r.p.m. y calentada a 50 °C durante 50
minutos). A continuacion, la primera disolucidn se afiadié a la segunda, para posteriormente
afiadir gota a gota y bajo agitacién una disolucién de 600 mL de NaOH 1,25M desgasificada con

N y calentada a 80 °C.
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Posteriormente, las nanoparticulas resultantes modificadas con chitosan se decantaron
magnéticamente y se lavaron en repetidas ocasiones con agua, agua/etanol 1:1 (v/v) y etanol.

A continuacidn, se dejaron secar durante toda la noche a 60 °C.

El segundo paso de la sintesis consistid en la adicién de 2 g de las nanoparticulas preparadas
previamente y 0,25 g de anilina a 100 mL de agua. Esta disolucién resultante se acidificé con HCI
1M hasta pH 2 y se agitd durante 45 minutos. A continuacidn, se afiadié 0,3 g de persulfato
amadnico como iniciador, y se dejé durante toda la noche en agitacion a temperatura ambiente.
Finalmente, las nanoparticulas mNPs-Chi@PANI precipitadas se recolectaron utilizando un
iman, y se lavaron en repetidas ocasiones con agua, agua/etanol 1:1 (v/v) y etanol, para

posteriormente dejarse secando a 60 °C durante toda la noche.

3.4.2.- LAVADO DEL SORBENTE

Con la finalidad de eliminar las posibles interferencias derivadas del proceso de sintesis y de los
materiales de partida, asi como la posible contaminacion del sorbente por los analitos de
estudio, se llevd a cabo una limpieza previa del mismo de la manera que se indica a continuacion.
En primer lugar, se realizaron diez lavados con 10 mL de ACN por cada gramo de sorbente en un
matraz Erlenmeyer. Estos lavados consistieron en la agitacion vigorosa de la suspensién del
sorbente en el disolvente y una deposicién magnética de 5 minutos utilizando un iman situado
bajo el matraz. Para finalizar cada ciclo de lavado, se realizd6 una decantacion del disolvente
utilizando un recipiente para su posterior eliminaciéon controlada. Por ultimo, se realizé un
secado del sorbente en un rotavapor a una temperatura de 40 °Cy a una presion de 165 mbar

durante 15 minutos para su posterior evaluacion mediante UHPLC-MS/MS.

El sorbente limpio y seco se depositd en un tubo vidrio de color topacio dentro de un desecador

para su almacenamiento.

3.4.3.- PREPARACION DE LA MUESTRA

Para la optimizacion y validacién del método analitico desarrollado en el presente trabajo se
utiliz6 como matriz una gelatina neutra comercial. Para su preparacion, se pesaron 10 g de
gelatina neutra en polvo, y se disolvieron en 100 mL de agua Milli-Q a temperatura ambiente.
Tras una breve agitacion, se afiadieron 400 mL de agua Milli-Q cerca de su punto de ebullicion,
y se disolvié completamente. La disolucidn resultante se dejd enfriar a temperatura ambiente,

se transfirié a una botella con un tapon de rosca, y se almacend en una nevera a 4 °C.
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3.4.4.- PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION

En primer lugar, se ajustd el pH de la gelatina a 12 utilizando una disolucién de NaOH 6M.
Posteriormente, se introdujeron 5 mL de la misma en un matraz aforado de 25 mL que contenia
40 mg del sorbente. A continuacidn, se enrasé hasta 25 mL con agua Milli-Q ajustada a pH 12.
Tras ello, el matraz se agité manualmente durante 1 minuto, y se realiz6 una deposicidén
magnética durante 10 minutos situando un iman en la parte inferior del mismo. Seguidamente,
se decanté la fraccidn liquida, y el sorbente se secé bajo un suave flujo de nitrégeno. Una vez
seco, se anadié 1 mL de ACN como disolvente de elucidn, y se realizd, de nuevo, una agitacién
manual durante 1 minuto seguida de una deposicién magnética de 5 minutos, y se decanto el
disolvente en un matraz Erlenmeyer de 50 mL con tapa. El disolvente se elimind utilizando un
rotavapor a una temperatura de 40 °C y una presién de 165 mbar durante 15 minutos. Una vez
seco, se realizd la reconstitucion de los analitos en 250 uL de fase movil inicial (50/50 (v/v)
ACN/H0, 0,1% (v/v) acido férmico). Este volumen se transfirié a un tubo de centrifuga con filtro
de 0,22 um costar® Spin-X de 2 mL de capacidad. La centrifugacion para filtrar las muestras se
realizd a 13000 r.p.m. durante 7 minutos, y tras ella, se transfirié el volumen filtrado a un inserto

de 300 pL en viales de cromatografia liquida de la marca Waters Chromatography®.

3.4.5.- SEPARACION Y CUANTIFICACION DE LOS ANALITOS MEDIANTE UHPLC-MS/MS

La separacion y deteccion de los analitos se realizd mediante UHPLC-MS/MS utilizando el equipo
descrito previamente. Para dicha separacidn cromatografica en fase reversa, se utilizd una
columna ACQUITY UPLC®C;s 1,7 um termostatizada a 40 °C con un flujo de fase movil de 0,3
mL/min y un volumen de inyeccion de 5 pL. Las fases moviles utilizadas consistieron en agua
Milli-Q filtrada utilizando un filtro de tamafio de poro de 0,22 pm con acido férmico al 0,1% (v/v)
(A), y ACN de grado LC/MS con acido formico al 0,1% v/v (B). Asi mismo, el gradiente utilizado

se muestra a continuacion, en la Tabla 3.1.

Tabla 3.4.- Gradiente empleado en la separacion de ftalatos mediante UHPLC-MS/MS.

Tiempo (min) A (%) B (%)
0 50 50
4 30 70
7 0 100
8 0 100
9 50 50
11 50 50
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El modo de trabajo del espectrémetro de masas utilizado para la deteccidn y cuantificacion de
los analitos fue MRM, del inglés multiple reaction monitoring, utilizando un ion precursor y dos
iones productos. Respecto a las condiciones de trabajo del equipo, se establecid un voltaje del
capilar de 3.5 kV y una temperatura de la fuente de 150 °C. La temperatura de desolvatacion se

establecié en 500 °C, y el flujo del gas del cono en 50 L/h.

El procedimiento de deteccidn se optimizd previamente a la realizacién de este trabajo
mediante la perfusién directa en el espectrometro de masas de cada uno de los estandares de
los ftalatos a una concentracion de 2 mg/L en la composicidn inicial de la fase maévil (50/50 (v/v)
ACN/H>0, 0,1% (v/v) acido férmico). De esta manera, para la determinacién de cada uno de los
analitos se selecciond una transicién para la cuantificacidn, la de mayor intensidad, y otra para

la confirmacién del analito, la siguiente de mayor intensidad.

3.5 LAVADO DEL MATERIAL

La limpieza del material volumétrico consistié en un primer lavado con aguay jabdén, desechando
toda la fraccidn sélida correspondiente al sorbente utilizado en un contenedor especifico. En
segundo lugar, se dejé sumergido el material en una disolucién de NOCHROMIX® en acido
sulfurico durante 24 horas, para posteriormente ser enjuagado varias veces con agua Milli-Q.
Por ultimo, se realizé un lavado con MeOH de grado LC-MS, y se dejé secando a temperatura

ambiente.

Por otra parte, el material no volumétrico de vidrio se lavd con agua y jabén abundante, para
posteriormente ser secados en una estufa a 80 °C durante, al menos, un dia. Tras ello, el material
se deposité en una mufla a 550 °C durante 5h. Finalmente se almacend tapado en los armarios

para su posterior uso.

En lo que respecta al material de teflon, este se lavd con agua y jabén abundante. A
continuacidn, se realizaron 3 lavados con 50/50 (v/v) H,O/EtOH seguidos de 15 minutos de
ultrasonidos cada uno. Para finalizar, se realizaron 2 lavados con MeOH grado LC/MS y se dejé

secar el material a temperatura ambiente.
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3.6.- SELECCION Y ANALISIS DE MUESTRAS COMERCIALES

La aplicacion del método optimizado se llevd a cabo en un grupo de 10 muestras de gelatinas
comerciales preparadas a la misma concentracién que la matriz con la que se realizé la
optimizacion y validacion del método analitico, es decir, 20 g de gelatina por litro de agua. Las
muestras fueron preparadas en agua Milli-Q el mismo dia del analisis. Algunas propiedades de
interés de las matrices analizadas, tales como el sabor, formato, y tipo de recipiente, se
describen en la Tabla 3.2. Las muestras se analizaron siguiendo el procedimiento m-pu-dSPE

descrito previamente en este documento.

Tabla 3.5.- Sabor, formato y tipo de recipiente de las muestras de gelatina analizadas.

Muestra Sabor Formato Tipo de recipiente
1 Aradndano En polvo Recipiente de aluminio
2 Limén En polvo Recipiente de aluminio
3 Neutra En ldaminas Recipiente de plastico
4 Frutas del bosque Liquido Envase de plastico
5 Fresa En polvo Recipiente de aluminio
6 Frutas mediterraneas  Sdlido Envase de plastico
7 Fresa En polvo Recipiente de plastico
8 Limén En polvo Recipiente de plastico
9 Limén Sélido Envase de plastico
10 Cola Sélido Envase de plastico
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4.-RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.- CARACTERISTICAS DE LOS COMPUESTOS ESTUDIADOS

Para realizar este trabajo, se ha seleccionado un grupo de compuestos formado por seis
ftalatos y un adipato: DIPP, DNPP, BBP, DCHP, DHP, DBEP y DEHA. El principal motivo de la
evaluacion de estos compuestos en las matrices alimentarias, como la gelatina estudiada en este
caso, es el hecho de que se utilizan cominmente como plastificantes en los envases y
envoltorios. Esto permite que, bajo determinadas circunstancias, puedan migrar hacia el
alimento, y ser ingeridos por la poblacién, causando un potencial riesgo sanitario debido a su
actividad disruptora del sistema endocrino. Todos los compuestos estudiados muestran un valor
de &rea superficial polar, o TPSA (del inglés topological polar surface area) de 52,6 A% a
excepcion del DBEP, que asciende a 71,1 A2 Este indice, calculado de forma computacional
mediante el uso de una herramienta de Molinspiration® Cheminformatics en base a los &tomos
hidrofilicos de la molécula y su superficie relativa, es un indicador de la capacidad que tiene un
determinado compuesto para penetrar las membranas celulares y, por lo tanto, tener actividad
bioldgica. Concretamente, todas las moléculas con un valor de TPSA menor de 90 A2 son capaces
de penetrar plenamente la barrera hematoencefalica, y actuar a nivel del sistema nervioso
central. Es por ello que, determinar la concentracién de estos compuestos en los alimentos,
sobre todo en aquellos destinados a la alimentacidn infantil, es muy importante en el contexto

de la seguridad alimentaria.

Los ftalatos, tal y como se ha sefalado anteriormente, son compuestos derivados de la
esterificacién dialquilica o arilica del acido benceno-1,2-dicarboxilico. Es comun encontrar, por
lo tanto, cadenas radicales de entre 1y 13 4tomos de carbono. La estructura de los compuestos
estudiados, asi como algunas propiedades fisicoquimicas de interés se encuentran en la Tabla
4.1. Tal y como se puede observar, se trata de compuestos con un alto punto de ebullicion,
comprendido en el rango entre 270 y 417 °C. Esta ultima caracteristica es justamente la que
permite su aplicacion como plastificantes en la industria de los plasticos y, a su vez, es un

indicador de su capacidad para ser liberado al medio ambiente.
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Otro parametro relevante es el coeficiente de reparto octanol-agua (Kow), que se define como la
fraccion de concentraciones en el equilibrio en una mezcla octanol-agua. Este parametro
permite estimar no solamente la bioacumulacién y biodegradacién, sino la distribucién de estos
contaminantes en los alimentos, dependiendo de su naturaleza (Yang et al, 2015). Por norma
general, el logaritmo de K, incrementa segun lo hace el tamafio de la cadena alquilica, ya que
los compuestos se vuelven mas apolares. Por ello, los ftalatos de cadena larga seran menos

hidrofilicos que aquellos de cadena corta.

4.2.- METODO CROMATOGRAFICO

La separacion y cuantificacion de los compuestos estudiados se llevé a cabo utilizando
un sistema UHPLC-MS/MS empleando las condiciones descritas en la seccion 3.4.5. Dichas
condiciones, previamente optimizadas en el laboratorio (Santana-Mayor et al., 2018),
permitieron la correcta separacion de todos los analitos a nivel de linea base, incluidos los
isomeros DIPP y DNPP, cuya cuantificacidon por separado en un espectrometro de masas no es
posible sin la previa separacion cromatografica. El gradiente empleado se muestra en la Tabla
3.1. Los tiempos de retencién de cada compuesto estudiado se indican en el cromatograma
mostrado en la Figura 4.1, con un tiempo de andlisis inferior a 9 minutos, asi como las

intensidades relativas de cada pico.

Por otra parte, y de acuerdo con las directrices de Decision 2002/657/CE de la Comision Europea,
la deteccidn y cuantificacion de los compuestos estudiados se realizé utilizando cuatro puntos
de identificacidn, la molécula protonada como ion precursor, y dos iones producto, ademas del
tiempo de retencién especifico de cada compuesto. La tolerancia maxima permitida en la
variabilidad de la ratio entre el area del ion precursor y los iones producto fue del 20% con el fin
de garantizar la correcta identificacidon de los compuestos estudiados. En la Tabla 4.2 se recogen
las transiciones elegidas para la identificacién de los compuestos estudiados, seleccionadas en

base a su intensidad; asi como los valores de voltaje de cono y energia de colision.
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Tabla 4.2.- Parametros de transicion QqQ-MS/MS de los analitos estudiados y IS.

Analito Masa molecular MRM (m/z) Voltaje de cono (V) Energia de colision (V)
(g/mol)

DIPP 306,4 307,22 > 42,94 22 28
307,22 >72,95 22 14
DNPP 306,4 307,22 > 148,93 22 14
307,22 > 219,00 22 8
BBP 312,4 313,36 >90,90 22 16
313,36 > 204,98 22 8
DCHP 330,4 331,22 > 148,94 22 26
331,22 > 166,94 22 12
DHP 334,4 335,05 > 148,89 24 14
335,05 > 233,00 24 8
DBEP 336,4 367,23 > 44,88 18 24
367,23 > 54,57 18 16
DEHA 370,6 371,4>110,92 24 24
371,4>128,98 24 16
DHP-d4 338,31 339,31 > 152,95 22 12
339,31 >237,06 22 8

4.3.- OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE EXTRACCION

Con el objetivo de maximizar la capacidad de extraccion de los analitos de interés, asi como de
garantizar la mayor reproducibilidad y robustez del método, minimizando el uso de disolventes
y reactivos, e incrementando la rapidez de todo el procedimiento; se realizd una optimizacién
de las condiciones de extraccion, haciendo especial hincapié en cinco factores considerados
criticos para la misma. Estos factores fueron: el grado de recubrimiento del sorbente, el
disolvente de elucidn utilizado para la desorcidn y su volumen, el pH de la muestra y la
proporcién sorbente-muestra. Para esto, en primer lugar, se realizé, una evaluacién paso a paso
con el objetivo de optimizar el grado de recubrimiento y el tipo de disolvente de elucién. A
continuacidn, se llevd a cabo un disefio experimental para optimizar los tres factores restantes:

el pH, el volumen de disolvente de elucidn, y la proporcion sorbente-muestra.

Todos los experimentos realizados para la optimizacion de las condiciones de extraccion se
realizaron por triplicado partiendo de una disolucién formada por 5 mL de muestra de gelatina
y 20 mL de agua Milli-Q enriquecida con los ftalatos seleccionados a una concentracién de 125

ug/L. Como estandar interno (IS) se utilizé el DHP-d4. La eleccién de un compuesto deuterado

——
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isdtopo de un analito estudiado como IS, se debe a que su ratio de extraccidn es similar a la de
los analitos de interés, asi como el comportamiento cromatografico en términos de co-elucion
y tiempos de retencién y la respuesta a la ionizacién por ESI en la etapa de MS (Davison et al.
2013). En general, esto resulta en una gran ventaja para corregir los errores instrumentales y

derivados del procedimiento experimental.

4.3.1.- INFLUENCIA DEL GRADO DE RECUBRIMIENTO DEL SORBENTE

En primer lugar, se evalud el grado de recubrimiento del sorbente. Dicho recubrimiento,
formado por un polimero de anilina, es responsable de las interacciones de adsorcién vy
desorcion de los analitos sobre el sorbente, por lo que su evaluacién es de gran interés. Estos
procesos de adsorcion y desorcidn ocurren, principalmente, debido a las interacciones m-nt
existentes entre las estructuras aromaticas de los analitos y del recubrimiento polimérico (Meng
et al.,2011). En este estudio se evaluaron tres condiciones de sintesis diferentes, mostradas en

la Tabla 4.3.

Tabla 4.3.- Proporciones de los reactivos implicados en la sintesis de los distintos sorbentes.

Sorbente m-NPs (g) PANI (mL) Persulfato amonico (g)
Recubrimiento A 8 1 1,2
Recubrimiento B 4 1 1,2
Recubrimiento C 2 1 1,2

Los experimentos se llevaron a cabo manteniendo el resto de las condiciones de extraccién sin
modificar (pH 10, 40 mg de sorbente y 2 mL de ACN como disolvente de elucién). Los resultados
del estudio de recuperaciones absolutas se muestran en la Figura 4.2. Tal y como se puede
observar, el sorbente con el recubrimiento C proporciond los valores mds bajos de
recuperaciones para todos los analitos a excepcion del DEHA, por lo que se descartd su
aplicacion para el método. En cuanto a los recubrimientos A y B, no se hallaron diferencias
significativas, como se puede observar en la grafica, aunque si que se observa una tendencia a
valores de recuperacién ligeramente mayores para las extracciones llevadas a cabo con el
recubrimiento A, el cual contiene la menor cantidad de anilina por gramo de particulas. Los
resultados obtenidos en este ensayo sugieren una relacion inversa entre la cantidad de polimero
gue recubre la nanoparticula y su capacidad para extraer los compuestos estudiados. En este
sentido, es posible que, por un lado, los impedimentos estéricos existentes entre los analitos y
el polimero cuando este se encuentra en una mayor concentracién dificulten la extraccién; y por
otro, que exista un mayor aglutinamiento de las nanoparticulas, y por lo tanto una disminucion

del area superficial y por ende de dicha capacidad.
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Debido a todo lo expuesto anteriormente se selecciond el sorbente con el recubrimiento A para

el desarrollo del método.
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Figura 4.2.- Efecto del grado de recubrimiento del sorbente en las recuperaciones de los analitos de interés (n=3).

Condiciones de extraccion: pH 10, 40 mg de sorbente y 2 mL de ACN como disolvente de elucion.

4.3.2.- INFLUENCIA DEL DISOLVENTE DE ELUCION

Debido a la importancia de la naturaleza del disolvente de elucién en la efectividad del
procedimiento en términos de eficacia y selectividad, se llevd a cabo un estudio de este
parametro. Para ello, se evaluaron cinco disolventes de diversas polaridades: heptano, AcOEt,
acetona, MeOH y ACN. El momento dipolar y el indice de polaridad de cada uno de estos
disolventes se muestran en la Tabla 4.4. El resto de las condiciones de extraccidn se mantuvieron

constantes durante el estudio (pH 10, 40 mg del sorbente con el recubrimiento Ay 2 mL de

volumen de disolvente de elucidn).

Tabla 4.4.- Caracteristicas relativas a la polaridad de los disolventes de eluciéon estudiados.

Disolvente Momento dipolar (n) a 25 °C (D) indice de polaridad
Heptano 0 0
AcOEt 1,88 44
Acetona 6,69 5,1
MeOH 3,44 5,1
ACN 8,87 5,8
[ )
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Tal y como se observa en la Figura 4.3, el heptano mostrd los peores valores de recuperacién de
todos los disolventes, siendo incapaz de extraer cuantitativamente los ftalatos estudiados. Por
otro lado, el AcOEt y el MeOH mostraron valores de recuperacion estadisticamente inferiores a
los mostrados por el ACN y la acetona, por lo que no fueron considerados apropiados para ser
empleados como disolventes de elucién. Respecto a la comparacion entre la viabilidad del ACN
y de la acetona, esta ultima mostrd peores valores de recuperacion que el ACN para todos los
analitos, a excepcidon del DEHA. Ademads, se observé una mayor irreproducibilidad cuando se
utilizé dicho disolvente, lo que podria asociarse a su mayor volatilidad. Estos resultados fueron
determinantes para seleccionar el ACN como disolvente éptimo de elucién, aunque dicha
seleccion se confirmé en un segundo estudio de recuperaciéon donde se compard Unicamente el
ACN vy la acetona como disolventes de elucién, en el cual la irreproducibilidad de la técnica
utilizando acetona como disolvente de elucidn quedd patente al obtenerse valores de desviacion
estandar relativa, o RSD (del inglés relative standard deviation) de hasta el 34% para el DIPP y
significativamente superiores a las RSD de las extracciones realizadas usando ACN como

disolvente de elucion, inferiores al 17% en todos los casos.
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Figura 4.3.- Efecto del disolvente de elucidon en las recuperaciones de los analitos de interés (n=3). Condiciones de

extraccion: pH 10, 40 mg de sorbente y 2 mL de disolvente de elucién.

4.3.3.- DISENO EXPERIMENTAL

Para llevar a cabo la optimizacién del volumen del disolvente de elucién, del pH de la
muestra, y de la proporcion de la cantidad de sorbente frente al de muestra, se realizé un disefio

experimental de tipo Box-Behnken (BBD, del inglés Box-Behnken design) aleatorizado. Este
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disefo es una superficie de respuesta esférica y giratoria que incluye un punto central y puntos
medios entre las esquinas circunscritos en una esfera (Jaramillo et al., 2013). Las superficies de
respuesta resultan aptas para la optimizacidn de las multiples y complejas variables que forman
parte de un procedimiento de extraccion. Concretamente, el BBD opera a tres niveles por cada
factor, alto, medio y bajo, y requiere de un menor nimero de experimentos que otros disefios
valorados, como el disefio central compuesto, o CCD (Del inglés central composite design). A
diferencia de otros disefios experimentales, el BBD no examina las regiones limite del rango
estudiado para cada variable (Rakic et al., 2014 y Alam et al., 2020), lo cual resulté apropiado
para los requerimientos del trabajo, ya que las evidencias consultadas previamente sugerian

valores 6ptimos alejados de los extremos de cada factor.

Para simplificar el estudio, se fijé la cantidad de muestra en 5 mL de una disolucidn de gelatina
preparada a 20 g/L; por lo que la evaluacién de la proporcidn de la cantidad de sorbente frente

a la de la muestra se evalud variando Unicamente la cantidad de sorbente.

Respecto a la optimizacién del pH, es relevante mencionar que los ftalatos no son compuestos
gue se ionicen en el rango de pH estudiado, por lo que la forma idnica del sorbente no deberia
afectar a la manera en la que este interactia con los analitos, ya que las interacciones
electrostaticas entre dicho sorbente y los compuestos no se estarian produciendo. Por otra
parte, dichos cambios en el pH pueden afectar a la superficie del sorbente, asi como a su
estabilidad, y por lo tanto a su capacidad de interactuar con los analitos (Pinsrithong et al., 2018).
Por ello, se evalud la influencia del pH sobre la capacidad de extraccion del sorbente en valores
superiores e inferiores al punto isoeléctrico del mismo (6,55), determinado experimentalmente

(ver Figura 4.4).

20
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Figura 4.4.- Representacion del punto isoeléctrico del sorbente.
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El disefio constd de 17 experimentos que se realizaron por duplicado con cinco réplicas del punto
central para evaluar su reproducibilidad, y se utilizé el drea del analito como variable de
respuesta. En la Tabla 4.5 se muestran los niveles de los tres factores seleccionados para este

estudio.

Tabla 4.5.- Disefio experimental utilizado para la optimizacién de las condiciones de extraccion.

Factor Valor -1 Valor 0 Valor +1
pH 4 8 12
Cantidad de sorbente (mg) 10 35 60
Volumen de eluciéon (mL) 1 3 5

Los resultados del disefio experimental mostraron que Unicamente el pH y la cantidad de
sorbente tenian influencia estadisticamente significativa sobre la capacidad de extraccion del
método para un nivel de confianza del 95%, mientras que el volumen de eluciéon no tenia
influencia sobre la misma. Esto se puede observar en la Figura 4.5, donde se muestra el efecto
estandarizado de cada factor, y de cada combinacidn de factores, sobre la variable de respuesta

estudiada para dos analitos representativos, el BBP y DBEP.

Teniendo en cuenta que el volumen de disolvente de elucidn utilizado para la re-extraccion de
los compuestos no tenia influencia sobre la eficacia del método, se decidié establecer el
volumen de disolvente de elucién en 1mL, el menor de todos los evaluados, coincidiendo con

los principios de la quimica verde referentes a la reduccidn de disolventes y productos quimicos

derivados.
a) 4 , . b) , ) )
Diagrama de Pareto estandarizado para Area Diagrama de Pareto estandarizado para Area
ApH | | ] 0=+ B:Sorbente | [ | =+

B Sorbente | [ ] =- ApH | [ ] = -
= | = | I
C | — ec |
2 | Ae | (R
ac | a1
cc | cc | [

C:Volumen elucion - C:Volumen elucion -
A (O] a ([
0 05 1 15 2 25 3 0 05 1 15 2 25 3
Efecto estandarizado Efecto estandarizado

Figura 4.5.- Efecto estandarizado de cada factor estudiado sobre la variable de respuesta para a) BBP y b) DBEP.
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En la Figura 4.6, se muestran los efectos individuales de los factores sobre la respuesta para el
BBP y el DBEP. Tal y como se puede observar, a medida que el pH incrementa, la capacidad de

extraccién del método mejora.

a) Efectos principales para Area b) Efectos principales para Area

g g

"/ 1

S0l /\ il s ]
£ 2 TN
2 S ] at .
81t . 0+ -
TE J 7k .
40 120 100 600 1.0 3.0 40 120 100 600 10 3.0
pH Sorbe nte Volumen elucion pH Sorbente Volumen elucion

Figura 4.6.- Efectos principales de los factores estudiados para a) BBP y b) DBEP.

En el caso de la cantidad de sorbente, y atendiendo a los valores éptimos individuales para cada
analito, el analisis experimental mostré un valor éptimo de 60 mg para los compuestos de
cadena corta, y de 40 mg para los de cadena larga. Debido a ello, se realizé un segundo estudio
comparativo utilizando ambas cantidades de sorbente, y ante la ausencia de diferencias
significativas en los valores de recuperacion del método, asi como en pos de cumplir en la mayor
medida posible con los criterios de la quimica verde, se establecid 40 mg como la cantidad de

sorbente mas adecuada.

Por ultimo, y respecto al volumen de disolvente de elucién utilizado, la tendencia observada es
que, a medida que aumenta este, disminuye la eficacia del método, por lo que se ve reforzada

la eleccion del valor minimo estudiado, 1 mL, como el valor mas adecuado para este factor.

Lo expuesto anteriormente se confirma observando las superficies de respuesta para los dos
analitos modelo, mostradas en la Figura 4.7. En ambas superficies se puede observar el maximo
de area para un valor de 40 mg de cantidad de sorbente, asi como para un valor de pH 12, el

mayor de los 3 niveles estudiados.
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a) Superficie de respuesta estimada b) Superficie de respuesta estimada
volumen elucion = 3.0

volumen elucion = 3.0

(X 10000,0)

&

Area
e w o w N

Figura 4.7.- Superficies de respuesta estimadas para a) BBP y b) DBEP, estableciendo el valor del volumen de elucién

en 3 mL (Valor +0 del BBD).

Debido a todo lo expuesto anteriormente, las condiciones éptimas de extraccion sugeridas por

el disefio experimental son las indicadas en la Tabla 4.6.

Tabla 4.6.- Condiciones 6ptimas sugeridas por el BBD

Factor Valor 6ptimo
pH 12
Cantidad de sorbente utilizado para 5 mL de 40 mg

muestra (20 mg/L)

Volumen de disolvente de elucidn 1mL

4.4.- ESTUDIO DEL EFECTO MATRIZ

Las gelatinas alimentarias, usualmente consumidas como postres, son una mezcla
proteica de origen animal producida a partir del colageno hidrolizado de tendones, huesos y piel
animal. Debido a la gran variedad de fuentes de colageno utilizadas, asi como a la diversidad de
técnicas existentes para la preparacion de estos alimentos, y a los aditivos utilizados para
aportar propiedades organolépticas, las gelatinas comerciales tienen una composicion
altamente heterogénea (Djagny et al., 2001). Este gran nimero de componentes, de diversa
naturaleza, puede dar lugar a un efecto matriz (EM) en los resultados obtenidos, es decir,

supresion o incremento de las sefiales analiticas debido a compuestos ajenos al estudio.

Para determinar el EM de la muestra, se siguid el procedimiento desarrollado por Matuszewski
y colaboradores en 2003, en el que el EM se calcula como el porcentaje de relacidn entre el area
del pico del analito en las muestras enriquecidas en la matriz al final del procedimiento de
extraccidn y el area del pico del analito disuelto en fase mévil inicial a la misma concentracion

(Matuszewski et al., 2003). Este método establece que, para un valor superior al 120% e inferior

48

——
| —



| Resultados y discusion |

al 80%, existe EM destacable; mientras que dentro de la regién comprendida en este intervalo

no se puede afirmar la existencia del mismo.

En la Tabla 4.7 se muestran los resultados del estudio del EM. Tal y como se puede observar,
tanto DIPP como DNPP tienen valores de EM muy cercanos al 80%, limite inferior del intervalo
mencionado anteriormente. A su vez, el DHP, DEHA, y el IS, DHP-d4, mostraron un remarcado
EM con unos valores del 73,6%, 57,4% y 76,7%, respectivamente. Ademas, y tras llevar a cabo la
extraccidon de los blancos de las muestras, se observd la presencia de los analitos de interés
debido, principalmente, a fendmenos de contaminacién aleatorios en el material y reactivos.
Por ello, se decidié hacer uso de una calibracidn en la matriz para la correcta cuantificacion de

los analitos seleccionados.

Tabla 4.7.- Resultado promedio (n=6) del estudio de efecto matriz. Este efecto matriz se evalué a dos niveles: 125y

200 pg/ke.

Analito Efecto matriz (%) RSD (%)
DIPP 83,9 5,7
DNPP 83,1 4,7
BBP 91,3 8,4
DCHP 82,2 7,0
DHP 73,6 9,8
DBEP 110,6 10,1
DEHA 57,4 29,5

DHP-d4 73,7 11,7

RSD: desviacion estandar relativa.

4.5.- CALIBRACION EN LA MATRIZ

La calibracién en la matriz se realizé llevando a cabo siete extracciones utilizando 5 mL
de muestra, y aplicando las condiciones dptimas mencionadas en el apartado 4.2, es decir, pH
12, 40 mg de sorbente y 1 mL de acetonitrilo como disolvente de elucién. Al final del
procedimiento, el extracto obtenido, se enriquecid cada uno a un nivel de concentracion
diferente en el rango 0,25-200 pg/L con todos los analitos estudiados, y se inyectaron por
triplicado. Las rectas de calibrado se realizaron representando la relacion entre el area del pico
de cada analito y el area del pico del IS frente a la concentracion de cada analito. Los resultados
de la calibracion se muestran en la Tabla 4.8. Tal y como se puede observar, los coeficientes de
determinacién, mayores de 0,9904 en todos los casos, confirmaron la linealidad de la

metodologia en el rango de concentraciones estudiado.
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Tabla 4.8.- Datos del calibrado en la matriz para el grupo de ftalatos estudiado.

Analito  Rango lineal (pg/L) b + Sp-t(0,05,5) a * Sat(0,05,5) R? Sy/x

DIPP 0,25 -250 4,29-10° + 1,89-10* -1,94-10% + 2,16-10? 0,9904 0,0442
DNPP 0,25 -250 9,46-103 + 3,42-10* -2,80-10% + 3,91-10 0,9935 0,0800
BBP 1-250 4,14-10%+ 1,15-10* -5,5-103 + 1,32:10 0,9961 0,0270
DCHP 0,25 -250 9,69-103% +2,71-10* -1,76:102 + 3,1-107 0,9960 0,0636
DHP 0,5-250 1,12:102 £ 3,16:10* -2,44-10% + 3,62-10? 0,9961 0,0741
DBEP 0,25 -250 1,29-10% £ 3,58:10° -2,44-103% + 4,1-10°3 0,9962  0,0084
DEHA 0,25-250 7,59-10°+1,52.10*  9,98-10%+1,74-10°3 0,9980 0,0357

b: pendiente. Sy: desviacion estandar de la pendiente. a: ordenada en el origen. S,: desviacion estandar de la ordenada

en el origen. R%: Coeficiente de determinacidn. Syx: desviacion estdndar de los residuales.

4.6.- ESTUDIO DE RECUPERACIONES Y ENTRE LOTES

A continuacion, se realizé un estudio de recuperaciones, a dos niveles de concentracion,
con el objetivo de validar la metodologia en cuanto a la reproducibilidad y a la eficacia de la
extraccion. Para ello, se realizaron cinco réplicas para cada nivel (200 pg/L, en el caso del nivel
alto, es decir, el 80% del rango lineal utilizado en la calibracién; y a dos veces el limite inferior
del calibrado para cada analito, en el caso del nivel bajo, es decir, 0,5 pg/L para DIPP, DNPP,

DCHP, DBEP y DEHA, 1 pg/L para el DHP, y 2 ug/L para BBP).

Los resultados obtenidos, mostrados en la Tabla 4.9, confirman la eficacia del método
desarrollado, con recuperaciones absolutas superiores al 70,4% e inferiores al 111,7%, y valores
de RSD inferiores al 18,8% para todos los analitos y niveles de concentracion estudiados. Para el
calculo del limite de cuantificaciéon del método de cada analito (LOQ, del inglés limit of
quantification), que se define como el nivel mas bajo de un compuesto en la matriz capaz de
proporcionar una sefial ruido (S/R) superior a 10 para la transicidn de cuantificacidn, y superior
a 3 para la de confirmacién; se llevé a cabo teniendo en cuenta el punto del calibrado mas bajo
(LCL, del inglés lowest calibration level), asi como el factor de dilucion y el dato de recuperacion.

Para todos los analitos, el LOQ se encontré comprendido entre 16,7 y 64,1 ng/L.
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Tabla 4.9.- Resultados del estudio de recuperaciones (n=5) del método optimizado para el grupo de compuestos

estudiado en muestra a dos niveles diferentes de concentracion.

Analito Recuperaciones absolutas (%) LOQmétodo®
Nivel bajo? (n=5) (RSD, %) Nivel alto® (n=5) (RSD, %) (ng/L)
DIPP 75,1 (18,8) 74,5 (12,4) 16,7
DNPP 81,2 (18,9) 81,3 (13,3) 15,4
BBP 77,3 (9,8) 79,1 (14,2) 64,1
DCHP 70,4 (11,7) 73,1 (13,9) 17,9
DHP 84,8 (11,7) 94 (14,2) 28,0
DBEP 73,7 (6,3) 72,9 (16,1) 16,0
DEHA 111,7 (6,1) 123,5 (14,3) 11,1

a Concentracidn de los analitos inyectada: 0.5 pg/L para todos los analitos, excepto para el DHP y el DBP, que fue de
1ug/Ly 2 pg/L, respectivamente; PConcentracién de los analitos inyectada: 200 ug/L; cDefinido como la concentracidn
mas baja del calibrado en la matriz capaz de proporcionar una sefial ruido (S/R) superior a 10 para la transicién de
cuantificacion, y superior a 3 para la transicion de confirmacion, tras aplicar el factor de dilucion y el dato de

recuperacion.

En este contexto, Ma y colaboradores desarrollaron, en 2010 un método para la cuantificacién
de ftalatos en gelatinas comerciales basado en una dSPE cuyos LOQs se encuentran en el rango
de 0,28 — 11,5 pg/L (Ma et al., 2010). Ademas, el método desarrollado por Rodriguez-Ramos y
colaboradores en 2020, basado en una extraccién pu-m-dSPE aplicada a gelatinas y zumos de
manzana, se situan en el rango de 0,147 — 0,165 pg/L (Rodriguez-Ramos et al., 2020). Por otro
lado, y en lo relativo a la determinacidn de ftalatos en alimentos infantiles, Socas-Rodriguez y
colaboradores desarrollaron, en 2018, un método QUEChERS aplicado a compotas para
alimentacién de bebés, cuyos limites de cuantificacidon estdn comprendidos en el rango de 0,03
— 0.67 pg/L (Socas-Rodriguez et al., 2018), mientras que los método puestos a punto por
Notardonato y colaboradores en 2018, y por Russo y colaboradores en 2016, para determinar
ftalatos en alimentos infantiles, y basados en una microextraccion liquido-liquido (LLME),
poseen limites de cuantificacion en el rango de 2,3 — 7,5 pg/kg (Notardonato et al., 2018) y 3 —
20 pg/kg (Russo et al., 2016) respectivamente. En base a esto, es posible afirmar que el método
desarrollado en el presente trabajo posee unos limites de cuantificacion por debajo de los
existentes previamente en el tipo de alimentos estudiado, permitiendo detectar y cuantificar

dichos compuestos a una menor concentracion.

Por ultimo, y referente al estudio de la robustez del método, se realizé un estudio entre lotes
del sorbente con el objetivo de evaluar si las distintas sintesis de este ofrecian la repetibilidad

esperada. Para ello, se realizaron cuatro extracciones por duplicado utilizando cuatro lotes del

——
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sorbente sintetizados por separado, aplicando las condiciones de extraccidon optimizadas, y se
evaluaron los valores de RSD de todas ellas. Los resultados, menores de 16,8% para todos los
analitos, confirmaron la robustez del método y la repetibilidad independientemente del lote de

sorbente utilizado.

4.7.-ANALISIS DE MUESTRAS REALES

La ultima parte del presente trabajo consistié en el analisis del contenido en ftalatos de

diez gelatinas comerciales diferentes, preparadas a partir de polvo o |dminas, a una

concentracién de 20 g/L, utilizando el método desarrollado.

En la Tabla 4.10 se muestran los resultados obtenidos tras la extraccién, separacion vy

cuantificacidon de los analitos de interés en dichas muestras.

Tabla 4.10.- Resultados del andlisis de diez gelatinas comerciales diferentes utilizando la metodologia desarrollada.

LOQ: Limite de cuantificacién.

Concentracion  intervalo de confianza (pg/L)

Analitos
M1 M2 M3 M4 M5
DIPP <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ
DNPP <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
BBP <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
DCHP <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ
DHP <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
DBEP n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
DEHA <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <Lo0Q
Concentracidn t intervalo de confianza (pg/L)
Analitos
M6 M7 \E] M9 mM10
DIPP <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <Lo0Q
DNPP <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <Lo0Q
BBP <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
DCHP <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <Lo0Q
DHP <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <Lo0Q
DBEP n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
DEHA 6,85+ 0,40 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

n.d.: no detectado.
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Tal y como se puede observar, la mayoria de los analitos fueron detectados en todas las
muestras, pero no cuantificados, lo que indica los bajos niveles de contaminacidn existentes en
los productos comerciales evaluados, teniendo en cuenta la buena sensibilidad mostrada por el
método. Sin embargo, en este sentido, cabe destacar la importancia de seguir trabajando en la
mejora de este aspecto ya que, como se ha indicado a lo largo de este trabajo, los PAEs tiene
actividad disruptora incluso a muy bajos niveles, por lo que es fundamental la busqueda de
mejoras en esta linea, especialmente en la disminucién de la contaminacién ambiental asociada
a estos analitos que constituye uno de los principales problemas en el desarrollo de métodos
para su determinacién ya que comprometen la sensibilidad de los mismos, impidiendo, en

algunos casos la correcta determinacién a los niveles de interés.

Por otra parte, como se puede observar en la Figura 4.8, para una de las muestras analizadas,
es relevante el hecho de que el DBEP no ha sido detectado en ninguna muestra, de forma similar
a lo ocurrido en estudios realizados previamente otros alimentos, tales como compotas de
macedonias de frutas y de manzana, leche de vaca, agua embotellada, huevos, carnes, vegetales
y legumbres, entre otros (Otero et al., 2015; Socas-Rodriguez et al., 2018; Lu et al., 2018 y Yang
et al., 2018). Por el contrario, Rodriguez-Ramos y colaboradores detectaron, en 2019, DEBP en
una muestra de cervezas envasadas en plastico a una concentracion de 0,4 + 0,2 pg/L

(Rodriguez-Ramos et al., 2020).
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Otro aspecto destacable es el contenido en DEHA de la muestra 6 (6,85 pg/L) (Ver Figura 4.9). Si
bien el DEHA es un adipato, y no un ftalato, se trata de un plastificante ampliamente utilizado
en la industria de los plasticos que ha sido detectado y cuantificado exitosamente en otros
trabajos previos en cantidades similares a la del presente estudio. Concretamente, Fasano y
colaboradores detectaron DEHA en muestras de carne, pescado y vegetales en concentraciones
de 2,97; 5,67 y 7,30 ug/L (Fasano et al., 2015), al igual que Cao y colaboradores en 2020, que
detectaron DEHA en muestras de leche a una concentraciéon de 17,7 ng/L (Cao et al., 2020), y
anteriormente, en 2015, en el rango de los 5,04 a los 1300 ng/L (Cao et al, 2015). Por el contrario,
en otros estudios, como el realizado por Caldeirdao y colaboradores en 2021, no fue posible
detectar dicho compuesto en un cierto grupo de bebidas aromaticas (Caldeirdo et al., 2021), por
lo que la capacidad de migracién de dicho compuesto en matrices alimentarias sigue siendo
objeto de estudio, debido, en gran parte, a la importancia que ha cobrado como sustituto de

determinados ftalatos.
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Figura 4.9.- Determinacion de DEHA en la muestra 6. a) Cromatograma y b) espectro de masas del compuesto.
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5.- CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en este Trabajo de Fin de Master se pueden deducir las siguientes

conclusiones:

- Se ha desarrollado y optimizado un nuevo método para la determinacion de seis ftalatos y
un adipato (DIPP, DNPP, BBP, DCHP, DHP, DBEP y DEHA) en gelatinas mediante el uso de la
m-u-dSPE y de la UHPLC-MS/MS como técnicas de extracciéon y determinacion,
respectivamente.

- Se ha empleado con éxito la UHPLC-MS/MS para llevar a cabo la separacion de los analitos
seleccionados con un tiempo de andlisis inferior a 11 minutos, utilizando como fase moévil
una mezcla de ACN:H;0, 0,1% en acido formico. La determinacién se ha llevado a cabo
exitosamente utilizando una interfaz ESI, trabajando en modo positivo, y un analizador de
QqQ.

- Se ha utilizado un nuevo material constituido por NPs de FesO04 y PANI, sintetizado y
caracterizado por miembros del grupo de investigacién, como sorbente para la m-u-dSPE
desarrollada. La evaluacién del grado de recubrimiento del sorbente utilizado para la
extraccién de los analitos resulté en un valor dptimo de 8 g de nanoparticulas magnéticas
por cada gramo de anilina.

- La optimizacién del procedimiento de extraccion se llevé a cabo mediante un estudio inicial
del tipo de recubrimiento de las NPs, asi como de la naturaleza del disolvente de elucidn,
seguido de un disefio experimental BBD, en el que se evaluo el pH de la muestra, el volumen
de disolvente de elucidn y la ratio muestra/sorbente, asi como el efecto de su interaccién
en la eficacia de la extraccidn. Los valores dptimos obtenidos para los factores evaluados
fueron 40 mg del sorbente con el recubrimiento A, pH 12 y 1 mL de ACN como disolvente
de elucién.

- La metodologia analitica desarrollada se validé mediante los correspondientes estudios de
efecto matriz, calibracién, reproducibilidad y sensibilidad, asi como la repetibilidad del
proceso de sintesis. Los resultados obtenidos confirmaron la linealidad del método, con
valores de R? superiores al 0,9904 para los calibrados en la matriz de cada uno de los
analitos. Ademads, los resultados del estudio de recuperaciones, mostraron valores
comprendidos en el rango de 70,4 — 123,5%, con RSDs inferiores al 18,9%, demostrando la
excelente eficiencia de la extraccién del método, asi como su reproducibilidad. Por otro
lado, los LOQs del método, situados en el rango de 11,1 - 64,1 ng/L, demostraron la alta

sensibilidad de la metodologia desarrollada, mayor que la reportada previamente por la
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bibliografia en matrices similares. Finalmente, el estudio entre distintos lotes del sorbente
desarrollado demostrd la robustez del proceso de sintesis obteniendo RSDs inferiores al
16,8% entre los resultados obtenidos, utilizando cuatro lotes distintos.

- La metodologia se aplicé a la determinacién de ftalatos en diez gelatinas comerciales,
detectandose todos los analitos a excepcién del DEBP, y pudiéndose cuantificar el DEHA en
una de ellas. Si bien los niveles de contaminacidn aleatoria tanto en las muestras como en
los medios utilizados para la determinacidn dificultan el correcto analisis cuando las
concentraciones de los analitos se encuentran muy préximas a los limites de cuantificacién,

el método constituye una excelente forma de determinar ftalatos en alimentos.

El método desarrollado es, por tanto, un método rapido, sencillo y sostenible. El bajo volumen
de disolvente utilizado, asi como la capacidad de separar el sorbente de cualquier disolucién
mediante la aplicacién de un campo magnético, hacen que este método cumpla con algunos

de los principios de la Quimica Analitica Verde.
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6.- GLOSARIO

ACN
AcOEt
ATBC
BBD
BBP
ccb
Chi
COF
CPSC
DAP
DBEP
DBP
DBP
DCHP
DEEP
DEHA
DEHP
DEHT
DEP
DES
DHP

DHP-d.

Acetonitrilo

Acetato de etilo

Acetil tri-n-butil citrato

Disefio experimental Box Beknken

Butil-benzil ftalato

Disefio experimental central compuesto

Chitosan

Red organicocovalente

Comisidn de Seguridad de Productos para el Consumidor

Dialil ftalato

Di-(2-butoxietil) ftalato

Di-butil ftalato

Di-butil-ftalato

Diciclohexil ftalato

Di-2-etoxietil ftalato

Di-(2-etilhexil) adipato

Di-(2-etilhexil) ftalato

Di-(2-etilhexil) tereftalato

Di-etil ftalato

Liquido eutéctico profundo

Di-hexil ftalato

3,4,5,6-d4-dihexil ftalato
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DIBP

DIBP

DIDP

DINP

DIPP

DI-SPME

DLLME

DMEP

DMP

DNOP

DNPP

DPP

dSPE

EM

EPA

EPA

ESI

EtOH

Fast-GC

FDA

GAC

GC

nGC

Di-isobutil ftalato

Di-isobutil ftalato

Di-isononil ftalato

Di-isodecil ftalato

Di-isopentil ftalato

Microextraccion en fase sdlida de inmersién directa

Microextraccion liquido — liquido dispersiva

Di-2-metoxil ftalato

Di-metil ftalato

Di-octil ftalato

Di-pentil ftalato

Di-propil ftalato

Extraccion en fase sdlida dispersiva

Efecto matriz

Agencia de Proteccién Ambiental

Agencia de Proteccion Medioambiental de los Estados Unidos

lonizacion por electrospray

Etanol

Cromatografia de gases rapida

Agencia de Alimentacién y Medicamentos

Quimica analitica verde

Cromatografia de gases

Cromatografia de gases miniaturizada
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HF-LPME

HPLC

HP-MIP

HS-SPME

KOW

LC

LLE

LLME

LME

LOD

LoQ

LPME

m-p-dSPE

m-dSPE

MECK-DAD

MeOH

MRM

MS

MS/MS

NADES

PAE

Microextraccién en fase liquida utilizando membranas

soportadas sobre fibras huecas

Cromatografia liquida de alta eficacia

Polimero hueco poroso de impronta molecular

Microextraccién en fase sélida de espacio de cabeza

Coeficiente de reparto octanol agua

Cromatografia de liquidos

Extraccion liquido - liquido

Microextraccion liquido-liquido

Limite de migracion especifico

Limite de deteccién del método

Limite de cuantificacion del método

Microextraccion en fase liquida

Extraccidn en fase sélida micro-dispersiva magnética

Extraccidon en fase sdlida dispersiva-magnética

Cromatografia electrocinética micelar — detector diodo array

Metanol

Nanoparticula magnética

Red metalorgdnica

Monitorizacién de reacciéon multiple

Espectrometria de masas

Espectrometria de masas en tandem

Liquido eutéctico profundo natural

Ester de acido ftélico o ftalato

liquidas
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PANI

PE-HD

PE-LD

PET

PP

PTFE

PUR

PVC

PVDF

Q

Q-Orbitrao

QaQ

Q-TOF

RSD

S/R

SDME

SPE

SPION

SPME

TPSA

UHPLC

UV-Vis

Polianilina

Polietileno de alta densidad

Polietileno de baja densidad

Tereftalato de polietileno

Polipropileno

Politetrafluoroetileno

Poliuretano

Policloruro de vinilo

Polifluoro de vinilideno

Cuadrupolo simple

Cuadrupolo — Trampa de iones

Triple cuadrupolo

Cuadrupolo — Tiempo de vuelo

Desviacidon estandar relativa

Sefial/ruido

Microextraccidn de gota colgante

Extraccién en fase sélida

Nanoparticulas paramagnéticas de dxido de hierro

Microextraccidn en fase sdlida

Area superficial polar

Cromatografia liquida de ultra-alta eficacia

Ultravioleta — Visible
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