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I.  INTRODUCCION GENERAL DEL PROYECTO

I.1 Descripcion de los ftalatos

Ftalato es el término genérico con el que se denomina a los esteres o diésteres del acido
ftalico. Su sintesis industrial consiste en la esterificacion del acido ftalico con el correspondiente
alcohol en presencia de un &cido como catalizador.

Se trata de un grupo muy amplio de compuestos ya que hay una gran variedad de alcoholes
que pueden reaccionar con el acido ftalico, para dar diferentes ftalatos en los que solo varia la
cadena carbonada. Sin embargo, solamente alrededor de 60 ftalatos tienen aplicaciones
industriales, dentro de estos solo unos pocos se producen a gran escala como el di (2—etilhexil)
ftalato (DEHP), él de mayor volumen de produccién a nivel mundial. En el 2010, la produccién
mundial de ftalatos fue mayor a los 5 millones de toneladas!. En general, los ftalatos son
compuestos estables en estado liquido a temperatura ambiente, y con un ligero aroma. Presentan
un rango muy amplio de propiedades fisicoquimicas en funcion de su masa moleculart?.

Los ftalatos son clasificados como disruptores endocrinos quimicos y estan ligados a
efectos particularmente adversos a la salud. Una exposicion en etapa prenatal a estos compuestos
ha demostrado una relacion de cambio neuroconductual en niveles hormonales de los nifios®l. El
feto masculino, el recién nacido masculino, y el varén puberto parecerian ser grupos con riesgo
elevado.

El estudio de los ftalatos en México inicié cuando Green Peace en 1999 solicito a la
Secretaria de Salud de México, la eliminacion del mercado nacional de productos para infantes de
uso oral fabricados con PVC, los cuales contenian grandes cantidades de plastificantes del grupo
de los ftalatos. Con este antecedente y la organizacion de la Direccion General de Salud Ambiental,
hoy incorporada a la Comisién Federal de Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS), se

inicio la investigacion en nuestro paistl.



1.2 Caracteristicas y propiedades de los ftalatos.

En cuanto a la estructura quimica basica, los ftalatos son los &cidos bencen-1,2-
dicarboxilicos, con dos cadenas laterales que pueden ser compuestas por grupos funcionales que
incluyen los alquilo, bencilo, fenilo, cicloalquilo, o alcoxi. Los ésteres ftalicos son tipicamente
liquidos a temperatura ambiente. Sus puntos de fusion se encuentran entre 5.5 y -58 °C, y sus
puntos de ebullicion entre 280 y 480 °C. Su solubilidad en agua varia inversamente con la longitud
de sus cadenas alquilicas, siendo el DMP el mas hidrofilico. Las caracteristicas fisicoquimicas de
los ftalatos de interés en este trabajo se presentan en la tabla 1. Los ésteres que poseen cadenas
alifaticas de Cio, C11 y Ci3 son relativamente hidrofobicos y por ello, poco solubles en agua
(solubilidad <0.001 mg/L).

Tabla 1: Propiedades fisicoquimicas de los ftalatos de interés en este trabajo.

Masa Punto de _
o NUmero o Densidad
Nombre  Acrdénimo Molecular  ebullicion Log Kow
CAS (9/mL)
(g/mol) (°C)
Dimetil
DMP 131-11-3 194.2 282 1.19 1.6
Ftalato
Dietil
DEP 84-66-2 222.2 302 1.12 2.5
Ftalato
Dibutil
DBP 84-74-2 278.4 340 1.04 4.7
Ftalato
Bencilbutil
BBP 85-68-7 312.4 370 1.12 4.9
ftalato
Di(2-
etilhexil) DEHP 117-81-7 390.6 385 0.98 7.4
ftalato
Di-n-octil
DnOP 117-84-0 390.6 416 0.99 9.1
Ftalato




La retencion/acumulacion de los ftalatos en suelos o sedimentos es parcialmente gobernada
por su hidrofobicidad. Aquellos compuestos con un valor de coeficiente de particion octanol-agua
alto, pueden ser absorbidos por suelos y la vegetacion. Los ftalatos dialquilicos son solubles en
solventes organicos como el benceno, tolueno, xileno, dietil éter, cloroformo y éter de petrdleo.
Los ftalatos son usados principalmente para otorgar flexibilidad a los plasticos con aplicaciones
en el envasado de alimentos, dispositivos médicos, juguetes y articulos de puericultural®. Es por
ello que los ftalatos pertenecen a las sustancias llamadas “plastificantes” que se agregan en la
fabricacion de termoplésticos para impartirle blandura y flexibilidad. Debido a su buen desempefio
y bajo costo, los plastificantes han permitido crear productos para el consumidor y la industria que
son versatiles, durables y de bajo costo. No todos los plastificantes son ftalatos, pero dominan el
93% de estos, quedando aproximadamente un 7% correspondiente a ésteres o poliésteres basados
en adipatos, acido fosforico, sebéacico, etc. Al agregar un plastificante a un polimero disminuye
su temperatura de transicion vitrea (Tg) lo que resulta en una mayor maleabilidad y flexibilidad.
El plastificante penetra entre las cadenas del polimero, separandolas de tal forma que aumenta el
volumen libre y como hay més volumen libre entre las cadenas de polimeros, éstas se pueden
mover con mayor facilidad a temperaturas mas bajas; cosa que no podrian hacer sin el

plastificante®],

®
ot L P
., &  DMerelado e &

o 0" > ‘e,
+ .' ae

Polimero rigido Plastificante Polimero plastificado

Figura 1. Proceso de obtencion de un plastico flexible a partir del uso de plastificantes!’].

La aplicacion principal de los ftalatos es en la produccion del policloruro de vinilo (PVC),
aunque también se emplean en otros materiales como resinas epoxi, poliéster, gomas sintéticas,
naturales y cloradas, polisulfito, nitrocelulosa, etilcelulosa y poliuretano. En estas aplicaciones la

cantidad de ftalatos, puede llegar a representar entre 5y 60% de la masa total del plastico o resina.



El destino final de estos materiales cubre un amplio espectro de productos, como se muestra

en la Tabla 2. También, suelen encontrarse como aditivos en industrias textiles, como

componentes de fluidos dieléctricos o en la formulacion de pesticidas.

Tabla 2: Estructuras y principales propiedades de seis ftalatos, objeto de estudio en el presente

trabajo.
Acronimo Estructura Usol
o)
Productos en los que se encuentra
DMP o~ incluyen cepillos de dientes, partes de
O automoviles, herramientas, juguetes, y
o empaques de alimentos.
o)
0~ Plastjf_icantt_a en el PVC, usado en
DEP o cosmeéticos, insecticidas y aspirina.
~ Desnaturalizado de alcohol.
o)
0 Plastificante en el reverso de
DBP 07T alfombras, pinturas, adhesivos, lacas
O _~_- para el cabello y esmalte de ufias;
o ectoparasiticida.
O/\/\/\/\ . .
DNOP o Esta substancia es utilizada como
~TN TN i
portador, plastificante o colorantel*%.
o)
Empleado en imitacién de cuero, ropa
impermeable, calzado, tapiceria,
pisos, cables y alambres, manteles,
cortinas de bafio, materiales de
DEHP . .
0 envasado de alimentos y juguetes para
nifos. Utilizado en materiales de uso
o JOR L [11] s
médicol**! (lineas y contenedores de
o) transfusion sanguinea).[*?
o Plastificante en el PVC, usado en
BRP espumas de vinilo y recubrimientos
o textiles. Usado en adhesivo en
o . o
~(CH,)sCHs emulsiones de acetato de polivinilo.
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1.3 Fuentes de los ftalatos en el medio ambiente.

Los ftalatos entran al ambiente principalmente a través de los rellenos sanitarios y de
residuos municipales e industriales de donde son liberados; sin embargo, también pueden liberarse
durante la quema de productos plasticos. Una pequeria fraccion de estos compuestos se volatiliza
a la atmdsfera, donde pueden sufrir reacciones fotoquimicas con radicales hidroxilo, o dispersarse
a sitios lejanos, tanto en fraccion gaseosa como unidos a las particulas y posteriormente reingresar
a la tierra por deposicion seca 0 himeda, su tiempo de vida media para la mayoria de los ftalatos
es inferior a un dia en la atmosfera. Asimismo, estos compuestos pueden llegar a cuerpos de agua
y al océano a traves de las descargas de aguas residuales de la industria que manufactura y procesa
plasticos, asi como de los efluentes de las plantas de tratamiento de agua, todas fuentes de origen
antropogeénico. La difusion a través del aire es el principal medio de distribucién de los ftalatos
en el medio ambiente, a pesar de sus bajas presiones de vapor. Su deteccién en la superficie de
nieve y en la capa de hielo de la Antértida, confirma que pueden ser transportados a traves del aire
a distancias largas sin sufrir degradacion(*l,

1.3.1 Agua

El agua es uno de los recursos mas importantes con el que contamos y, no esta exenta de
problemas y su calidad es facilmente alterada. La contaminacion de las aguas subterraneas se debe
principalmente a los efluentes urbanos, industriales, filtracion de fertilizantes depositados en el
suelo procedentes de la agricultura y el excremento del ganado. La solubilidad de contaminantes
en agua es una propiedad muy importante ya que influye en su transporte, biodisponibilidad,
potencial de bioacumulacion y/o degradacion, asi como su toxicidad acuatica. Debido a esta
dinamica y gran volumen de produccidn, los ftalatos provenientes de productos comerciales, se
encuentran distribuidos en los diferentes medios de la biosfera y se consideran contaminantes
ubicuos. Entre ellos, los que se encuentran en agua a mayor concentracion son el DBP y DEHP.
La Unién Europea y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), establecen un valor maximo en
agua potable de 8 pg/L. La Agencia de Proteccion al Ambiente de los Estados Unidos (USEPA)
en su Acta de Agua establece que los niveles maximos de contaminantes en agua son 6.0 pg/L

para aguas potables y 0.4 mg/L para aguas industriales respectivamente!®, En organismos



acuaticos, especialmente en peces, se han evaluado los efectos de los ftalatos en estudios
experimentales. Dichos estudios han demostrado algunas alteraciones bioquimicas (actividad

enzimatica) que afectan el sistema reproductivo del organismot*®],

1.3.2 Comportamiento y biodegradacion en suelo y sedimentos.

Los ftalatos presentan una elevada tendencia a absorberse en las particulas de suelo y
sedimentos, y pueden bioacumularse en algunos organismos acudticos y terrestres. Sin embargo,
varios organismos son capaces de transformar/degradar este tipo de compuestos, por lo que no se
espera su biomagnificacion a traves de la cadena alimenticia. La fitotoxicidad de los ftalatos ha
sido investigada en diversos tipos de plantas, principalmente el DBP y DEHP por su conocida
actividad como estrogenos ambientales ¢ incluidos en la lista de “contaminantes prioritarios”
descrita por EPA y la UE. En el caso de plantas monocotiledéneas y dicotiledéneas,
especificamente en las etapas de desarrollo de las semillas y germinacion de brotes no se observo
ningun efecto discernible; sin embargo, en el desarrollo de las raices se observo una inhibicion en
el crecimiento debida principalmente a la presencia de DBP. En contraste, el DEHP causé un
incremento en el desarrollo de las raices. El contenido de malondialdehido (MDA), producto de la
peroxidacién de lipidos, es considerado un importante indicador de dafio oxidativo por radicales
libres producidos en condiciones de estrés. La presencia de DEHP y DBP aumenta la cantidad de
MDA principalmente en raices y brotes, pero éste no es significativo, indicando resiliencia por
parte de la planta. Los resultados reportados sugieren la participacion de diversos mecanismos de

defensa y adaptacion en respuesta al estrés oxidativo causado en plantas por estos ftalatos!*el.

En una descarga de ftalatos al suelo, éstos pueden filtrarse hasta llegar a aguas subterraneas.
En las condiciones aerobias, tanto en suelo como en agua, los ftalatos son susceptibles a
degradacion y/o biodegradacion aunque, las moléculas adsorbidas en particulas sélidas presentan
una mayor estabilidad respecto a aquellas que existen en forma “libre”. De manera general sin
embargo, gracias a la degradacion natural y biodegradacion, las concentraciones de ftalatos en el
medio ambiente suelen ser muy bajas*”l. La biodegradacion microbioldgica incluye la hidrolisis
del enlace éster al correspondiente mono alquil ftalato, después éste se hidroliza hasta acido ftalico

y consecutivamente hasta formar dioxido de carbono. La velocidad de degradacion varia
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substancialmente, dependiendo principalmente de la masa molecular del ftalato, su isomeria y su
constante de particion octanol-agua. Por ejemplo, el DEP (log Kow 2.5) tiene una vida media en
suelos de aproximadamente 19 horas, mientras que el DEHP (log Kow 7.4) es degradado del mismo
suelo después de 70 dias de incubaciont®l. Después de la primera hidrdlisis, la vida media del

mono derivado en menor de 24 horas.

|.4 Ftalatos en alimentos.

La principal fuente de exposicion de los humanos a los ftalatos es la dieta. Presencia de los
ftalatos en diferentes productos alimenticios es debida a su presencia en materia prima, a la
contaminacion durante el procesamiento y también es resultado de migracion de ftalatos de los
empaques de alimentos [> 2%, |La importancia de empaques de alimentos ha sido reconocida
ampliamente lo que quedd reflejado en las directivas de la Union Europea 82/711/EEC?? | donde
se describen algunas pruebas de migracion incluyendo como parametros importantes el tipo de

empaquetado, temperatura y tiempo de almacenamiento.

Para evaluar contribucion de diferentes tipos de alimentos en la ingesta diaria, en un estudio
reciente se clasificd los alimentos en tres grupos: productos con alto contenido (>300 pg/kg), de
bajo contenido (<50 pg/kg) y de contenido promedio (50 — 300 pg/kg) de ftalatos totales 221, Los
productos mas contaminados fueron los de alto contenido de grasa tales como carne de aves de
corral, crema, quesos Y aceites. Por otro lado, leche, yogurt, huevos, frutas, verduras, pasta, arroz
y bebidas presentaban relativamente bajas concentraciones; aungue dichas concentraciones
aumentaban en productos procesados y/o envasados respecto a la materia prima. Los compuestos
frecuentemente reportados (en >50% de estudios consultados) fueron di-isobutilftalato (DiBP), di-
butilftalato (DBP), bencilbutilftalato (BBP); aquellos reportados en menos de 50% estudios fueron
dietilftalato (DEP), dimetilftalato (DMP), di(n-octil)ftalato (DnOP) y di-isononilftalato (DiNP)
22 Cabe mencionar sin embargo que los resultados reportados varian entre diferentes regiones
geograficas; por ejemplo los DMP y DEP fueron los mas ubicuos en alimentos de mercado chino
(23] mientras que en USA los de mayor frecuencia correspondieron a DEP y DEHP!?4l; en ambos

casos sin embargo, las concentraciones de estos compuestos fueron bajos (<DL - 25.98 ng/kg). En



este sentido y de manera consistente entre diferentes estudios, el DEHP resulto ser el ftalato mas

abundante en alimentos, llegando a las concentraciones >300 mg/kg.

De relevancia para este trabajo de tesis, entre los productos con concentraciones muy
cambiantes de ftalatos se detectaron granos, cereales y panes, ésta variabilidad sugiere
contribucion de diferentes fuentes de contaminacién en estos productos. A pesar de las diferencias
observadas, las concentraciones de DiBP, DBP and DEHP fueron siempre las mas altas respecto
a otros ftalatos; en algunos productos el DEHP excedio el limite de 300 pg/kg. También es
necesario resaltar que, entre 35 estudios dedicados a la determinacién de ftalatos en la comida y
17 estudios generales sobre monitoreo de ftalatos en comida, todos ellos publicados hasta el afio
2014 y discutidos en el reciente articulo de revisién, no se incluy6 ningin reporte sobre tortilla de
maiz %2, Debido a la importancia de la tortilla como uno de los principales componentes de la
dieta mexicana y también debido a la falta de datos sobre este producto, en el presente trabajo de

tesis se centrd en el andlisis de ftalatos en tortillas, tostadas y harina de maiz.

I.5 Efectos en la salud

Los ftalatos son clasificados como “disruptores endocrinos” por la Organizacion Mundial
de la Salud. Un disruptor endocrino es definido por la IPCS como “un agente exdgeno que
interfiere con la sintesis, secrecion, transporte, metabolismo, accién de union, o eliminacion
natural de hormonas transportadas por la sangre, responsables por la homeostasis, reproduccién y

procesos de desarrollo”[?®],

Entre los factores importantes en las alteraciones endocrinas en un organismo Vvivo se

encuentran las siguientes:

a) Edad del sujeto durante la exposicion, con una mayor vulnerabilidad en etapa
gestacional.

b) Tiempo de exposicion latente. Una exposicion en las primeras etapas de desarrollo
pueden manifestarse en edad adulta o incluso en la vejez.

c) Exposicion a los contaminantes multiples.



d) Dosis del disruptor durante la exposicion, sorprendentemente, una dosis baja de cierto
contaminante puede tener afectos mas fuertes que una dosis alta.

e) Efectos trans-generacionales y epigenéticos. La exposicion no solo se afecta a un
individuo, sino también a su descendencia e incluso pasa a sucesivas generaciones.

f) La diversidad y complejidad de los mecanismos de accién, dependiendo de tipo del

compuesto y de propiedades de sus metabolitos(?®l,

Estudios anteriores han demostrado que en roedores expuestos a altas dosis de ciertos
ftalatos, los perfiles hormonales resultaron modificados y se presentaban defectos de
nacimientol?’l,  Un estudio britanico reciente informé resultados similares, en el cual el
dibutilftalato (DBP) o su metabolito monobutilftalato (MBP) suprimid la esteroidogénesis en las
células de Leydig en fetos de primates. Los ftalatos han sido clasificados como agentes toxicos por
agencias tan importantes como es la EPA, El DEHP fue catalogado en clase B2 como
embriotoxico, teratogeno y previsto para ser un carcindgeno humanol?®! el BBP pertenece a la
clase C como posible carcinogénico en humanos, el DBP, DEP y DMP estan en Clase D (todavia

no clasificados como carcinogénicos en humanos)&l.

En estudios en humanos se ha reportado que la exposicion prenatal a ftalatos se asocia con
el encogimiento de la distancia anogenital en nifios, indicativo de una disminucion de la
masculinizacién y quizas una reduccién futura de fertilidad. Adicionalmente, los ftalatos han sido
asociados con criptorquidismo y niveles alterados en las hormonas reproductivas. También se
observo un incremento en el riesgo de padecimiento de Hipospadias®! y un decremento en la
calidad y cantidad de liquido seminalt®?,

Un analisis realizado en ratones, los cuales fueron expuestos a 5 mg/kg de masa corporal
de DEHP en etapas pre-natales, se reporté el efecto antiadipogénico, en el cual los ftalatos actuaron
a través de la PPAR. En contraste, una exposicion cronica a DEHP, ha sido asociada con la
adipogénesis a través de la PPARYy, el cual controla el almacenamiento de grasa en el tejido adiposo
mediante la promocién de la diferenciacion y la supervivencia de los adipocitos, también
desempefia un papel importante en el control de la sensibilidad a la insulina. En un cultivo de
preadipositos, la exposicion al metabolito del DEHP (MEHP) causo la adipogénesis mediante un
efecto sobre los receptores en peroxisomas activados por proliferadores (PPARy). Se ha

demostrado que una exposicion prenatal a los ftalatos, provoca una inhibicion en la sintesis de



androgenos y ejerce efectos adipogénicos, ya que se observo una clara correlacion entre el
contenido de metabolitos de ftalatos en la orina y la circunferencia abdominal(®3l,

Ademés de efectos en sistemas reproductivo y endocrino, datos experimentales y
epidemioldgicos sugieren que los ftalatos podrian jugar un papel importante como posibles agentes
causantes en el desarrollo y/o aumento de enfermedades alergénicas atopicas. Se ha propuesto que
ciertos ftalatos podrian actuar como adyuvantes de otros agentes, influyendo en la respuesta
inmune especifica. Se reportd un efecto adyuvante del DBP el cual fue asociado con accion de
otros alérgenos quimicos que desatan la aparicion de IL-8 o interleucina 8, principalmente en

queratinocitos y células promielociticas, respectivamentel*41,

Los ftalatos también afectan las células trofoblésticas en placentas humanas. Por ejemplo,
una alta concentracién de cinco metabolitos de ftalatos encontrada en orina de mujeres
embarazadas (MEHP, MEOHP, MnBP, MiBO Y MBzP) fue asociada con el decremento de la
expresion de marcadores de diferenciacion del trofoblasto (PPARy,AhR, hCG) conduciendo a una
alteracion en el desarrollo de la placenta y de su funcién. En ratas, al exponer los trofoblastos a
DEHP, MEHP y al &cido 2-etilhexanioco, se reportdé un incremento significativo en la
concentracion de diferentes clases de lipidos, lo que sugiere un posible efecto de estos compuestos
en la homeostasis fetal de &cidos grasos y lipidos, con un potencial impacto, a un desarrollo

anormal del fetol3>: 361,

Dado el amplio uso de ftalatos en la produccion de los empaques de comida y demostrada
toxicidad de estos compuestos, el presente trabajo de tesis se enfoca en la determinacion de tipicos
ftalatos en tortillas, tostadas y harina de maiz. Estos alimentos se almacenan en bolsas de plastico
0 en papel y existe un riesgo de la migracion de ftalatos del empaque al producto aumentando

potencialmente la exposicién de los consumidores.
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1.6 Técnicas analiticas empleadas para deteccion y cuantificacion de ftalatos.

[.6.1 Cromatografia de Gases.

La Cromatografia de gases (GC) con diferentes tipos de detectores y metodologias de
extraccion es la técnica por excelencia para la determinacion de ftalatos debido a que estos
compuestos son semi-volatiles y termoestables (desde el mas pequefio dimetilftalato hasta di-
dodecilftalato)*”: %1, Un argumento mas para el uso preferencial de GC es que ftalatos presentan
un amplio intervalo de polaridades lo que dificulta su separacion por cromatografia de liquidos.
Inicialmente, en GC se usaban el detectores por fotoionizacion (P1D)B?, por ionizacion de flama
(FID)™, de captura de electrones (ECD)*!, o detector de infrarrojo con transformada de Fourier
(FTIR)™2, pero en la actualidad se emplea con mayor frecuencia la espectrometria de masas (MS)
como sistema de deteccion, utilizado principalmente el modo de monitoreo selectivo de iones (SIM

Selected lon Monitoring)™l,

En GC-MS con ionizacion por impacto de electrones (El), el fragmento m/z 149 es el ion
comun para la mayoria de los ftalatos a excepcion del DMP (ion m/z 163). Esta es la mayor
limitacion del método para la determinacion de ftalatos, porque generalmente las muestras de
interés contienen mezclas de isémeros que inicialmente co-eluyen, tal es el caso del DIDP y DINP
con varios sustituyentes alquilicos. El andlisis, incluso utilizando el monitoreo selectivo de iones,
requiere una separacion cromatografica eficiente y una confirmacién adicional para asegurar que
no ocurre la co-elucion de solutos que producen iones con el mismo valor m/z. Actualmente
empleando GC con espectrometria de masas con separador de iones de triple cuadrupolo, la
selectividad y el poder de deteccion aumenta enormemente gracias al uso de monitoreo de

reacciones multiples.
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1.6.1.1 Detector por lonizacion en Flama (FID)

El detector por ionizacion en flama utiliza la flama de hidrégeno/aire donde ocurre pirolisis
y ionizacion de los solutos orgénicos que se eluyen de la columna, aumentando de esta manera la
conductividad de la llama. Al aplicar la diferencia de potenciales entre la parte inferior del
quemador y un electrodo colector colocado encima de la flama, se genera una corriente eléctrica
relativamente baja, del orden de 10*? A, misma que es incrementada mediante un amplificador de
alta impedancia. Se mide la corriente como sefial analitica y esta es directamente proporcional a
la masa del soluto introducida a la flama.

Venteo I

Sensor
de
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Make up (Nz) E

Vilvulas de paso
Filtros proporcional Restrictores
] Sensor —
Aire E de
| Presion _— l
Bucle de control de -«
resién
I Sensor —
Ly
Hidrégeno E de
I Prasién — _l
-
]

Figura 2. Esquema de Detector por lonizacion en Flamal*4,
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Para este detector, el gas acarreador empleado en la columna puede ser nitrogeno o helio.
Su principal ventaja es alta versatilidad en el analisis de compuestos organicos. Por ejemplo, en
el analisis de hidrocarburos, su sensibilidad es 107 g/s, con amplio rango lineal y bajo ruido.
Existen algunos grupos funcionales que no dan respuesta en este detector, como
el carbonilo, alcohol, halégeno o amina, y tampoco pueden ser detectados gases como el
CO», SO, agua y Oxidos de nitrégeno. Esta caracteristica del detector no limita en absoluto la
técnica, al contrario, puede permitir el analisis de muestra contaminadas con compuestos organicos

con los grupos funcionales mencionados.

1.6.1.2  Detector por Fotoionizacion[*]

El funcionamiento del PID (por sus siglas en inglés) se basa en la ionizacion de moléculas
orgéanicas en fase gaseosa mediante su irradiacion con fotones que poseen energia en la regiéon UV
(8.3a11.7 eV). Es importante que los fotones en este intervalo de energia sean capaces de ionizar
muchas especies organicas pero no a los gases de acarreo. Un PID tiene dos partes funcionales:
una fuente de excitacion y una cadmara de ionizacion. La fuente de excitacion puede ser una
lampara de descarga alimentada con la corriente directa (1 a 2 kV), radiofrecuencia (75 a 125 kHz),
microondas (2450 MHz), o se puede emplear ionizacién por laser. Los iones de soluto son
acelerados por diferencia de potenciales de 100 a 200 V aplicada entre el electrodo acelerador y el
electrodo colector, donde se mide la corriente eléctrica que es proporcional a la masa del soluto
eluido de la columna. La lampara mas popular para PID es el modelo 10.2 eV, que aplica un fuerte
haz de fotones favoreciendo la sensibilidad. Hay ciertas aplicaciones en que la lampara de 9.5 eV
es preferible a la 10.2 eV; esta incluye compuestos aromaticos en matrices alifaticas, mercaptanos

en presencia de H>S, y aminas en presencia de amoniaco.

Un tipo especial de detector donde se utilizan fotones para la ionizacién de compuestos, es
el detector de ionizacion por descarga (DID). El DID usa fotones en el ultravioleta lejano y para
ello se hace pasar helio a través de la cAmara en la cual electrodos de alto voltaje generan una
descarga luminiscente generando emision de alta energia a 58.84 nm (teniendo una energia de 21.2

eV). Los fotones pasan a través de una apertura a una segunda camara donde causan la ionizacion
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de compuestos que salen de la columna y que tienen su potencial de ionizacién menor a 21.2 eV.
Esta condicion se cumple practicamente para todos los compuestos en fase gaseosa, incluyendo
hidrdgeno, argon, oxigeno, nitrégeno, metano, carbon, monoxido, oxido nitrosos, amonio, agua y
dioxido de carbono. Los electrones resultantes son atraidos hacia el electrodo colector generando

una corriente eléctrica.

1.6.1.3  Detector de Captura de Electronest“6l,

El detector de captura de electrones (ECD) se convirtié en uno de los mas usados en
muestras ambientales porque detecta selectivamente compuestos halogenados como los pesticidas
o bifenilos policlorados y compuestos gue contienen en su estructura anillos aromaticos como son
los hidrocarburos aromaéticos policiclicos (PAH). El disefio del detector de captura de electrones
se muestra esquematicamente en la figura 3. La cdmara interna del detector se mantiene tan
pequefia como sea posible y estad forrada con una capa radioactiva de B-emisores (°H o %Ni) la
cual se sella con aluminio. El tubo de entrada y el cuerpo cilindrico son aislados uno del otro para
que puedan ser usados como electrodos en la celda. Los electrones emitidos provocan la ionizacion
del gas de arrastre (N2 0 Ar) y, mediante aplicacion de una diferencia de potenciales, se genera una
corriente eléctrica constante.

B

N2§N2++e_

Los solutos que salen de la columna y entran a la cdmara del detector junto con el gas de
arrastre provocan una disminucion de la corriente que es proporcional a la cantidad de este soluto.
Las dos siguientes ecuaciones muestran el mecanismo de la disminucion de la ionizacion de

nitrégeno en presencia del soluto M.
M+ e  » M~

M=+ NS - M+ N,

14



Los ECD operan en modo de pulsos a una amplitud de 50 V y 1 us de duracién con
intervalos de 20 a 50 pus. Comparado con otros detectores, el ECD ofrece alto poder de deteccion
(limites de deteccion del orden de unas pocas partes por trillon), es simple y versatil. Por otro
lado, es necesario mencionar el requerimiento de la pureza del gas acarreador y de muestra,
relativamente corto intervalo de respuesta lineal (2 6rdenes de magnitud), precauciones necesarias
debido al uso de material radioactivo y necesidad de constantes mantenimientos usando altas

temperaturas y procedimientos de limpieza de muestra estrictos.

Catodo

Chapade Ni

A Nitrogeno

; Engtrada de gas

desde la columna

Figura 3. Esquema de Detector por Captura de Electrones!*’].

1.6.2 Espectrometria de Masas.

El término espectrometria de masas (MS) engloba un conjunto de técnicas que se basan en
la ionizacion de moléculas y en la separacion de iones generados en fase gaseosa en funcién de su
relacién masa/carga (m/z). La capacidad analitica de un equipo MS depende de su configuracion
y en particular, del tipo de fuente de ionizacion y del separador de masas. Cuando se utiliza una
fuente de iones muy energética, como es por ejemplo el plasma de argén acoplado inductivamente,

se producen principalmente iones positivos con carga +1 de &tomos (metales, metaloides y algunos
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no-metales). Por su parte, las fuentes de ionizacion suave tales como ionizacion por
electronebulizacion (ESI) o desorcidn/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI) producen
iones de moléculas sin o con muy poca fragmentacion y ademas se forman aductos de estos iones.
Existen también dispositivos de ionizacion de caracter intermedio, donde la fragmentacion de
moléculas es mayor respecto a ESI o MALDI, tal es el caso de ionizacion por impacto de electrones
(EI) o, con mucho menor fragmentacion de iones, ionizacion quimica (Cl). Entre diferentes tipos
de separadores de m/z, cuadrupolo y trampa iénica operan como filtros de iones, mientras que los
separadores de tipo sector de campo magnético y/o electroestatico y de tiempo de vuelo funcionan
como analizadores. Hoy en dia, la configuracion del sistema de ionizacién y separacion de masas
permite repetir el ciclo de ruptura de los iones produciendo sus fragmentos lo que se denomina
espectrometria de masas en tdndem (MS)". EIl objetivo es obtener informacion estructural mas
completa, asi como mejorar la selectividad y sensibilidad para el analisis cuantitativo. En este
sentido, en GC se utilizan los separadores de masa tipo trampa ionica, triple cuadrupolo o

cuadrupolo con analizador de tiempo de vuelo.

Dependiendo de la configuracion del instrumento, MS provee informacion cualitativa y
cuantitativa sobre composicion atobmica y molecular de la muestra, incluyendo la capacidad de

caracterizacion estructural de los compuestos.

La principal ventaja de espectrometria de masas atomica es su capacidad de cuantificacion
de metales, metaloides y algunos no-metales con muy alto poder de deteccion, amplio intervalo de
linealidad, préacticamente sin interferencias quimicas y con capacidad isotopica. En el caso de
espectrometria de masas molecular, ademas de su posibilidad del analisis cuantitativo, se obtiene
la caracterizacion estructural mediante la medicion de la masa exacta de especies moleculares, su
padron isotopico y padrones de fragmentacion. Gracias a su excepcional selectividad, se pueden
caracterizar/cuantificar varios compuestos presentes en una sola muestra; sin embargo, la
importante limitacion en este caso es el efecto de la matriz de muestra sobre eficacia de ionizacion,
la necesidad de utilizar equipos de alta resolucion para poder distinguir entre iones con muy
similares valores m/z y también imposibilidad de distinguir entre isémeros épticos o geométricos
de compuestos. Para eliminar al menos parcialmente estos problemas, se realiza una etapa previa
de tratamiento de muestra y separacion de compuestos de interés antes de la introduccion de la

muestra al espectrometro de masas. De esta manera, la configuracion instrumental en la que se

16



tiene el acoplamiento en linea de un cromatografo de gases (GC) o de liquidos (LC) con un
espectrometro de masas, es ampliamente utilizada para diferentes aplicaciones. En particular, las
técnicas GC-MS y LC-MS relnen la capacidad de separacion que ofrece el cromatografo con la
sensibilidad y especificidad de un espectrémetro de masas. El principal problema que se plantea
a la hora de acoplar estas dos técnicas es que una de ellas, la cromatografia, trabaja a una presion
ligeramente superior a la atmosférica, mientras que la otra trabaja bajo alto vacio. En el caso de
GC-MS, el gas portador por excelencia para este acoplamiento es el helio y se utilizan columnas
capilares de pequefio diametro; por otro lado, en la etapa MS es necesario el uso de bombas de alto
vacio. En este tipo de acoplamientos, es preciso introducir entre los dos equipos un dispositivo
(interface) capaz de eliminar la mayor parte del gas portador, evitando al mismo tiempo el
mezclado de los componentes separados previamente en la columna cromatografica asi como
pérdidas de muestra por descomposicion o condensacion. El caudal de las columnas capilares es
suficientemente bajo como para que la salida de la columna pueda introducirse directamente en la

camara de ionizacionl#el,

En el presente trabajo de tesis, la cuantificacion de los ftalatos se propone llevar a cabo por
GC-MS, es por ello que en las siguientes secciones se describen brevemente tipicos dispositivos

de ionizacion y separadores de masa utilizados en esta técnica.

1.6.2.1  lonizacién por Impacto de Electrones (EI).

Este tipo de ionizacién se utiliza principalmente en los equipos GC-MS, donde se analizan
compuestos volatiles y semi-volatiles, cuyas masas moleculares no sobrepasan 10° Da y entre ellos
se incluyen ftalatos. En la cdmara de ionizacién, un filamento caliente de wolframio o de renio
emite electrones; estos electrones son acelerados mediante diferencia de potenciales de
aproximadamente 70 eV aplicada entre el filamento y el &nodo. Las trayectorias de los electrones
y las moléculas son perpendiculares y se cruzan en el centro de la fuente donde colisionan
ocasionando la ionizacion de los solutos. EI producto primario son iones de una Unica carga
positiva que se forman cuando los electrones de elevada energia se acercan suficientemente a las

moléculas como para causarles la pérdida de electrones por repulsidon electroestatica. La
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ionizacion por impacto de electrones no es muy eficaz y sélo alrededor de una molécula de entre

un millén experimenta la reaccién primaria:
M+ e™ » M+ 2e”

donde M representa la molécula de analito y M™ es su ion molecular. Los iones positivos
producidos en un impacto de electrones se encuentran sin embargo en altamente excitados estados
vibracionales y rotacionales de energia; como resultado de su relajacién se produce fragmentacion
formando un gran numero de especies, tipicamente con m/z inferior respecto a la molécula intacta
del compuesto. Los iones son atraidos a través de la rendija hacia la primera placa de aceleracion
mediante una pequefia diferencia de potenciales (aproximadamente de 5V) aplicada entre esta
placa y las placas repulsoras; se pueden utilizar campos electrostaticos 0 magnéticos adicionales

para manipular el haz de electrones o de ionest .,

Las fuentes de ionizacién por impacto de electrones producen corrientes de iones elevadas,
obteniéndose buenas sensibilidades, ademas la extensa fragmentacion ayuda en la identificacion
de los analitos; no obstante, la ausencia de la sefial del ion molecular impide en muchos casos

establecer la masa molecular del compuesto.

En este trabajo de tesis, para la determinacion de ftalatos, se utiliz6 el instrumento GC-MS

equipado con dispositivo de ionizacion por impacto de electrones.

1.6.2.2 lonizacion Quimica (CI).

Los espectrometros de masas mas modernos estan disefiados para poder realizar la
ionizacion por impacto de electrones y la ionizacion quimica de manera intercambiable. En la
ionizacion quimica, las moléculas en estado gaseoso se ionizan al colisionar con los iones
producidos a partir de un gas reactivo. Este gas (tipicamente amoniaco o metano, pero también
propano o isobutano, entre otros) se introducen a la camara de ionizacion en un exceso de 10° a
10* veces respecto a los solutos que salen de la columna; de esta manera, al interaccionar con un
haz de electrones que se genera en la celda, la ionizacion del gas reactivo ocurre de manera

preferencial. La ionizacion de los compuestos de interés se realiza mediante reaccion con iones
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del gas ionizado. Para llevar a cabo experimentos mediante ionizacién quimica, es necesario
modificar la zona de ionizacién del haz de electrones, incrementando la capacidad de la bomba de
vacio y reduciendo la anchura de la rendija que conduce al separador de masas. Estas medidas
permiten mantener una presion de aproximadamente 1 torr en el area de ionizacion mientras que
en el separador, la presion esta por debajo de 10 torr. Uno de los reactivos mas comunes es el
metano, que reacciona con electrones de elevada energia para dar iones como CH4*, CHs" y CHy",
donde las dos primeras especies corresponden a aproximadamente 90% de todos los productos de

reaccion. Estos iones reaccionan rapidamente con moléculas de metano adicionales como sigue:

CH} + CH, —» CH} + CHs

CHf + CH, -» C,HS + H,

Por su parte, en las colisiones entre las moléculas de compuestos de interés MH y CHs* o
C2Hs" ocurren la transferencia de protones y formacién de iones de los analitos tal como se

presentan a continuacion:

CH + MH - MHY + CH,

C,HY + MH - MH} + C,H,

La transferencia del protdn genera el ion positivo (M+1), pero en algunos compuestos
puede encontrarse también una sefial (M+29), resultado de la transferencia del ion CoHs™ al analito.
Aunque CI en modo positivo tiene muchas mas aplicaciones, es posible también formar iones
negativos por perdida de protdn u otro tipo de reacciones quimicas. Es importante mencionar que
la ionizacion quimica tiene caracter mas suave respecto a El, por lo que los espectros de masas son
relativamente sencillos y el ion molecular aparece como el de mayor intensidad. Al comparar ClI

con El, la ionizacion quimica ofrece mayor selectividad y mayor poder de deteccion.
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1.6.2.3 lonizacion por campo.

En las fuentes de ionizacidn por campo, la ionizacion ocurre bajo la influencia de un campo
eléctrico fuerte (10® VV/cm). Este campo se produce al aplicar potenciales del orden de (10 a 20
kV) a un emisor en forma de aguja, cubierto por muy finas puntas del carbon, cuyos didametros son
menores de 1 um. El emisor (anodo) se coloca a una distancia de 0.5 a 2 mm del catodo, el cual a
menudo sirve de rendija. La muestra gaseosa se difunde hacia el area de campo eléctrico, alrededor
de las microagujas del anodo y la ionizacion se produce por un mecanismo de efecto mecanico-
cuantico tunel en el que los electrones del analito son extraidos por las microagujas del anodo. En
este caso el analito adquiere poca energia vibracional y rotacional; por lo que se obtiene poca
fragmentacion de molécula. Una limitacién de la ionizacion por campo es su baja sensibilidad, que
es al menos un orden de magnitud inferior a la de las fuentes de impacto de electrones, las

corrientes maximas son del orden de 101* A.

1.6.2.4  Separadores de masas®®-%2,

Una vez formados los iones, estos pasan de la camara de ionizacion al area del separador
donde son separados en base a su relacion masa/carga. El rango de masas de interés es escaneado
obteniéndose una separacion de iones en un dominio de espacio o tiempo. Los separadores de
masa mas comunes en GC son el cuadrupolo, trampa ionica, separador de sector del campo y de
tiempo de vuelo. En el caso de sector de campo, se puede emplear un solo sector del campo
magnético o dos sectores del campo electrostatico y magnético, respectivamente. El instrumento
equipado con dos sectores se denomina de doble enfoque y es de alta resolucion (figura 4).

La relacién entre la fuerza del campo magnético y la masa/carga esta dada por:

m B?rZe

z 2V

donde B es la induccién del campo magnético aplicado, r es el radio de la trayectoria, € es la carga
del electron, m y z son la masa y carga del ion, respectivamente, V es el voltaje de aceleracion. De

manera general, el campo magnético aplicado a los iones en movimiento provoca su desvio de tal

20



manera que el radio de la trayectoria depende de su masa/carga. En un tipico analizador por sector
magnético, el campo magnético es variado, para que los iones pasen a través de una rendija angosta
separados por su m/z dependiendo del ajuste del campo y en un amplio intervalo de masas. Es
importante que la induccién del campo pueda ser alterada con suficiente rapidez para poder
registrar las sefiales de corta duracién, como ocurre en una separacion cromatografica. Al agregar
el sector del campo electrostatico, aumenta la resolucion del analizador ya que se obtiene el
enfoque de los iones que poseen la misma energia cinética. Los analizadores de doble enfoque
pueden operar a baja, mediana y alta resolucion; en el modo de alta resolucion obviamente se
pierde la sensibilidad, pero en modo de mediana y baja resolucion se elimina muy eficientemente

el ruido y la sensibilidad es excelente.

Analizador Analizador
Electroestatico Magnético

Paso de haz de
1 iones
1
1l
Rendija de fueiltilul

!

1
[— HI Rendija de detector
‘l‘ _
: \—‘

Fuente de iones Detector

Figura 4. Analizador mésico de doble enfoque, en el que los iones separados pasan por el sector
de campo electrostatico y sector magnéticol®®l.

El separador de masas quizds mas utilizado es el cuadrupolo, sobre todo cuando se
combinan tres en un solo equipo o cuando el cuadrupolo es incorporado junto con el analizador de
tiempo de vuelo. El cuadrupolo sencillo consiste de cuatro barras cilindricas precisamente rectas
y paralelas entre si, arregladas de tal manera que el haz de iones es dirigido axialmente entre ellas.
Las barras opuestas se conectan eléctricamente, un par esta unido al polo positivo de una fuente

variable de corriente alterna de radiofrecuencia, que estan desfasados 180 grados. Para obtener un
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espectro de masas con este dispositivo, los iones se aceleran en el espacio entre las barras mediante
un potencial de 5 a 10 V. Entre tanto, los campos de corriente continua y alterna se incrementan
simultdneamente, mientras se mantiene constante su relacion. En cualquier momento, todos los
iones excepto aquellos que tengan un determinado valor m/z son eliminados por los choques con
las barras. Con un cambio del ajuste de campos se obtiene el barrido de iones, los cuales de acuerdo
a su valor m/z alcanzaran al detector en diferentes tiempos; generalmente se separan iones que

difieren en su masa en una unidad.

Para comprender la capacidad de filtracién de un cuadrupolo, es necesario considerar el
efecto de los potenciales de corriente continua y de corriente alterna en la trayectoria de los iones
a medida que atraviesan el canal de barras. Cuando el potencial de corriente alterna es positivo
con respecto al eje central, los iones positivos seran acelerados o enfocados sobre el eje central de
la estructura como se muestra en la figura 5. Inversamente, cuando el potencial aplicado es
negativo, el haz de iones positivos sera acelerado hacia los electrodos parciales negativos; es decir,
los iones cargados positivamente tienden a ser desenfocados del eje central y neutralizados por
choques con barras. Esta tendencia es modulada por un potencial positivo de corriente continua
que se superpone a una sefial de corriente alterna y, como resultado las barras del plano yz actian
como un filtro que no deja pasar masas bajas. Por su parte, el par de barras que se mantienen a un
potencial negativo de corriente continua (plano yz) atraen de manera continua todos los iones; sin
embargo, para los iones mas ligeros este movimiento se puede compensar por el campo de la
corriente alterna manteniéndolos dentro del canal central. Las barras en el plano yz actiian entonces
como filtro de masas altas. Para que un ion se desplace a través del cuadrupolo hasta el detector,
debe tener una trayectoria estable en ambos planos xz e yz. Por lo tanto, el cuadrupolo transmite
una banda de iones que tienen un intervalo limitado de valores de m/z®4. El barrido de espectro es

gobernado por la dinamica del ajuste de los dos tipos de campo.

Otro separador de tipo filtro es la trampa ionica; éste se considera mas versatil y mas
sensible que el cuadrupolo sencillo ya que permite almacenar, seleccionar y fragmentar los iones

formados en el mismo dispositivo (trampa).
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Figura 5. Esquema de un analizador de masas de tipo cuadrupolof®3,

Es un dispositivo en el que pueden formarse los cationes o aniones gaseosos y éstos se
confinan durante controlados periodos de tiempo por la accion de campos electromagnéticos de
corriente alterna y continua. Se han desarrollado varios tipos de trampa de iones, la méas popular
es la trampa simple, pero también se puede mencionar la trampa de resonancia ionica ciclotrénica
con transformada de Fourier y trampa orbitante. En la figura 6 se muestra como es una trampa de
iones sencilla. Consta de un electrodo anular y un par de electrodos colectores, dentro del espacio
formado se mantiene la presion reducida y se introduce gas helio para enfriamiento de iones y, en
su caso, para su fragmentacién. Al electrodo anular se le aplica un potencial variable de
radiofrecuencia, mientras que los electrodos colectores estan conectados a tierra (o se les confiere
un potencial de corriente continua). Dependiendo de las condiciones del campo, los iones en un
intervalo elegido de m/z quedan atrapados circulando en érbitas estables dentro de la cavidad entre

los electrodos.

Cuando se incrementa el potencial de radiofrecuencia, las orbitas de los iones mas pesados
llegan a estabilizarse, mientras que las de los iones mas ligeros son eliminadas, produciéndose su
colision con la pared del electrodo anular. De esta manera, con un ajuste del potencial de

radiofrecuencia se logra atrapar los iones en el intervalo de m/z de interés y posteriormente, con el
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barrido del voltaje, los iones atrapados se desestabilizan y abandonan la cavidad por la apertura en
el electrodo colector para su deteccion y conteo. La trampa de iones ofrece baja resolucion en el
intervalo de masas de 50 a 5000 Daltons (permite distinguir entre sefiales que difieren en una
unidad de masa)®®® %, Su ventaja importante es la posibilidad de realizar multiples eventos de
fragmentacion dentro del mismo dispositivo, simplemente regulando el voltaje y produciendo las

colisiones de iones con helio.

Electrod anular
(anillo)

Lentes

Detector

Tapa de entrada
Electrodo colector

Figura 6. Esquema de un analizador masico de trampa de iones®].

Por su parte, en el analizador de masas por tiempo de vuelo (time of flight, TOF)®®, un
paquete de iones es acelerado mediante un impulso de potencial y entra a un tubo libre de cualquier
campo en el cual se mantiene alto vacio. Los iones se desplazan en el tubo hasta llegar al detector
para su conteo. Basandose en la premisa que todos los iones entran al tubo de vuelo con la misma

energia dada por zeV = mv?/2, los iones de diferente masa tendran diferentes velocidades: v =
(ZzeV/m)l/Z. Si un espectrometro posee un tubo de vuelo con cierta longitud L, el tiempo de
vuelo para un ion esta dado por: t = (Lzm/ZzeV)l/Z, lo que permite obtener el barrido de m/z de

acuerdo con el tiempo que duran los iones en el tubo hasta llegar al detector.

En la mayoria de los instrumentos actuales, el tubo de vuelo tiene integrado un reflector
que por la repulsion electrostatica cambia la direccion de vuelo de los iones y de esta manera
enfoca aquellos de la misma m/z logrando que lleguen al detector al mismo tiempo

independientemente de posibles diferencias entre sus energias.

24



Los tiempos de vuelo son muy cortos (del orden de 107 s), por lo que la electrénica del
instrumento tiene que ser rapida. EI rango de masas que pueden ser separadas en TOF es
practicamente ilimitado, lo que hay que resaltar como una ventaja aunque no tan importante si este
analizador se utiliza en acoplamiento con GC. Cabe también mencionar que la insercion de
diferentes dispositivos dentro del tubo de vuelo permite mejor enfocamiento de iones, eliminacion

de iones “interferentes” y fragmentacion de iones de interés.

El espectrometro GC-MS con el que se desarrollé el trabajo de tesis cuenta con el sistema
de tres cuadrupolos en serie. Aunque un cuadrupolo per se no ofrece alta resolucion, los equipos
de triple cuadrupolo son capaces de un anélisis altamente selectivo y eliminan ruido de manera
muy eficiente. De esta manera se obtienen altos valores de sefial/ruido y se logra cuantificacion de

compuestos presentes en la muestra en muy bajos niveles de concentracion.

1.6.2.5  Uso de Monitoreo de Reacciones Multiples (MRM)®l,

El detector de triple cuadrupolo permite adquirir los datos en las siguientes modalidades:
barrido completo (FULL SCAN) en el que se obtiene un cromatograma total de iones (TIC),
monitoreo selectivo de iones (SIM), monitoreo de productos de fragmentacion de iones
precursores (PRODUCT), monitoreo de iones precursores (PRECURSOR) y monitoreo de
reacciones maltiples (MRM).

En el modo de barrido completo (FULL SCAN) se lleva a cabo una adquisicién continua
y virtualmente simultidnea de todos los valores m/z en el intervalo establecido inicialmente; el
cromatograma TIC obtenido permite detectar la presencia de compuestos esperados/conocidos y
también permite asignar los picos cromatograficos que corresponden a la elucion de cada uno de
ellos. En este caso, solamente un cuadrupolo es utilizado como filtro de masa, mientras que los
otros solamente se utilizan para transmision/enfocamiento de iones. Este tipo de adquisicion
carece de selectividad y presenta bajos valores S/N. Para solventar dichas limitaciones, se puede
utilizar el modo SIM para lo cual a partir del TIC se extraen solo aquellos iones que tengan valor
masa/carga del ion mas abundante en cada pico cromatografico. Técnicamente, en el primer

cuadrupolo de TQMS se selecciona un solo ion para cada uno de los compuestos (el mas
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abundante) y este ion es posteriormente filtrado en dos cuadrupolos subsecuentes. A menudo se
adquieren en este modo fragmentos de cromatograma correspondientes a los tiempos de elucion
de cada uno de estos compuestos (ventana de tiempo). Aunque para cada uno de los compuestos
se utiliza solamente un ion, el modo SIM ayuda mejorar la selectividad respecto TIC y permite
eliminar ruido obteniéndose un aumento de los valores S/N. Es de resaltar sin embargo que la
técnica mas potente para la cuantificacion de trazas de analitos es el monitoreo de reacciones
multiples. En esta modalidad, para cada uno de los compuestos se selecciona un par de iones, uno
de los cuales es el precursor y el segundo es producto de su fragmentacién (producto). En este
caso, el primer cuadrupolo sirve para seleccionar el(los) ion(es) precursor(es) formados por la
ionizacion EI, mientras que el segundo cuadrupolo funciona como zona CID (camara de
fragmentacion de iones inducida por colisiones) y en el tercer cuadrupolo se pueden filtrar y

monitorear selectivamente los iones productos.

En otras palabras, en el modo MRM se lleva a cabo la ionizacion de compuestos (El) y
posteriormente la fragmentacién de iones (CID - segundo cuadrupolo), mientras que los
cuadrupolos 1 y 3 filtran iones de diferentes m/z, lo que conduce al aumento de selectividad hacia
el compuesto de interés y, que es muy importante, permite disminuir de manera substancial el
ruido. En la zona CID, la fragmentacion del precursor ocurre mediante su disociacion por
colisiones con el gas helio o argon. En el proceso de colision, la energia cinética del ion precursor
se convierte en su energia interna lo que provoca division y reorganizacion de enlaces y también
pérdida de especies neutras. En el tercer cuadrupolo, a menudo se adquieren sefiales de dos iones
provenientes de un solo compuesto, uno de ellos cuantificador y otro calificador (para confirmar
la identidad del compuesto). EI uso de MRM en el detector de triple cuadrupolo se presenta
esquematicamente en la figura 7. Obviamente, MRM puede llevarse a cabo para varios compuestos
al mismo tiempo, lo que es muy util cuando la separacion cromatografica no es efectiva y ocurren

co-eluciones.

Un punto clave en MRM es la seleccion del ion precursor y ion producto para todos los
compuestos de interés. Esta seleccion se realiza utilizando la modalidad PRODUCT, en la que
todos los iones obtenidos en la ionizacion (EI) del compuesto se dejan pasar a la zona CID
registrando espectros de masa que incluyen todos los iones generados. A partir de estos espectros
se elige el ion producto que tenga la intensidad mas alta posible. En esta etapa se examinan
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diferentes energias aplicadas en zona CID (5-100 eV) buscando aumentar la sensibilidad al
maximo. Hay que resaltar que la excepcional selectividad del método MRM es debida al uso de la
transicion ion precursor — ion producto que es Unica para un compuesto dado. Dicha transicion
permite también disminuir de manera dréstica el ruido aumentado la relacion S/N, como ya se
mencionod antes en este texto. En la cuantificacion MRM, la curva de calibracion se construye
tomando la intensidad del ion producto para cada uno de los compuestos que se eluyen de la
columna. En el caso de ftalatos, se pueden utilizar estandares de compuestos individuales, o
mezclas comerciales tales como son los productos EPA con nimeros de catilogo Sigma 861216,
CRMA47643, 40077-U o0 458231.

En resumen, el uso de GC-MS(TQ) con ionizacién por impacto de electrones y detector
masico de triple cuadrupolo proporciona una confirmacion/identificacion de compuestos mucho
mas confiable respecto un GC-MS con un simple cuadrupolo. Asimismo, el uso de MRM no
solamente aumenta la selectividad, pero sobre todo aumenta el poder de deteccion haciendo

posible la cuantificacion de solutos a nivel de ultra traza.

Muestra MS1 CID (M52) MS3 Detector

e =@= o

1

Figura 7. Esquema general de un espectrometro de masas en tindem espacial. (MS?* primer
cuadrupolo separador de masas, CID, MS? segundo cuadrupolo separador de masas)©,
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[.6.3 Cromatografia de Liquidos.

De manera general, cromatografia de liquidos (LC) tiene aplicaciones en separacion de
compuestos no-volatiles que presentan diferente polaridad, carga eléctrica, tamafio molecular o
afinidad a ciertos grupos funcionales. En la busqueda bibliografica se han encontrado algunos
trabajos sobre el uso de LC en el analisis de ftalatos (tabla 3), por lo que en esta seccion se hace
una muy breve descripcion. La principal ventaja de LC es su enorme versatilidad debido a
diferentes dimensiones, asi como préacticamente ilimitadas posibilidades de elegir composicion de
fases moviles y condiciones de elucion. Los sistemas de deteccion abarcan diferentes tipos de
detectores espectrofotométricos®l, especificamente, el detector de arreglo de diodos integrados
(DAD, diode array detector), detector fluorimétrico, detectores electroquimicos, detectores de
indice de refraccion; sin embargo, cada uno de estos sistemas tradicionales tienen sus propias
limitaciones en términos de sensibilidad y/o selectividad. Es por ello que, hoy en dia existe una

clara preferencia de utilizar técnicas hibridas donde se realizan acoplamientos entre LC y MS.

El uso de espectrometria de masas ha permitido que se pueda identificar y cuantificar una
gran variedad de especies quimicas presentes en muestras con matrices quimicamente complejas
como los son los alimentos. En el andlisis de ftalatos sin embargo, el uso de HPLC-MS o HPLC-
MS/MS ha sido poco frecuente; en parte debido a grandes diferencias en polaridad entre
compuestos de este grupo y, porque HPLC es mas vulnerable a contaminaciones respecto a GC.
Entre potenciales fuentes de contaminacion con estos ubicuos compuestos hay que mencionar el
ambiente de laboratorio, filtros o disolventes utilizados para la fase movil, su lixiviacion de
conexiones y de tuberia de plastico. Asimismo, es necesario evitar/eliminar impurezas en
muestras, por ejemplo provenientes de procedimiento tipo QUEChERS (Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged and Safe). Las impurezas que se eluyen de la columna LC, al entrar a la fuente

de ionizacion provocan problemas de supresion de ionizacién de los analitos.

Para eliminar contaminacion y posibles interferentes en la determinacion de ftalatos en
bebidas por HPLC-MS/MS se utiliz6 una columna adicional llamada “hold back column”

ascendente a la vélvula del inyector!®?l,
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1.7 Revision bibliogréafica de los métodos utilizados para la determinacion de ftalatos.

En la tabla 3 se presenta una breve descripcion de tipo de muestras y de procedimientos
utilizados en el analisis de ftalatos, principalmente basados en las separaciones por cromatografia
de gases o liquidos con diferentes sistemas de deteccion. Se puede observar que existe interés en
determinar ftalatos en agua potable, muestras medioambientales, en comida y en muestras clinicas.
Como se ha dicho antes, estos compuestos son muy ubicuos asi que un reto especifico es
controlar/evitar contaminacion de muestras; las potenciales fuentes de contaminacion son: el aire,
el material de laboratorio, los reactivos, solventes y el propio laborista. Es por ello que los

protocolos de limpieza y los blancos son de suma importancia 4 631,

En cuanto al tratamiento de muestra, éste depende obviamente de su composicién quimica.
En el caso de matrices acuosas (aguas naturales, bebidas), se utiliza la extraccion liquido-liquido
con solventes organicos tales como n-hexano o iso-octanol®4l, Alternativamente se puede también
separar los ftalatos en un dispositivo de extraccion en fase solida (SPE)[ 81, Cuando se trata de
muestra sélida con bajo contenido de lipidos (suelos, plantas y alimentos derivados de ellos), los
ftalatos usualmente se extraen con mezcla de agua-acetonitrilot®” 1. E| analisis de muestras que
contienen grasas (alimentos del origen animal, cosméticos, empaques de alimentos) es mas retador,
ya que el objetivo es lograr la extraccién eficiente de ftalatos evitando al mismo tiempo que el
extracto contenga lipidos — indeseables a la hora del analisis instrumental. En este sentido, el
tratamiento de muestra es un campo activo del desarrollo metodoldgico; se han examinado
diferentes mezclas de solventes (diclorometano, cloroformo, acetonitrilo, metanol) a menudo
recurriendo a la extraccion asistida por microondas o por agitacion en el bafio de ultrasonido®2 &,
Alternativamente, algunos autores utilizaron micro-extraccion dispersival’® 1. En muchas
ocasiones, sobre todo para muestras de composicion quimica compleja, el extracto requiere de un
procedimiento de limpieza y/o pre-concentracion. Para ello, se ha reportado el uso de
cromatografia de exclusion por tamafio molecular (diclorometano-hexano como fase movil) o
extraccion de interferentes apolares con un solvente adicional, inmiscible con extractol®”l. Llama
la atencidn el creciente nimero de reportes donde se emplean técnicas de micro-extraccion tales

como micro-extraccion en fase sélida, en peliculas, fibras, sorcion de los compuestos presentes en
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la fase gaseosa (headspace), etc. Cabe resaltar que estos micro-procedimientos no solamente
permiten cumplir con los principios de la quimica verde, pero son muy adecuados para el analisis

en sistemas LC-MS y GC-MS donde se requieren pequefias cantidades de muestra.

De acuerdo con lo descrito en la parte anterior de esta introduccion, la cromatografia de
gases ha sido mas cominmente utilizada para este tipo de andlisis, debido a que los ftalatos son
semi-volatiles y termoestables (desde el mas pequefio dimetilftalato hasta di-dodecilftalato) 37381,
Se ha reportado el uso de columnas capilares con fases estacionares apolares (polidimetilsiloxano
o polimetilfenilsiloxano) — estas permiten buena resolucion gracias a relativamente altas
temperaturas y mas bajo sangrado en comparacion con columnas polares (Wax)[.
Muestras/extractos liquidos que no contienen interferentes poco volatiles pueden ser inyectados
directamente en la columna, preferentemente en el modo sin division (splitless) para evitar la
contaminacion. Para matrices mas complejas, se ha reportado la introduccion de tipo headspace
mediante micro-extraccion en fase solida [ . Asimismo, en los afios recientes claramente ha
aumentado el uso de espectrometria de masas como sistema de deteccion, aunque la cuantificacion

de ftalatos por MRM ha sido poco explorada.

Por su parte, LC-MS no parece ser la mejor opcion para la determinacion simultanea de un
gran numero de isomeros de ftalatos; ademas de problemas de contaminacion, co-eluciones y
dificultad de separar ftalatos polares y apolares en una sola corrida cromatogréfica, diferentes
compuestos pueden formar idénticos o muy similares iones provocando errores en su
cuantificacion. El uso de sistemas mas sofisticados, de alta resolucion y sistemas MS", como por
ejemplo UHPLC-Q-Orbitrap, ha tomado popularidad debido a que estos pueden proveer
informacién estructural detallada y pueden ser utilizados para matrices muy complejas como
usualmente lo son los alimentos cumpliendo con la demanda de obtener limites de deteccion

bajosl™®l.
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Tabla 3. Breve descripcion de diferentes métodos para la determinacion y cuantificacion de ftalatos en diversas matrices.

Tipo de . ., Técnica . A .
mupestra Tratamiento Preconcentracion analitica Condiciones de analisis Comentarios
Agua Potable
PE (Fluorisil 60/1
1 L de muestra SPE ( fm;if;/ 00'y/o
E ion LL H.ClI . L, DB- DB-1 .32
Agua xtracmo.rT con.C 2Lha, Discos (Cag): elucion con ACN | GC-PID >0 . de 30.m x03
evaporacion en flujo de N . mm i.d., 0.25 micras. LOD: 0.1 pg/L
potable - seguido de CHCl.. GC-Msl® .
Reconstitucion en 1mL . Gas acarreador: helio.
Hexano Cartuchos: elucion con
' CHCl..
Medioambientales
Aquas Extraccion LL Flujo: He 6 mL/min
subte?réneas SPE en membrana Cis GC-ECD N2 19 mL/min Volumen de
lixiviados Elucion con ACN, evaporacion y Oncional Detector: 320 °C muestra: 5 L
reconstitucién en hexano P ..
Cartuchos de Fluorisil y/o
Alimina Columnas: DB-5; 30 m x 0.53
Suelos mm ID, DB-1701; 30 m x 0.53
Lodos Ext Ext.r’acmon SLS((:):(hlett GPC si la muestra contiene Ge-Ms™ | Hormo: 150mr27|5°c 13 mi 10a30gde
Sedimentos xtraccion con CH,Cl,:acetona altas cantidades de lipidos - orno: - , 13 min. muestra

[41]

(1:2)

SPE: Solid Phase Extraction.
GPC: Gel Permeation Chromatography
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Tipo de . ., Técnicas . A .
P Tratamiento Preconcentracion L Condiciones de analisis Comentarios
muestra analiticas
Cosméticos
Fragancias Columna: Partisil ODS-3, 5-
Agentes
pum (250 mm por 4.6 mm ID).
espesantes
Aer(_)soles Flujo: 1 mL/min Interferencias de
Lubricantes L, .
. Adicién de 3 g de Celitaa 1 g de otros
Antiespumantes muestra. Separacion del soporte No HPLC- Gradiente: 50% agua, 34% componentes que
Emolientes - 9P porte. DAD78-80 ' gua, P .

Plastificantes en
esmalte de ufias
Elongadores

Elucion con hexano (10 mL)

ACN, 13% 2-propanol y 3%
metanol; 15% agua, 55%
ACN, 25% 2-propanol, y 5%

se coeluyeron
con DMP.

metanol.
(esmalte de
ufias)
Sintéticos y materiales Plasticos*

Aplica solo para

. productos hechos

I_Extracuon de 0.1 g de muestra a1 Columna: DB-5MS; 30 m x con PVC, otros

finamente cortada con 10 mL de GC-MSHEl 895 M D X025 L olimeros como

PVC THF con agitacion por 30 min. No FTIR(pre- IFIu'O' He 1 m.L/mLiln ' IEE o se diluven

Precipitacion de PVC con 20 mL de screen) 10: 18, y

Hexano.

Horno: 50 — 310 °C

en THF

*Tabla 4 para observar méetodo SIM propuesto por CPSC.
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Tipo de muestra

Tratamiento

Preconcentracion

Técnica analitica

Condiciones de
analisis

Comentarios

Alimentos!®

]

Leche y sus
Derivados lacteos.

1.5 mL de muestra se
mezcla con 1.5 mL de
metanol, 2 mL de Hx, 2
mL de MTBE, se agita por
1 min. Centrifugar y tomar
las fases HX:MTBE y el
residuo se extrae de
nuevo. Secar las
fracciones y reconstituir
con Hx.

Fluorisil, elucién con CH,Cl,.

SPME con fibra de PDMS.
MISPE (leche de soya).

GC-MS

Columna: DB-5MS;
30mx0.25mm ID
X 0.25 pm.

Altos contenidos de
lipidos en matriz
LD: 0.64-0.79 ng/g.

Bebidas!®

Extraccion L-L
1. 5gde muestra + 500
mg NaCl. Extraccion
con 2.5 mL Hx:
CH,CI; (10:1).
2. Extraccién con Hx, 3
veces por 30 min.
Secar con Na;SOg4
anhidro.

SPE Cartuchos Cis,
previamente lavados con
CHCl,.

SPME con fibra de PMDS-
DVB.

LC-MS/MS

Inyeccion: FIA
Flujo: 20 pL/min.
Gas de colision:

Argon

Energia de Colision:

19 eV.

Vinos Blancos y rojos:
LD: 0.5-3.2 pg/L
LC:1.6-9.8 pug/L

SPME: Solid Phase Micro Extraction.
PDMS: Polidimetilsiloxano.

MISPE: Moleculary Imprinted Solid Phase Extraction.

MTBE: Metil ter-butil éter.
DVB: Divinylbenzene.

33



Tipo de
muestra

Tratamiento

Preconcentracion

Técnica analitica

Condiciones de analisis

Comentarios

Alimentos

Aceites
comestibles

Extraccion L-L con 40
mL de Hx:ACN, con
agitacion.
Eliminar fase orgéanica
con lipidos

SPME con fibras de

PDMS, PA, PDMS-DVB y

CAR-PDMS
GPC- Limpieza de
muestra (lipidos)I&3

GC-EI-MS/MS
GC-CI-MS/MS

Columna: DB-5MS; 30 m x
0.25 mm ID x 0.25 pm.
Flujo: He, 1 mL/min.
Horno: 100 — 250 °C, 28 min.
Analisis con Cl: Gas Isobutano
relacion 43-57 m/z de
aproximadamente 1-1.2, tiempo
de ionizacion de 2 ms, tiempo
de reaccion de 50 ms.

Complejidad de matriz.
Afinidad de los ftalatos
a los lipidos.

LD: 0.02-0.05 mg/kg

Productos
derivado de
Frutas (jaleas,
mermeladas)®4

QUEChERSI®3!

PSA, Cis, MgSO4
Son parte del kit.

GC-MS
LC-MS

Aplica solo a vegetales,
frutos y sus derivados.
LD: 1.0 -1.7 pg/kg
LC: 10 -20 pg/kg

Cereales,
harinas y sus
Derivados

5 mL de H,0 + 15 mL de
ACN. Adicién de 6 g de
MgSOsy 1.5 g de NaAc.

SPE- 50 mg PSA + 50 mg

Cs

LC-MS/MSI84

Columna: Poroshell 120 EC-Cyg
100 x 4.6 mm, 2.7 pm.
Gradiente: 0-12 min, 40-100%
MeOH
12-15 min, 100% MeOH
Regresar a 40% MeOH 0.1 min
15.1-18 min 40% MeOH

Complejidad de la
matriz y contenidos de
lipidos determinara el
método de extraccion.

LD: 0.8-15 pg/kg

LC: 10-100 pg/kg

QUEChERS: Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe.
PSA: Primary, Secondary Amine.

34




1.8 Normatividad

Las agencias federales que desarrollan reglamentos para sustancias toxicas incluyen a la
EPA, OSHA y la Administracion de Alimentos y Drogas (FDA). Las recomendaciones proveen
instrucciones valiosas para proteger la salud publica, pero no pueden imponerse por ley. Las
organizaciones federales que desarrollan recomendaciones para sustancias toxicas incluyen a la
Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades (ATSDR) y el Instituto Nacional
de Salud y Seguridad Ocupacional (NIOSH). Los reglamentos y recomendaciones pueden ser
expresados como “niveles que no deben excederse” en el aire, agua, suelo o alimentos y se basan

generalmente en niveles que afectan a los animales.

Estos niveles luego se ajustan para la proteccion de seres humanos. En ciertas ocasiones
estos “niveles que no deben excederse” difieren entre organizaciones federales debido a las
diferentes duraciones de exposicion (una jornada de 8 horas al dia o de 24 horas al dia), los
diferentes estudios en animales u otros factores. Las recomendaciones y los reglamentos son

actualizados periddicamente a medida que se dispone de informacién adicional.

El plan de gestion actual de la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA)
incluye los siguientes ocho ftalatos: ftalato de dibutilo (DBP), ftalato de diisobutilo (DIBP),
bencilo butil ftalato (BBP), ftalato de di-n-pentilo (DNPP), di (2-etilhexil) ftalato (DEHP), ftalato
de di-n-octilo (DnOP), ftalato de diisononilo (DINP), y ftalato de diisodecilo (DIDP). En el
desarrollo de este plan, la EPA considera la toxicidad de los ftalatos, su prevalencia en el medio
ambiente y su uso generalizado y la exposicion humana. La EPA tiene la intencion de adoptar
medidas en el marco de un enfoque coordinado con el Consumer Product Safety Commission
(CPSC) y la (FDA)[€® 871,
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Las acciones tomadas por EPA son las siguientes:

1.

Los niveles diarios de exposicion al DEHP para el publico en general pueden
superar los 0.2 mg/kg/dia (equivalente a 1.4 mg/dia para una persona con un peso
promedio de 70 kg).

DEHP es regulado bajo el acta de “Safe Drinking Water”. El limite méximo
permisible en agua potable es de 0.006 mg/L.

DEHP y DBP se encuentran listado como contaminantes peligrosos en aire bajo el
acta de “Clean Air”.

Bajo la “Resource Conservation and Recovery Act (RCRA)” los ftalatos son
regulados como residuos peligrosos si se descargan como producto quimico
comercial.

DBP y DEHP son reportados en la Toxic Release Inventory (TRI) bajo la seccion
313 de la Emergency Planning and Community Right-to-know Act (EPCRA).

La CPSC y la ley de CPSIA 2008 prohibi6 el uso de seis ftalatos en juguetes y
articulos de puericultura en concentraciones superiores al 0,1 % en peso de : DEHP,
DBP, BBP, DINP, DIDP y DnOP!#1,

La FDA regula productos que pueden contener ftalatos tal es el caso de dispositivos médicos,

substancias que tienen contacto con la comida, como envolturas plasticas y cosméticos. Los

ftalatos no son adicionados a la comida directamente, pero son regulados por la FDA como

“substancias que estan en contacto con la comida” o “aditivos alimenticios indirectos”, donde los

componentes del empaque puedan lixiviarse hacia la comida o las bebidas!®.

Segun FDA, dos factores determinan el grado de riesgo planteado por la exposicion a los

ftalatos principalmente al DEHP. El primero es la sensibilidad del paciente. De acuerdo con la

evidencia citada en el punto 1.5, el feto masculino, el recién nacido masculino, y el varon puberto

parecerian ser grupos de riesgo elevado. El segundo factor es la dosis recibida por el paciente.
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La FDA insiste en tener precaucion en el uso de envases plasticos para recalentar alimentos en

el microondast®. Las recomendaciones incluyen:

1. Unaenvoltura de plastico para microondas debe ser colocada sin apretar sobre
los alimentos para que el vapor pueda escapar, y no debe tocar directamente
los alimentos.

2. Contenedores de comida y envases de margarina no deben utilizarse en el
microondas.

3. Los recipientes que contienen comidas preparadas para microondas solo deben

usarse una vez.

Algunas jurisdicciones han establecido regulaciones que limitan o prohiben el uso de
ftalatos en juguetes de los nifios. La CPSC tiene jurisdiccion en materia de otros defectos, como la
rotura o el peligro de asfixia. También tiene jurisdiccion sobre los juguetes, muebles para nifios,

como cunas, asientos de coche, chupetes y anillos de denticion, y productos de consumo.

1. El uso de seis ftalatos en juguetes infantiles y articulos de puericultura han
sido prohibidos en Europa por el Parlamento Europeo: el uso de BBP, DBP,
DEHP en articulos infantiles, uso de DINP, DIDP y DnDP en juguetes y
mordederas.

2. El gobierno de San Francisco en California, ha prohibido la fabricacion,
venta y distribucién de productos dentro del area metropolitana de juguetes
o articulos de cuidado y alimentacion para nifios que contenga més del 0.1
% de estos ftalatos: DEHP, BBP, DINP, DnOP y DIDP.

Los estados de California, Vermont y Washington en USA tienen establecido estandares
para el contenido de ciertos ftalatos en articulos para nifios. California prohibe la manufactura,
venta o distribucion en comercios de cualquier articulo para el cuidado de nifios menores de 3 afios

que contenga 0.1 % o mas de DEHP, DBP, BBP, al igual que Vermont!®,
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En el 2005, la Comision Europea prohibié el DEHP, DBP y BBP en todos los juguetes y
articulos de cuidado para nifios. EI DINP, DIDP y DnOP estan prohibidos en juguetes y articulos
para nifios que puedan morderse o chuparse®'. Canada propuso en Junio del 2009, asegurar los
niveles de ftalatos como proteccion a los nifios y tomo las propuestas hechas en Estados Unidos y
formd la Canada Consumer Product Safety Act. En el 2006, el gobierno de Australia declar6 que
los ftalatos DEHP, DIDP, DMP, DINP, DBP, BBP, DnOP, DEP y bis (2-metiletil) ftalato son

Prioridad Quimica Existente e inicio evaluaciones publicas de riesgo.
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Il. JUSTIFICACION

Es necesaria la determinacion de compuestos denominados ftalatos ya que son considerados como
disruptores endocrinos quimicos y estan ligados a efectos particularmente adversos a la salud.
Generalmente la determinacion de ftalatos representa un reto debido a su ubicuidad, lo cual quiere
decir que cualquier tipo de muestra corre el riesgo de contaminarse por factores exdgenos y
provocar sobreestimacion del verdadero contenido. Es por ello, que se buscan procedimientos que
requieren poco manejo de muestra, que sean relativamente rapidos y que ofrecen limites de
cuantificacién suficientemente bajos para su uso en el analisis de muestras ambientales y en
alimentos. La tortilla de maiz es un componente esencial de la dieta mexicana, por lo que se

escogio este producto como matriz quimica a estudiar.

1. OBJETIVO

Desarrollar un nuevo procedimiento de determinacién de ftalatos por GC-MS triple cuadrupolo en
modalidad de monitoreo de reacciones mdltiples (MRM) para su aplicacion en muestras

alimenticias.
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IV. PARTE EXPERIMENTAL

IV.1 Reactivos y Disolventes

%+ Acetonitrilo, grado HPLC.
¢+ Hexano, grado ACS.

% Acetato de etilo, grado ACS.
% Isooctano, grado ACS.

% Agua deionizada.

¢ Cloruro de sodio, SIGMA.

++ Sulfato de sodio anhidro, Sigma Aldrich

IV.2 Instrumentacion analitica

% Cromatdgrafo de gases equipado con detector de ionizacion en flama (GC-FID). Modelo
Clarus 500 de Perkin Elmer.

%+ Cromatografo de gases con deteccion de masas de triple cuadrupolo. Modelo Bruker Scion
TM, GC-MS(TQ).

¢ Purificador de agua Milli Q Labconco Water PRO PS.

¢+ Polythron con rotor de acero.

K/
°e

Centrifuga.

K/
°e

Balanza analitica.

NOTA: Las condiciones cromatogréaficas se muestran en el Capitulo de Resultados y Discusion.
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IV.3 Software

% Microsoft Office 2010

% TotalChrom Navigator, version 6.2.1 para controlar el cromatdgrafo de gases modelo
Clarus 500 de Perkin-Elmer.

% Programa Grams 8.0 para conversion de formato de datos de GC-FID.

% Agilent Chemstation. Data Analysis (Instrument #1 offline), tratamiento de datos de GC-
FID.

% MS WorkStation, Method Builder version 8.2, Bruker Daltonics para SCION MS 45X-
GC.

% MS WorkStation, MS Data Review version 8.2, Bruker Daltonics para SCION MS 45X-
GC.

% ChemDraw Ultra 12.0, para modelar moléculas quimicas.

IV.4 Estandares

Se utiliz6 el producto EPA 506 Phthalate mix que contiene DMP, DEP, DBP, BBP, DEHA,
DEHP y DnOP cada una a 1000 mg/mL en isooctano, lote: LC05856, cad: feb-2017. Cabe
mencionar que la mezcla incluye di(2-etilhexil) adipato (DEHA) otro tipo de plastificante en uso,
el cual presenta una menor toxicidad respecto a los ftalatos.

IV.5 Muestras

Se analizaron 14 diferentes tipos de tortilla originarias de distintos puntos del estado de
Guanajuato, tres tipos de harina de maiz comercial y tres diferentes tipos de tostadas horneadas.
En cada uno de los casos se analizd un solo lote, pero se llevaron a cabo tres repeticiones
independientes para cada muestra (tres tortillas de un paquete, tres tostadas y tres alicuotas de 1 g
de harina). En la tabla 4 se describen caracteristicas de estas muestras de importancia para este

trabajo.
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Tabla 4. Listado de muestras analizadas en este trabajo y algunas de sus caracteristicas.

Temperatura de

Empaque Tiempo en anaquel almacenamiento
Muestra Papel Cebolla (-1) Corto (-1) .
o Ambiente (-1)
Plastico (1) Largo (1) Caliente (1)
La Cosecha de Don 1 1 1
Pancho
Santo Apetito 1 1 -1
Ledn -1 -1 1
El Maguey -1 -1 1
Irapuato -1 -1 1
Janeth 1 1 -1
Silao Méaquina -1 -1 1
Guanajuato -1 -1 1
Romita -1 -1 1
Celaya 1 1 -1
Pollo Feliz 1 -1 1
Salamanca -1 -1 1
Nopalia 1 1 -1
La EconOmica 1 1 -1

El parametro de empaque se describe como la forma de almacenamiento de las tortillas en
dos diferentes presentaciones, sea papel cebolla “-1” o plastico “1”. Descrito como tiempo en
anaquel, “-1” es un tiempo corto corresponde a < 3 dias, el cual se refiere a tortillas frescas; “1”
es un tiempo largo corresponde a > 3 dias, refiriendo a un largo tiempo en anaquel. Temperatura
de almacenamiento se describe como “1” Caliente a > 40 °C y “-1” a temperatura ambiente o en

refrigeracion.
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IV.6 Calibracién en el método GC-MS(TQ)

Se prepararon 6 soluciones para el proceso de calibracion mediante dilucién del estandar
EPA en isooctano grado ACS. Estas soluciones contenian: 25, 50, 100, 250, 500 y 1000 pg/L de
cada uno de los ftalatos. Para establecer las condiciones experimentales, se utilizd una solucion

con concentracion de 500 pg/L de cada uno de los ftalatos.

IV.7  Calibracion en el método GC-FID.

Se prepararon 6 soluciones para el proceso de calibracion, diluyendo el estandar EPA con
isooctano grado ACS. Estas soluciones contenian: 1.0, 2.5, 5.0, 10, 25 y 50 mg/L de cada uno de
los ftalatos. Para el estudio de las condiciones de anélisis se empled una solucion con
concentracion de 5 mg/L de cada uno de los ftalatos.

IV.8 Protocolo de extraccion en tortilla.

Se tomd una tortilla fresca y se cortd en trozos pequefios con tijeras para facilitar la
homogenizacidn, se pesaron 5 g de tortilla por triplicado cada una y a cada porcion se agreg6 una
mezcla de H,O:ACN 1:1. La alicuota de tortilla fue homogenizada en polytron, seguido por una
adicion de 3 mL de solucidn saturada de NaCl y extraccidon con 10 mL de hexano. Posteriormente,
se centrifugo el extracto a 3150 g por 10 min. Se tomé el sobrenadante y se trasvaso a un vial de
vidrio de 25 mL. Se elimino el agua agregando 0.5 g de Na>SO4 anhidro. Se llevo a sequedad y
se reconstituyd con 500 L de isooctano para su inyeccion al sistema GC-MS(TQ). Para el anélisis

por GC-FID se realiz6 el mismo procedimiento de extraccion para 5 g de muestra de cada tortilla.
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IV.9 Protocolo de extraccidn en harinas.

En viales de vidrio de 25 mL se pesé 1 g de harina por triplicado y se agregaron 1.25 mL
de agua deionizada a cada uno de ellos, con una espatula se homogenizo hasta formar masilla, a
continuacion se agreg6 5 mL de ACN y se someti6 a ultrasonido por 15 min. Se agregd 1.5 mL de
solucion saturada de NaCl, se centrifugd recuperando 5 mL de sobrenadante. Finalmente, se
evapord el disolvente (ACN) a temperatura ambiente y se reconstituy6 con 0.5 mL de isooctano

para su inyeccion al sistema GC-MS(TQ).

IV.10 Protocolo de extraccion en tostadas(®4.

Se pulveriz6 en mortero de cerdmica la tostada y se peso por triplicado 2.5 g de esta en
viales de vidrio de 25 mL. A cada vial se agregaron 10 mL de ACN y se sonico por 15 minutos.
Se tomo el extracto de ACN en viales de vidrio de 25 mL limpios y consecutivamente se extrajo
las grasas contenidas en el extracto. Se deja evaporar a temperatura ambiente y se reconstituyd
con 0.5 mL de isooctano para su inyeccion al sistema GC-MS(TQ). Para el analisis en GC-FID se

siguio6 el mismo procedimiento de extraccién descrito.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

V.1 Introduccign9-21l

Los empaques recubiertos con peliculas delgadas, mejor conocidas como recubrimientos
adherentes, son extensamente usados para una gran variedad de alimentos envasados. Entre
recubrimientos disponibles, hay que mencionar los de PVC, cloruro de polivinildieno (PVDC),
polietileno (PE), celulosa regenerada (RCF), acetato de celulosa, etc. Los plastificantes en
empaques recubiertos con PVC, no estan adheridos quimicamente al polimero y puede migrar
cuando entran en contacto con la comida, especialmente si hablamos de alimentos con alto
contenido en grasast®l. Los ftalatos tienden a ser detectados en varios materiales de papel y
embalajes de carton grado alimenticio, tal es el caso de DBP, DiBP, DEHP y BBP. La principal
fuente de ftalatos en materiales de papel o carton son las tintas de impresora y adhesivos usados

en estos materiales!?% %41,

Las tortillas se preservan/almacenan de diversas maneras. En puestos de venta artesanales
0 en casa, se dejan cubiertas por una servilleta tejida en un canasto de mimbre para conservar la
humedad (Fig. 8 A). Las tortillas elaboradas y distribuidas en un solo dia, se mantienen a menudo
calientes y envueltas en papel térmico o “cebolla” grado alimenticio (Fig. 8 B), esté tipo de papel
se usa en especial para las tortillas de maiz, ya que es permeable y permite expulsar el vapor
caliente después de empaquetado. Este papel ayuda a mantener el producto en buen estado
aumentando su tiempo de vida en el anaquel y repartol®®. Este papel puede ser en blanco o impreso.
Para almacenamiento por periodos prolongados (tiendas comerciales, exportacion), se emplean
bolsas de polietileno y, si el empaquetado se realiza en vacio, la fecha de caducidad puede ser hasta
de un afio (figura 8 C). Parte importante de uso de plasticos en la preservacion de tortillas es el
reparto, la creciente demanda nacional por este producto exige aumentar la frescura y fecha de
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caducidad, aunado a esto, la tortilla es un producto que desde el afio 2013 ha aumentado su

exportacion principalmente a Estados Unidos un 28%.

.
-
»
v

Figura 8. Maneras de empaquetamiento para distribucion y venta de tortillal®® 971,

El uso de papel y/o bolsas de pléstico para empaquetamiento hace que las tortillas sean
susceptibles a la contaminacion de ftalatos, especialmente si los tiempos de almacenamiento son
largos y a temperatura elevada. Es importante resaltar que, para mantener las tortillas “frescas”,
este tipo de empaque es necesario ya que permite preservar la humedad en el producto empacado
inmediatamente después de su elaboracién. También es relevante que hoy en dia, tortillas en
hogares se re-calientan metiéndolas en bolsas de plastico, en hornos de microondas®® *! lo que

potencialmente aumenta la migracién de ftalatos.

Debido a que las tortillas inevitablemente tienen contacto con materiales con alto contenido
de ftalatos, parecia interesante enfocar el presente trabajo en el desarrollo de un procedimiento
adecuado para este tipo de andlisis. Para fines comparativos, se incluyeron muestras de harina de
maiz y tostadas horneadas. Estas Gltimas, por su bajo contenido de humedad, podrian captar
menores cantidades de ftalatos respecto a tortillas frescas.
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V.2 Desarrollo de la metodologia de determinacion de ftalatos en tortilla por Cromatografia de

gases con detector de masas triple cuadrupolo (GC-MS(TQ)) con MRM.

V.21 Condiciones de separacion cromatogréafica y de deteccion por MRM.

Para el desarrollo del procedimiento se utilizo la solucion mixta (500 pg/L de cada uno de
los compuestos), obtenida mediante la dilucion del estandar EPA 506 Phthalate. Esta solucién
contiene DMP, DEP, DBP, BBP, DEHA, DEHP y DnOP. Debido a que el objetivo fue la
cuantificacion por MRM, la resolucion cromatogréfica de los compuestos no fue un requisito
indispensable y més bien se procur6 lograr que la corrida cromatografica sea de tiempo corto, pero
sin sacrificar la selectividad. Se utilizo tipica columna capilar BP5-MS para GC-MS; de bajo
sangrado, apta para amplio intervalo de temperaturas (-40 a 330 °C), con grosor de pelicula 0.25
pum 'y caracter apolar (5% polisilfenileno siloxano). Se optd por la inyeccidn sin division (splitless)
para evitar una adicional fuente de contaminacion y diluciéon de muestra. Con adquisicion en el
modo FULL SCAN (m/z 50-400), se examinaron diferentes gradientes de temperatura y flujos de

gas de arrastre (He) seleccionando las condiciones finales que se presentan en la tabla 5.

Tabla 5. Condiciones instrumentales para el analisis de ftalatos por GC-MS(TQ) en el modo MRM.

Condiciones Bruker SCION TQ MS
Inyector 1 pL splitless
Temp. de inyector 280 °C
Flujo de gas acarreador 1 mL/min He

BP5-MS; longitud de 30m, 0.25 mm

Columna ID; 0.25 um de recubrimiento.
o | Temperatura | Permanencia
C/min ) (min)
Programa de temperatura del horno - 70 2.5
30 250 2.5
30 300 2.5
Tiempo total 15.17 min
Temp. de fuente de ionizacion 250 °C
Modo de adquisicion MRM
Temp. de linea de transferencia 290 °C
Presion de celda de colision 2 mtorr
Rango de deteccion, m/z 50-500
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El tiempo total en el cromatograma fue de 15.2 min, permitiendo la resolucion de todos los

solutos. En la Figura 9 se presenta un ejemplo de cromatograma TIC; los picos fueron asignados

a los compuestos individuales con base a sus tiempos de retencion y espectros de masas (biblioteca
de NIST/EPA/NIH version 2.0, 2011).

MCps

104

DMP

DEP

DEHA

DBP

BBP

Wil g

DEHP

13

DnQOP

14 15

minutos

Figura 9. Cromatograma TIC de una solucién estandar de ftalatos (500 ug/L de cada uno de los

compuestos).
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Los tiempos de retencidn se presentan tabla 6. En la figura 10 se muestran espectros de
masa de cada uno de los componentes de la mezcla de calibracidn y su comparacion con respectivo
espectro de la biblioteca NIST. Con base en estos datos, para cada uno de los ftalatos se escogio
el ion mayoritario para ser utilizado como ion precursor en la cuantificacion por monitoreo de
reacciones multiples (MRM). Como se puede observar, el ion precursor m/z 149 resultd ser

caracteristico de todos los ftalatos (excepto DMP).
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Figura 10. Comparacion de espectros experimentales (rojo) y NIST (azul) de cada uno de los
ftalatos obtenidos a partir del cromatograma TIC.

A continuacion, se obtuvieron espectros de fragmentacion de los iones precursores,
empleando la modalidad PRODUCT (monitoreo de productos de fragmentacion de iones
precursores). A partir de los espectros MS/MS, para cada uno de los compuestos se eligié uno o
mas iones de mayor intensidad posible para utilizarlos como iones cuantificadores. Un parametro
importante de establecer fue la energia de ionizacion en la zona de CID para la obtencion del mayor
valor de relacion S/N del ion producto (cuantificador) y por lo tanto, el mas bajo limite de deteccidn

posible. Se examind de manera sistematica el efecto de la energia de fragmentacion sobre la
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intensidad de los iones productos (cuantificadores) para todos analitos; con base en estos resultados

(figura 11), se selecciond la energia que arrojo el valor de S/N maés alto.
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- = =DMP  ===-- DEP  eeeeeeens DBP — .- BBP

Figura 11. Gréfico que representa el efecto de la energia de colision sobre la intensidad de las
sefales de los iones en el espectro de MS/MS.

Los valores m/z de iones precursores, cuantificadores y calificadores, asi como las
respectivas energias de colision seleccionadas se resumen en la tabla 8. Aunque el ion precursor
m/z 149 fue igual casi para todos (excepto DMP y DEHA), hay que recordar que los compuestos
entran al detector masico en diferentes tiempos, correspondientes a sus tiempos de retencion en la
separacion cromatogréafica, lo que permite separar eventos de su fragmentacion y conteo, evitando
conflictos. Finalmente, se definieron los segmentos de tiempo en el cromatograma para la
adquisicion de las sefiales de iones cuantificadores bajo las condiciones de MRM (tabla 6).
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Tabla 6. Condiciones Instrumentales para MRM dividido en segmentos y sus respectivos tiempos
de retencion y desviacion estandar (DE).

Compuesto Segmento Tiempo Tiempc.),de ‘Ventana de.
retencion Tiempo (Amin)
DMP 1 0-7.90 740+0.1 1.0
DEP 2 7.47 —8.53 7.98+0.1 1.0
DBP 3 8.53-9.93 943+0.1 1.0
BBP 4 9.93-12.39 11.89+0.1 1.0
DEHA 5 11.40-12.44 11.94+0.1 1.0
DEHP 6 12.20 - 13.22 12.72£0.1 1.0
DnOP 7 13.13-14.20 13.69+0.1 1.0

En la parte de introduccion se comentd que la técnica MRM no ha sido de uso comdn en
el anélisis de ftalatos, lo que impide la comparacion de las condiciones propuestas en este trabajo
con datos existentes. Por otro lado, la Comision de Seguridad de Productos para el Consumidor de
Estados Unidos de Norteamérica, en su Norma CPSC-CH-C1001-09.3 (2010), establece el
procedimiento GC-MS para la determinacion de ftalatos en modo SIM. Los iones recomendados
en esta norma se presentan en la tabla 7; todos estos iones aparecen en espectros de ftalatos
obtenidos en este trabajo con ionizacién por impacto de electrones y presentados en figura 10; sin
embargo, en el método SIM se recomienda utilizar la suma de varias sefiales (para aumentar el
poder de deteccion), mientras que en el método MRM se utiliza una transicion entre el ion
precursor y producto aumentando drasticamente el valor S/N.

Por otro lado, con base de espectros MS, MS/MS y conociendo los iones recomendados
por la norma antes mencionada, fue posible proponer el padrén de fragmentacion para cada
compuesto. Cabe sefialar sin embargo que el sistema de triple cuadrupolo no permite medicion de
la masa exacta (baja resolucion), por lo que estos resultados no son confiables. De manera de
ejemplo, en la figura 12 se presenta a modo de ejemplo, el padron de fragmentacion propuesto
para DBP, partiendo de su ion molecular. Debajo de cada estructura se presenta lista de iones
calculados del padron isotdpico teorico incluyendo el porcentaje de distribucion de cada uno de

ellos.
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Tabla 7. lones de ftalatos recomendados para su identificacion y cuantificacion por GC-MS en
modo SIM (norma CPSC-CH-C1001-09.3 (2010)).

Ftalato lon de lones de cuantificacion
identificacion Confirmativo (m/z)
DMP 163 194, 135, 77
DEP 149 177,76, 105
DBP 223 149, 167, 205, 223
BBP 206 91.1, 149, 206
DEHP 279 149, 167, 279
DnOP 279 149, 167, 261, 279

0]
®
OH — ®
OH
A/{ o m/z: 121.03 (100.0%), 122.03 (7.6%)
(0] miz: 149.02 (100.0%), 150.03 (8.8%)

B 0
® ®
P\ / —> OH
0 0

miz: 205.09 (100.0%), 206.09 (13.2%), 207.09 (1.4%)

m/z: 278.15 (100.0%), 279.16 (17.7%), 280.16 (2.3%)

m/z: 149.02 (100.0%), 150.03
(8.8%)

Figura 12. Propuesta de fragmentacién del DBP, partiendo del ion molecular.

Utilizando las condiciones establecidas, se llevo a cabo el proceso de calibracion.
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Tabla 8. Estructuras moleculares de los ftalatos, sus masas moleculares (MM) y sus respectivos
valores de m/z para los iones precursor (IP) y iones producto (Ip) y valores de energias de colision.
En cada uno de los casos, se obtuvieron dos transiciones una para el ion cuantificador (Q") y otra
como ion calificador (C) en MRM.

Compuesto Estructura MM IP Ip C(I)Elri]seirg]rlla(éj\e/) lon
jio 163.1 133.2 10 Q

DMP L1 o 194.2
U 194.2 163.1 10 C
9 149.1 121.1 15 Q

DEP 0H 222
I 177.2 149.1 17 C
g 149.1 121.0 15 Q

o8P LT | e
D S 205.2 149.1 10 c
) ® 149.1 93.0 15 Q

BBP s IJLO/ 3124
~E/°-\ECHEJECHE 206.0 149.0 12 C
129.0 111.0 5 Q

(o)

DEHA V\jyowo«(w 370.6
© 129.0 57.0 10 C
| 1491 | 1210 15 Q

DEHP l/«TLU e 390.6
L~ Eﬂv wv 167.0 149.1 10 C
0 149.0 121.1 15 Q

DnOP (Lo 77 | 306
T 279.0 149.1 12 C
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V.22

GC-MS(TQ).

CALIBRACION

Proceso de calibracion y evaluacion de parametros analiticos del procedimiento en

Se obtuvieron cromatogramas MRM de las siete soluciones estandar que contenian 0,

0.025, 0.05, 0.10, 0.25, 0.50 y 1.0 mg/L de cada uno de los compuestos, mismos que de manera de

ejemplo se presentan en la figura 13. Para mayor claridad, en la figura 14 se muestran sefiales

analiticas obtenidas para estas soluciones en cada uno de los segmentos del cromatograma

empleando las condiciones MRM; es de notar que el ruido fue practicamente inexistente. En el

proceso de calibracién se tomo el area de los picos cromatograficos como sefial analitica,

utilizando la plataforma MS Workstation, de Bruker. Las funciones de calibracion se obtuvieron

por el método de regresion lineal y los resultados se presentan en la tabla 9.
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Figura 13. Cromatogramas correspondientes a curva de calibracion para el analisis de muestras
0, 0.025, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5 y 1.0 mg/L de los siete analitos.
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Figura 14. Ampliacién de cada pico cromatografico para 1. DMP, 2. DEP, 3. DBP, 4. BBP, 5.
DEHA, 6. DEHP y 7. DnOP.



Tabla 9. Ecuaciones de regresion lineal obtenidos con base en tres réplicas independientes. Se
presentan valores promedios de las pendientes e interceptos con respectivas DE entre paréntesis.

Donde “y” es la sefial analitica definida con el area de pico del analito y “x” es la concentracion
en mg/L del analito.

Coeficiente de DER(CF),

Compuesto Ecuacion regresion (R?) .
DMP y=7.37¢*(2.10e*)x + 1.71¢* (288)  0.9998 (0.0001) 4.7
DEP y=1.33¢% (1.78¢*)x +278 (41.3)  0.9998 (0.0003) 2.1
DBP y=1.72¢(2.44¢%)x + 2.65¢*(6.19¢%)  0.9999 (0.0002) 2.7
BBP y=7.12%(2.24e*)x + 4.41¢% (160)  0.9991 (0.0002) 5.9

DEHA y=1.47¢%(5.01e")x +3.28¢* (1.97¢°)  0.9993 (0.0003) 6.9
DEHP y=6.73¢’(2.55¢")x + 754 (30.1)  0.9997 (0.0001) 3.7
DnOP y=6.75¢%(1.79¢*)x + 6.56¢> (266)  0.9994 (0.0003) 5.3

*Desviacion estandar relativa de los factores de respuesta individuales (sefial analitica respecto a
la masa o concentracion del analito para cada estandar, S/x) en curva de calibracion.

El céalculo de regresion genera un coeficiente de regresion o determinacion (R?) que es una
medida del grado de linealidad (calidad) en el ajuste de la funcion lineal respecto a los datos
experimentales. Un valor de 1.00 indica un ajuste perfecto. De acuerdo con las indicaciones EPA
en el area del analisis cromatografico, para fines cuantitativos, R? debe ser mayor que o igual a
0.99; asi mismo, la desviaciéon estandar relativa de los factores de respuesta individuales
(DER(CF)) para los estandares en una curva de calibracion debe ser menor o igual al 20%1%l, El
factor de respuesta se calcula para cada punto de calibracion y corresponde a la sefial analitica
dividida por la masa o concentracién del analito (CF=S/x), de esta manera CF representa la
pendiente de linea entre el origen de coordenadas Yy la sefial obtenida para un estandar dado. De
ahi, el parametro DER(CF) se calcula como DER(CF) = (DE(CF)/mCF)*100, donde mCF es el
promedio de los valores CF para todos los estandares en la curva de calibracion y DE(CF) es la
desviacidon estandar de los valores CF individuales del valor promedio. Bajo los criterios que se
acaban de mencionar y con base en los resultados de tres replicas independientes de proceso de
calibracion (tabla 9), se puede concluir que las funciones de calibracion cumplen con los criterios

EPA para los analisis cromatogréaficos.
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EVALUACION DE EFECTO DE SUPRESION/AUMENTO DE LA SENAL ANALITICA EN
PRESENCIA DE MATRIZ.

Un aspecto muy importante en el analisis de muestras reales por espectrometria de masas
es la evaluacion de los posibles efectos de matriz sobre la respuesta del instrumento (sefial
analitica). Cabe recordar que la sensibilidad se expresa como la pendiente de la curva de
calibracién y se define como la minima diferencia entre dos concentraciones del analito que pueden
ser diferenciadas de manera estadisticamente significativa con base en sus sefiales analiticas. Si
los compuestos presentes en la matriz de la muestra afectan la respuesta instrumental, ocurre un
cambio en la pendiente de la funcion de regresion lineal entre la calibracion externa (analitos
interferentes) y el método de adicion de estandar (presencia de la matriz de muestra)l*®tl, Es por
ello que, para evaluar los efectos de matriz que en el caso de espectrometria de masas se debe
principalmente a cambios en la eficacia de ionizacion, se comparan las pendientes de estas dos
funciones. En otras palabras, se calcula la razon entre la pendiente de la funcion lineal en el método
de adicion estandar y la pendiente de la curva de calibracion obteniéndose el factor de
supresion/aumento de la sefial (SSE, signal suppression/enhancement). Cuando no se presentan
efectos de matriz, el valor SSE es de 100%, pero los valores usualmente reportados y considerados
aceptables van desde 50 a 120%[1%2 131 Aunque los efectos de matriz son mas pronunciados en
los procedimientos de LC-MS respecto GC-MS, en este trabajo también se evalué SSE. Paraello,
se llevo a cabo el experimento de adicion de estdndar agregando a la muestra de tortilla las
siguientes concentraciones de cada uno de los ftalatos: 25, 50, 100, 250, 500 y 1000 pg/L (el
procedimiento se describe detalladamente a continuacién, en el apartado de pruebas de exactitud).
Las pendientes de las funciones lineales y los valores SSE calculados se presentan en la tabla 10;
donde se observa que en el andlisis de tortillas el efecto de matriz fue practicamente despreciable
(SSE en el intervalo 82.9 — 102%).
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Tabla 10. Factores de supresion/aumento de la sefial (SSE) calculados para cada uno de los analitos
con base en las pendientes de funciones de regresion lineal obtenidas en el método de adicion de
estandar y en calibracién externa.

Pendiente de curva Pendiente de curva

Compuesto de calibracion por adicion estandar SSE, %
DMP 7.37¢° 7.51e° 102%
DEP 1.33¢° 1.24¢5 93.2%
DBP 1.72¢° 1.47€® 85.5%
BBP 7.12¢° 6.69¢° 93.9%

DEHA 1.47¢° 1.22€° 82.9%
DEHP 6.73¢° - -
DnOP 6.75¢° 5.79¢° 85.7%

LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION

Se define como limite de deteccion a la minima cantidad o concentracion del analito en
una muestra que puede ser detectada de manera confiable con el método, pero de manera imprecisa
la que impide su cuantificacion. Cabe sefialar que esta definicidn no es totalmente rigurosa, porque
el significado de “confiable” no es claro. En el caso de cromatografia, el limite de deteccion es la
cantidad inyectada que resulta en un pico con una altura al menos dos o tres veces mayor del ruido

de la linea base.

El limite de deteccidn se expresa como:

_3.30

LD = ——..
S

(1

En esta ecuacion, o corresponde a la desviacion estandar de la respuesta instrumental en
ausencia del analito. Dependiendo del modo de adquisicion de la sefial, hay dos maneras de

calcular o:

1. Desviacion estandar del blanco: se determina por la medida de la magnitud de la respuesta
de un nimero apropiado de muestras blanco y calculando la desviacion estandar de estas

respuestas.
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2. Desviacion estandar del ruido de linea base en la region de elucion del pico de soluto,

siendo este el mas utilizado en procedimientos cromatograficos.

Por su parte, el valor S en la ecuacion se refiere a la pendiente de la funcion lineal que
relaciona la respuesta del instrumento con la concentracion del analito, este valor también puede

ser evaluado de maneras diferentes:

1. Utilizando todos los estandares de calibracion para el calculo de funcion de regresion
lineal.

2. Utilizando solamente estandares de baja concentracion.

3. Utilizando un solo punto de calibracién - en este caso se calcula CF para el méas bajo

estandar cuya respuesta es cercana al limite de cuantificacionl% 1051,

El limite de cuantificacion (LC) de un procedimiento analitico se define como la menor
cantidad de analito en una muestra que puede ser determinado cuantitativamente con una adecuada
precision y exactitud y es tambiéen el limite bajo del intervalo de linealidad de procedimiento y es
recomendado como el méas bajo estdndar de calibracion. Este parametro se calcula como lo

muestra la siguiente ecuacion:

=222 @
- S ann
Donde o es la desviacion estdndar de la respuesta en ausencia del analito y S es la
pendiente, ambos obtenidos como se describio antes.

Ambos pardmetros, LD y LC deben ser calculados para el proceso de calibracion y también
en condiciones de analisis de muestras reales. En el primer de los casos, los valores se presentan
como masa o concentracion del analito introducida directamente al instrumento (si se trata de
procedimiento cromatografico, “on-column”, es decir inyectado en la columna) en segundo caso,
los limites se expresan como la masa o concentracion del analito en la muestra (en caso de tortilla,
microgramos del analito por un kilogramo de masas seca de tortilla). Para evaluar LD y LC del
procedimiento, el proceso de calibracion debe llevarse a cabo en presencia de matriz de muestra
siguiendo el mismo tratamiento que se emplea para muestras reales. En la préactica, se realiza la
curva de calibracion agregando los estandares a la muestra que no contiene analito o, si esto no es

posible, utilizando la muestra diluida para que su contenido del analito sea despreciablel*%!,
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Los valores de LD y LC evaluados en este trabajo se presentan en la tabla 11. Cabe sefialar
que los limites de deteccion reportados en otros métodos basados en el uso de espectrometria de
masas cubren el intervalo de 0.8 - 15 pg/kg (tabla 3). En particular, se han reportado
procedimientos de determinacidn de ftalatos en diversos alimentos y bebidas, entre estos en licores
donde los limites de deteccion obtenidos para diferentes compuestos utilizando instrumentos
AFAEESI (Air-flow-assisted extractive ESI)- MS/MS fueron entre 11.4 —34.5 pg/kg [*°1. De esta
manera, el procedimiento propuesto en este trabajo presenta el poder de deteccién comparable con

los procedimientos reportados recientemente en literatura.

Tabla 11. Limites de deteccién (LD) y de cuantificacion (LC) evaluados en el procedimiento de
calibracion y en el anélisis de muestras reales (extracto de tortilla, harina o tostada, diluidos 20
veces).

Calibracion, Andlisis de tortilla, Analisis de harina, Analisis de tostada,
Analito ng/mL ug/kg (masa seca) ug/kg (masa seca) ug/kg (masa seca)
LD LC LD LC LD LC LD LC

DMP 0.62 1.88 0.11 0.34 0.31 0.94 0.12 0.38
DEP 4.56 13.8 0.82 2.47 2.28 6.90 0.91 2.76
DBP 6.68 20.2 1.20 3.61 3.34 10.1 1.34 4.04
BBP 2.28 6.91 0.41 1.23 1.14 3.46 0.46 1.38
DEHA 10.3 311 1.84 0.55 5.15 15.6 2.06 6.22
DEHP 2.45 7.41 0.43 1.32 1.23 3.71 0.49 1.48
DnOP 5.31 16.1 0.95 2.88 2.66 8.05 1.06 3.22

PRUEBAS DE EXACTITUD

La validacién de un método busca evaluar la exactitud de los resultados considerando tanto
efectos sistematicos como los aleatorios sobre los resultados. La exactitud se estudia en dos

componentes: la “veracidad” y la “precision”.

La precision se relaciona con el error aleatorio cometido en el andlisis repetitivo de la
misma muestra y este parametro describe la dispersion de los valores individuales respecto al valor

promedio; se expresa como la desviacion estdndar o la desviacion estandar relativa. Para
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caracterizar los alcances de un procedimiento analitico, la precision es calculada en tres diferentes

aspectos:

1. Repetibilidad: llamada también precision a corto plazo o intra-ensayo, se evalta con base
en repeticiones realizadas en un corto intervalo de tiempo, las mismas condiciones de
operacion y por un solo analista, con un equipo y en el mismo laboratorio.

2. Precision intermedia: se expresa como la precision dentro del laboratorio, refiriéndose a un
analisis practicado en diferentes dias, con diferentes analistas y distintos equipos.

3. Reproducibilidad: se expresa como la precision entre laboratorios (colaboraciones entre

laboratorios usualmente aplicados a la estandarizacion de una metodologia)™°8l,

La evaluacion de la veracidad se fundamenta en la comparacion de la media de los
resultados obtenidos para una muestra con el contenido “verdadero” y es una medida de posibles
errores sistematicos. Puesto que el valor verdadero no se conoce, existen varias estrategias para
evaluar y, en su caso minimizar los errores sistematicos. En primer lugar, hay que mencionar el
uso de materiales de referencia, experimentos de recuperacion (recobro), comparacion de los
resultados obtenidos mediante el método de adicion de estandar y calibracion externa y
comparacion de los resultados obtenidos empleando procedimientos diferentes, preferencialmente
basados en diferentes principios fisicoquimicos!®l. En este trabajo, para evaluar la veracidad del
procedimiento propuesto, se llevaron a cabo los experimentos de recobro. En concreto, a la muestra
de tortilla (5 g de masa fresca) se agreg6 una alicuota de 0.5 mL de la solucion estandar mixta (100
ng/mL) conteniendo 0.05 g de cada compuesto, lo que resulto en la cantidad de estandar agregado
a la muestra de 10 pg/kg. De la misma manera se agregaron alicuotas de mix de estandares que
correspondieron a 50 y 500 pg/kg de cada compuesto directamente a la tortilla. Los resultados
obtenidos en el andlisis de estas muestras y respectivos porcentajes de recuperacion se presentan
en latabla 12. En el caso de harina de maiz, a un gramo de muestra seca se agregaron 0.05 y 0.25
Mg del estandar mix teniendo de esta manera adiciones de cada uno de los compuestos
correspondientes a 50 y 250 pg/kg (masa seca): los resultados obtenidos se muestran en la tabla
13. Finalmente, experimentos similares se realizaron para las tostadas, en este caso la masa de
mix de estandares agregados a 2.5 g de la muestra seca fueron 0.05 y 0.25 pg, lo que correspondid
a 20 y 100 pg/kg de cada uno de los compuestos agregados a la masa seca de tostada. Los
resultados obtenidos se presentan en la tabla 14.
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Tabla 12. Resultados de adicion de estandar obtenidos en el analisis de tortillas “Santo Apetito”,

“Irapuato” y “La Econdmica”. (Se presentan valores promedio con respectivas desviaciones

estandar en pg/kg de masa fresca, y desviaciones estandar relativas para tres réplicas).

Sin adicion Adicion de Adicion de
Compuesto “Santo estandar Recuperacion estandar Recuperacién
Apetito” (10 pg/kg) (50 pg/kg)
DMP ND 10'(;.“-6)0'3 107% 54'(15-1;)3'1 108%
oEp 34.(@; 3)0.5 34.(5;3 .16)0'4 ] 83.(15 3)4.9 96.0%
- 24.(&; 3)0.3 32.(% .J_(r))O.S £0.0% 66.(11 2)1.0 £3.0%
BEP 11.(98 3)0.9 19.(3;_) .Jg)o.g 2 0.0% 32.?0%2()).05 10%
DEHA ND 4'3(2."—6)0'3 44.0% 19'(%3)1'2 40.0%
DEHP 204 + 25 (12) 2%32_5)7 80.0% 25(3;13)10 98.0%
DnOP ND 3'3@0‘)"10 34.0% 14'(%)1'0 29.0%
Sin  Adicién de Sin Adicién de
Compuesto  adicién estandar  Recuperacion  adicion estandar Recuperacién
“Irapuato” (500 pg/kg) Ecomii o (500 pgrkg)
DMP ND 5‘2’3;—“)4 112% ND 4921_16)23 100%
Sep 2.57( £ ;).97 58(51 .17)10 116% 21.(% 3)0.2 53((23 .13)28 102%
- 16.?1J_1r)1.9 6:(%11 :1_,)9 129% 41.(4; 2)2.4 seé .J_;)sz 105%
BBP ND 51(77.1;)40 103% ND 47533)42 95%
SEHA 8.7((591?2()).81 ezg. ;_r)z 133% 1.63; z ;).23 57(523 3)51 115%
A 9(3(’3 2)6 54(&21 .16)25 01% 59.(% 3)5.5 57(35 2)15 103%
- ND 47(%_2)17 94% ND 34?1:“)47 70%




Tabla 13. Resultados de adicién de estandar obtenidos en el analisis de harina de maiz Maseca.
(Se presentan valores promedios con respectivas desviaciones estandar en pg/kg de masa seca, y
desviaciones estandar relativas para tres replicas).

Adicion de Adicion de
Compuesto  Sin adicion estandar Recuperacién estandar Recuperacién
(50 pg/kg) (250 pgrkg)
DMP ND 43.0+2.6 (6.1) 86.0% 203+18 (8.9) 81.0%
11.4+21 67.4+6.2 0 266 + 17 0
DEP (18) 9.2) 112% (6.4) 102%
39.5+10.8 1005 0 352+9 0
DBP 27) (5.0) 121% (2.6) 125%
BBP ND 53.8+1.1(2.0) 108% 275 +16 (5.8) 110%
56.0+1.3 0 233+ 7 0
DEHA ND 2.3) 112% (3.0) 93.0%
28.1+2.1 81.5+4.7 0 274 +3 0
DEHP (7.5) (5.8) 107% (1.1) 98.4%
DnOP ND 55.7+1.1(2.0) 111% 245 + 17 (6.9) 98.0%

Tabla 14. Resultados de adicion de estdndar obtenidos en el analisis de tostada identificada como
“Sanissimo”. (Se presentan valores promedio con respectivas desviaciones estandar en pg/kg de
masa seca, y desviaciones estandar relativas para tres réplicas).

sin Adicién de Adicion de
Compuesto adicion estandar Recuperacién estandar Recuperacién
(20 pg/kg) (100 pg/kg)
DMP ND 22.3+0.9 (3.9 111% 100+£2.9 (2.9) 100%
17.8+2.9 329+16 108 +2.9
75.5% 2%
DEP (16) (4.9) 5.5% 2.7) 90.2%
56.2 +2.0 725+6.0 136 +4
0, 0
DBP (35) (8.3) 81.5% 2.8) 79.8%
BBP ND 18.9+1.8(9.7) 94.5% 90.6 +5.6 (6.2) 90.6%
19.3+1.6 76.9+3.2
0, 0
DEHA ND 8.1) 96.5% 4.2) 76.9%
249+472 50.7+1.7 120+ 4
129% 95.1%
DEHP 4.2) (3.4) ’ (4.3) ’
DnOP ND 16.3+1.6 (9.8) 81.5% 66.0+2.8 (4.2) 65.9%
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En la determinacion de ftalatos en matrices alimenticias, laboratorios de origen europeo
han demostrado valores de DER para evaluar su precision intermedia entre 0.5% y 28%, otros han
demostrado DER para DBP entre 30% y 47% en bebidas principalmente®'%, En el analisis de
recobro, se ha reportado una recuperacion entre el 80% y 110%, utilizando estandar interno, pero
sin el uso de este, los valores aumentaron hasta 130% aproximadamente. Estos datos bibliogréaficos
estan de acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo y presentados en esta seccion. Sin
embargo, hay que mencionar, que para las tortillas, la recuperacién para bajas concentraciones (10
Ha/kg y 50 pg/kg) y los porcentajes evaluados con base en masa fresca no fueron satisfactorios.
Por lo anterior, se decidi6 evaluar el porcentaje de humedad en las tortillas y expresar todos los
resultados por masa seca. Una vez evaluados parametros analiticos del procedimiento y
demostrada su exactitud, se decidid llevar a cabo la determinacién de ftalatos en tres tipos de

muestras con base en la calibracion externa.

V.3 Analisis de muestras reales por GC-MS(TQ).

V.3.1 Determinacion de ftalatos en tortillas

Se analizaron 14 diferentes tipos de tortillas cuya descripcion de muestra en la tabla 4 en
la parte experimental. En esta misma seccion IV.6 se describe el procedimiento de extraccion; la
cuantificacién se llevé a cabo por el método GC-TQMS en el modo MRM. Los resultados
obtenidos y expresados como microgramo de ftalatos por un kilogramo de masa fresca se muestran
en la tabla 15. Es importante enfatizar que el blanco fue corrido con cada porcion de muestras y
su valor se restd del resultado obtenido en las muestras. Este paso fue muy importante debido al
caracter ubicuo de los ftalatos. En la tabla 16 se presentan los mismos resultados pero expresados
como microgramos de ftalato por un kilogramo de masa seca, para ello se determiné el porcentaje

de humedad en tortillas, obteniéndose el valor promedio de 44.1 + 1.2%[4,
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Tabla 15. Resultados de determinacion de ftalatos en tortillas, se presentan valores promedio para
masa fresca de tortilla con sus respectivas DE, obtenidos con base en tres réplicas independientes.
Entre paréntesis se describe su DER (n=3).

Compuesto
DMP  DEP DBP BBP  DEHA  DEHP  DnoP o1
Tortilla
Lo o BT BTG SES RS 5
:s:ttugo o 34.(5; j )0.5 24.8 2)0.3 11(.32()).9 . 20;1;)25 . -
(40, 94 T +
Ledn ND O 7(‘2_ 8)27 °1 (98. 0)4 * D 11?10)11 1?,3 0)2 ND 308
£l Maguey  ND 8.7(2;1(;.97 16.(4121.9 O 8.7(24.;;)).81 93.(% .J_;)6.3 O o
Irapuato ND 2'5(2%2)'01 15'(212)2'1 ND ND 62'(22)1'5 ND 80.4
4210, 8x0. oxl. Ozxo0.
Janeth  ND O 4(28_ :)30 30 (82. 6)0 8 D 31(: 8; > 4 ?1 4)6 > D 113
L T S S I
Guanajuato  ND 2'7?;(;'50 ND ND ND 91.(2.11)1.9 ND 94.6
Romita  ND 6'8(%?)'12 73'(122)1'7 ND ND 40'(073)2'8 ND 120
Colaya  ND 3.3(9;%;)).09 12.(% 2)0.1 . 1((); 91)2 58.(3; 3)1.1 5.?;0()).3 .
090, .04+0. .00x0. + 2310,
colorels  ND L 8(918(; 3% 3 o(z; . g) % .5 | 8(% . g)lz 23(5; .2)17 2 2(320(; a
Salamanca  ND ND 1?23_01)3 ND 34.(2-11)2.1 15(072)11 ND 337
Nopalia ND 6.9(3;;(())).14 32.((21 2)1.6 . 6.5(9;;)).47 46.(03 3)1.4 O 021
T 9.8232172).70 41.(4; 2)2.4 . 1.6(311:1(;.23 59.(2 2)5.5 . 1
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Tabla 16. Resultados de determinacion de ftalatos en tortillas, se presentan valores promedio
obtenidos para masa seca de tortilla con sus respectivas DE, obtenidos con base en tres réplicas
independientes. Entre paréntesis se describe su DER (n=3).

Compuesto
DMP  DEP DBP BBP  DEHA DEHP Dnop ow@lde
ftalatos
Tortilla
La Cosecha 732420 41.1+25 571493 277 +41
Don Pancho ND (2.7 (6.1) ND (16) (15) ND 449
Santo 62.4+0.9 44.4+0.5 21.3£1.6 365 =45
Apetito ND (1.4) (1.1) (7.5) ND (12) ND 494
3 121405 92877 197 £ 20 249 +4
Leon ND @.1) (8.3) ND (10) (1.6) ND 551
15.6+1.73 29.3+3.4 157+15 166+11
ElMaguey  ND 1) 12) ND ©6) 66) ND 227
4.60+£0.02 27.2+3.8 112+£3
Irapuato ND (0.4) (14) ND ND 2.7) ND 144
6.12+0.54 55114 56.4 2.7 84.1+
Janeth  ND g (2.5) ND 48 11604 P 202
Silao 62.8+3.8  231+41 250 + 25
Maguina P (6.1) (18) ND ND (10) ND 544
4.90£0.89 164 + 3
Guanajuato  ND (18) ND ND ND (1.8) ND 169
. 12.34£0.2 131+£3 71.6£5.0
Romita ND (1.7) 2.3) ND ND (7.0) ND 215
6.06+0.16 22.4+0.18 191+4 104 £2 10.6 £0.5
Celaya  ND 2.7) (0.8) ND 2.1) (L9) 4.7) 334
. 3.38+0.61 5.44+0.29 3.33£0.21 420+30 3.99+0.79
Pollo Feliz ND (18) (5.3) ND 6.3) (72) (20) 436
274 £5 61.5+£3.8 268%20
Salamanca ND ND (1.8) ND (6.2) (7.5) ND 604
. 12.440.2 58.3+29 11.8+08 823+25
Nopalia  ND (1.6) (5.0) ND 6.8) (3.0) ND 165
La 17.6+4.8 741+43 2.92+40.41 107 +10
Econdmica ND 27 (5.8) ND (14) (9.3) ND 202
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Los resultados obtenidos claramente demuestran que el DEHP es el ftalato de mayor
concentracion en tortilla (71.6 — 420 pg/kg en masa seca). Otros dos compuestos encontrados en
todas las muestras analizadas, aunque en mas bajas concentraciones, fueron DBP (5.44 — 274 pg/kg
en masa seca) y DEP (3.38 — 73.2 ug/kg en masa seca). Estos datos estan en concordancia con los
estudios anteriores realizados en diferentes tipos de alimentos en paises de Europa (Bélgica, UK,
Portugal), Asia (China, Corea) y Norte América (Canada, USA)??. También de acuerdo con
abundancia de ftalatos reportada en otros estudios, DMP no fue detectado en ninguna muestra,
mientras que BBP se encontr6 en un tipo de tortilla y DnOP en dos muestras. En cuanto a los
ftalatos totales, el orden decreciente de la contaminacion fue el siguiente (expresando las
concentraciones en masa seca de tortilla): Salamanca (604 pg/kg) > Leon (551 pg/kg) = Silao
maquina (544 ug/kg) > Santo Apetito (494 pg/kg) ) > La Cosecha de Don Pancho (449 pg/kg) >
Pollo feliz (436 ug/kg) > Celaya (334 pg/kg) > ElI Maguey (227 pg/kg) > Romita (215 pg/kg) >
Janeth (202 pg/kg) =~ La Econémica (202 pg/kg) > Guanajuato (169 pg/kg) = Nopalia (165 pg/kg)
> Irapuato (144 pg/kg). Entre estas muestras, las seis primeras se podrian clasificar como las de
alto contenido de ftalatos totales (>300 pg/kg)??. Cabe también mencionar que DEHA, que es
otro tipo de plastificante, ha sido encontrado y determinado en ocho muestras cubriendo el
intervalo de concentraciones de 2.92 hasta 197 pg/kg en masa seca. Se sabe que la migracion de
los ftalatos desde empaques hacia los alimentos, ademas del material del empaque, depende de la
temperatura y tiempo de contacto. Es por ello que las tortillas analizadas se seleccionaron
incluyendo las de diferente tiempo en el anaquel (“1” —frescas, < 3 dias; “-1” —con largo tiempo
en anaquel, > 3 dias) y temperatura de almacenamiento (“-1” —elevada, “1” —ambiente 0 en
refrigeracion). EIl modelo PCA obtenido se presenta en la figura 15. En este modelo, los dos
primeros componentes principales describieron 62% de la variabilidad total de los datos. La
distribucion de las muestras en las coordenadas PC1, PC2 muestra su ordenamiento desde las
tortillas menos contaminadas con ftalatos (Guanajuato, Irapuato, Celaya, Maguey) hasta las
muestras altamente contaminadas (Santo Apetito, Salamanca). La grafica de varianzas residuales
indica que todas las muestras pertenecen al modelo (no se detectaron “outliers”). De manera muy
importante, en la grafica de “X-loadings”, las variables correspondientes a las concentraciones de
ftalatos estan localizadas en el mismo espacio que las muestras contaminadas formando una
agrupacion; esto claramente indica que las posibles fuentes de contaminacidn proveen a las tortillas

tres ftalatos que usualmente han sido reportados como los mas ubicuos en productos
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alimenticios!??. Tomando en cuenta el componente principal PC1, el tipo de empaque y el tiempo
de almacenamiento se agrupan junto con variables de ftalatos, es decir el empacamiento en bolsas
de pléastico y largos tiempos de almacenamiento se asocian con elevadas concentraciones de
ftalatos en tortillas. Estos resultados confirman que la migracion del empaque es una importante
ruta de contaminacion de las tortillas. Por otro lado, la variable de temperatura tiene valor de PC1
negativo y se aleja de las variables de ftalatos. Para entender por qué sus coordenadas son opuestas
a las variables de empaque y tiempo es necesario notar que las tortillas se mantienen calientes
solamente cuando se destinan a la venta en este mismo dia (corto tiempo) y entonces se empacan

en papel cebolla.

4 05 — t
. i E
2 NqraERonomica i
] Celaya 0 —
0 B Irapuato| Sarito Apetito | DEP
7 GURIRIMAE e Salamanca i DBP
] 1"bollo Feliz _ ] DEHP
2 — Ledn Silao 05 ] T Tot
T T T T T — | | :
2 0 2 4 06 03 0 03 06
0 Silao 90—
- Pollo Feliz ‘
04 — 60 —
02 30
0 — 0 ]
T T | : : , |
o 02 04 06 08 PC_00 PC_03

Figura 15. Graficos de analisis en PCA de tortillas analizadas en este trabajo.

69



En resumen, los resultados del analisis PCA indican que la migracion del empaque es una
importante ruta de contaminacion de tortilla con ftalatos, que los tres ftalatos DEHP, DBP y DEP
son los més ubicuos y que su migracion se ve favorecida por largos tiempos de almacenamiento
en bolsas de plastico. El efecto de temperatura no se puede excluir, pero en este estudio se
analizaron tortillas adquiridas en las tiendas donde las tortillas calientes siempre se venden en el

papel y el mismo dia de su elaboracion.

V.3.2 Determinacion de ftalatos en harina de maiz.

El ritmo acelerado de vida hace mas necesario consumir harinas de maiz nixtamalizado, ya
gue se presentan en una forma mas accesible al consumidor, pero las tortillas elaboradas con estas
harinas son diferentes a las tradicionales. La Secretaria de Economia y el Consejo Regulador de la
Masa calculan que a lo largo del afio 2014 se consumieron entre 7 y 9 millones de toneladas de

tortillas tan solo en México, cifra superior a la media anual de 8.4 millones de toneladas(**2.

Tabla 17. Porcentaje de consumo de maiz nixtamalizado y sus subproductos como la harina en la
republica mexicana.

Materia prima para

- Porcentaje
elaboracioén de
: de Uso
tortilla
Maiz nixtamalizado 65%
Maseca 25%
Minsa 8%
Harimasa 1%
Cargill 0.50%
Macsa 0.40%
Blancas 0.20%
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La cuantificacion de ftalatos en harinas se realiz6 para tres principales marcas comerciales
que se posicionan como lideres en el ranking de consumo nacional, como se muestra en la tabla
17. La metodologia de extraccion se describe en el punto 1V.7. Se empled el procedimiento GC-
MS(TQ) propuesto (tabla 5). Los resultados de la determinacion se muestran a continuacion en la
tabla 18. En primer lugar, se observa una mayor discrepancia entre valores individuales obtenidos
en tres réplicas de una muestra respecto al analisis de tortillas (DER entre 7 hasta 35% para harinas
y en el intervalo 1-20% para tortillas). La baja precision se debe a que el polvo de harina contiene
particulas muy finas impidiendo una buena separacion de las fases después de la extraccion. Por
otro lado, las concentraciones totales de ftalatos fueron mas bajas y presentaron diferencias
menores entre tipos de harina, respecto los datos obtenidos en el anélisis de tortillas (133 — 544

Ha/kg de ftalatos totales en masa seca de tortilla y 65.2 - 83.8 pg/kg en harinas).

Estos resultados parecen confirmar que durante elaboracion y almacenamiento de tortillas,
este producto se contamina con ftalatos de manera adicional a su contenido en harinas. Cabe
también sefialar que para su venta en las tiendas, las harinas se empacan en bolsas de papel en
porciones de 1 kg. Dichas bolsas no contienen o tienen un minimo contenido de plastificantes y
ademas, la harina es un material seco y no grasoso, lo que en su conjunto limita de manera

sustancial la migracién de ftalatos.

Tomando en cuenta estas consideraciones, se esperaba encontrar muy bajas
concentraciones de plastificantes en harinas, los resultados obtenidos ubican a las harinas entre
productos medianamente contaminados (50 — 300 pg/kg de ftalatos totales). De ahi se propone que
los ftalatos en harinas corresponden a la suma de su contenido en grano, la contaminacién durante
el proceso industrial (lavado, nixtamalizacion, molienda, secado, tamizado) y posible

contaminacion durante transporte/almacenamiento en mayoreo.
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Tabla 18. Resultados de determinacion de ftalatos en harinas de maiz nixtamalizado, se presentan
valores promedio con sus respectivas DE (pg/kg), obtenidos con base en tres réplicas
independientes. Entre paréntesis se presenta la desviacion estandar relativa.

Compuesto
DMP DEP DBP BBP DEHA DEHP DnOP Total
Harina
11.442.0 39.5+10.8 28.1+2.1
Maseca ND (18) 27) ND ND (7.6) ND 79.0
. 11.0+2.9 30.8+11.5 23.4+4.9
Minsa ND (26) (37) ND ND 21) ND 65.2
. 31.8+2.6 20.746.02 31.3+4.3
Harimasa ND ND (8.3) ND (29) (14) ND 83.8

V.3.3 Determinacion de ftalatos en tostadas horneadas.

En México, una tostada es una tortilla de maiz crujiente. Se pueden fabricar a partir del
secado de tortillas al sol, comal u horno, aunque también pueden freirse en aceite 0 manteca, lo
cual, las cataloga como comida rapida y como platillo tipico mexicano. La contaminacién con
ftalatos en estos productos dependera de su fabricacion. En horno o comal, la tortilla de secara a
una temperatura entre los 120 y 300 °CI**3l, temperaturas que se acercan a los puntos de ebullicion
de los ftalatos estudiados en el presente trabajo. Su preservacion y empaque es en bolsas de
plastico, principalmente celofan, pero en este caso la migracion, se ve limitada ya que el producto
se encuentra deshidratado y a temperatura ambiente. En el caso de las tostadas fritas, la migracion

de los ftalatos se puede presentar a partir del aceite en el que son freidas.

Se ha demostrado que los aceites de olivo pueden contener ftalatos tales como DBP (153-
394 pg/kg), BBP (85.0 - 175 pg/kg) y DEHP (439 — 2660) ug/kgt*'4l. Cada tostada frita, puede
adsorber de 5 a 7 mL de aceite de coccion. Para analizar las tostadas con alto contenido de grasa,
tendria que utilizarse otro procedimiento de extraccion que permitiera determinar compuestos
polares y liposolubles en una corrida. El interés de este trabajo fue evaluar los siete tipicos ftalatos

en tortilla, sin extenderse a otros ingredientes de este producto tales como grasa o relleno de tacos;
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es por ello que se analizaron solamente muestras de tostadas horneadas o secadas, mismas que se
enlistan en la tabla 19. Tratandose de material de muy bajo contenido de humedad, se pesaron
alicuotas de 2.5 g para su analisis por el procedimiento propuesto. Los resultados del analisis de
tostada se presentan en la tabla 20.

Tabla 19. Caracteristicas de preparacion de las tostadas analizadas.

Tostada Tipo de coccion
Sanissimo Horneada
Charras Horneada
Las del Barrio Deshidratada

Tabla 20. Resultados de determinacion de ftalatos en tostadas, se presentan valores promedio con
sus respectivas DE en pg/kg de masa seca, obtenidos con base en tres réplicas independientes.
Entre paréntesis se describe su DER entre replicas.

Compuesto

DMP DEP DBP BBP DEHA DEHP DnOP Totales
Tostadas
Sanissimo  ND 17'?1§)2'9 56'(232)2'0 ND  ND 25'?1%4'2 ND 99.0
Charras ND 57'Z1§)7'6 8'6%4Jj’0())'34 ND  ND 40'?23)8'1 ND 107
Ié:;;sl,r ?i%l \D 2.7?7%5()).20 12.(913)0.2 b ND 47.8;)5.8 \D 633
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La precision en el analisis de tostadas fue similar a la obtenida para tortillas frescas (DER
1-20%), pero las concentraciones fueron mucho mas bajas en comparacion con tortilla en masa
seca (el intervalo 63.3 — 107 pg/kg de masa seca de ftalatos totales en tostadas). Estos datos
confirman que durante secado/horneado de tortillas, los ftalatos son parcialmente eliminados
(temperaturas de ebullicién de los siete compuestos van desde 282 °C hasta 385 °C) y ademas la
migracion desde el empaque es reducida. En cuanto a DEHA, su temperatura de ebullicién es de
214 °C y este compuesto no fue detectado en ninguna de las muestras después de tratamiento

térmico.
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V.4 Procedimiento de determinacion de ftalatos por cromatografia de gases con detector por

ionizacion en flama (GC-FID).

Para fines comparativos, se exploro la capacidad del sistema GC-FID para realizar la
determinacion de ftalatos en las mismas muestras que fueron analizadas por el procedimiento
propuesto (GC-MS(TQ) MRM). Para ello, se utiliz6 la columna capilar Elite-XLB de bajo
sangrado (Perkin-Elmer) e hidrogeno como gas de arrastre. Las condiciones de separacion se
modificaron para asegurar la resolucion cromatografica de los ocho compuestos de interés. Las
condiciones finales se presentan en la tabla 21; comparando con la deteccion en MS (tabla 5), el
flujo en la columna fue mas bajo (0.8 mL/min) y el tiempo total del cromatograma mas largo (25.5
min). En la tabla 22 se muestran los tiempos de retencién promedio de cada analito obtenidos en

seis inyecciones de los estandares.

Tabla 21. Condiciones cromatogréficas de GC-FID aplicadas en la determinacion de ftalatos.

Columna Elite-XLB (30 m, ID: 0.25m, 0.25um de recubrimiento)
Gas acarreador Hidrogeno 0.8 mL/min
Inyeccion Splitless Volumen = 1uL
Inyector Temperatura 280 °C
°C/min Temperatura °C Permanencia, min
Programa de Inicio 70 1
temperatura 10 270 2
30 300 1
Tiempo 'Fo_tal de 255 min
analisis
Temperatura del 300 °C
detector
Gas del detector H>= 45 mL/min; aire extra seco= 450 mL/min
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Tabla 22. Tiempos de retencion de analitos en el sistema GC-FID. Se presentan valores promedio
con respectiva desviacion estandar (n=6).

Tiempo de retencion + DE

Analito .
(min)

DMP 9.89£0.01
DEP 11.5+0.01
DBP 15.4+£0.01
BBP 19.1+£0.01
DEHA 19.3+0.01
DEHP 20.5+0.01
DnOP 22.2+0.01

Debido a que la deteccion en FID ofrece menor sensibilidad respecto a la deteccion por
espectrometria de masas en modo MRM, los estandares de calibracion se prepararon en el intervalo
de concentraciones 0 — 50 mg/L para cada uno de los compuestos. Las funciones de calibracion y
la cuantificacion en muestras reales se realizaron mediante la aplicacion off-line de software
ChemsStation (Agilent Technologies), tomando el area del pico cromatografico como sefal
analitica. Las funciones de regresion lineal junto con respectivos coeficientes de regresion (R?) y
desviacion estandar relativa de los factores de respuesta (DER(CF)) se presentan en la tabla 23.
De acuerdo con los criterios EPA, los parametros de calibracién cumplieron con los requisitos
aceptados para el analisis cromatografico (R2 > 0.99; DER(CF) < 20%)1'®. De manera de

ejemplo, en la figura 16 se muestran cromatogramas de las seis mezclas de calibracion.

Tabla 23. Pardmetros analiticos evaluados en el proceso de calibracion por GC-FID.
Coeficiente de DER(CF),

Compuesto Ecuacion

regresion (R?) %

DMP y =2.39e*x +2.24¢° 0.9975 17
DEP y=2.80e* x — 9.36¢° 0.9976 5.4
DBP y=2.98¢*x + 6.43¢° 0.9995 12
BBP y=2.63¢* x + 1.90¢° 0.9951 17
DEHA y=3.02¢* x + 1.39¢* 0.9988 4.3
DEHP y=3.34¢*x +2.01¢* 0.9999 11
DnOP y=2.44e*x + 8.34¢° 0.9992 23
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Figura 16. Tipicos cromatogramas GC-FID de las soluciones de calibracién (0, 1, 2.5, 5, 10, 25 y
50 mg/L de cada uno de los compuestos); (h) — Cromatogramas totales; (a) — (g) ampliacion de las
regiones de cromatogramas correspondientes a la elucion de DMP, DEP, DBP, BBP, DEHA,

DEHP y DnOP, respectivamente.
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Con base en el proceso de calibracion, se evaluaron los limites de deteccion y de
cuantificaciéon, siguiendo los mismos procedimientos que anteriormente para el procedimiento
GC-MS(TQ) MRM.

Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 24, presentando los limites obtenidos en la
etapa de calibracién y los limites evaluados en el analisis de muestras reales (en este caso se
excluyeron muestras de harina). LoOgicamente estos valores fueron més altos respecto al
procedimiento por GC-MS(TQ) MRM vy, en la mayoria de los casos, inadecuados para poder
cuantificar ftalatos en sus niveles de concentracion encontrados en la primera parte del trabajo.
Cabe mencionar, que la calibracion se realizé empleando el método de adicion de estandar, la
determinacion de LD y LC en tortilla y tostada se utilizé la matriz de cada una respectivamente.

Tabla 24. Limites de deteccion (LD) y de cuantificacién (LC) evaluados en el procedimiento de
calibracién y en el analisis de muestras reales (tortilla, tostada).

Calibracion, Andlisis de tortilla, Analisis de tostada,

Analito ng/mL pg/kg (masa seca) pg/kg (masa seca)
LD LC LD LC LD LC
DMP 250 756 44.7 135 50.0 151
DEP 161 489 28.8 87.5 32.2 97.8
DBP 206 626 36.8 112 41.2 125
BBP 203 614 36.3 110 40.6 123
DEHA 186 563 33.3 101 37.2 113
DEHP 231 700 41.3 125 46.2 140
DnOP 879 2665 157 477 176 533

Para examinar la veracidad de los resultados GC-FID se llevaron a cabo los experimentos
de recuperacion. Con el fin de observar diferencias entre dos sistemas instrumentales (GC-FID y
GC-MS(TQ) MRM), en ambos casos se utilizé el mismo tratamiento de muestra, es decir el mismo
proceso de extraccion de ftalatos de tortillas y de tostadas, sin embargo, conociendo los alcances
de GC-FID los experimentos consistieron en dos puntos de adicién de estandar mixto
correspondientes a 500 y 1000 pg/kg de cada uno de los ftalatos respecto a masa fresca para tortilla

y masa seca para tostada. El analisis de las muestras sin y con adicion de estandar arrojo
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porcentajes de recuperacion en el intervalo antes mencionado, de manera similar al procedimiento
GC-MS(TQ) por MRM.

Tabla 25. El porcentaje de recobro del método analitico, el cual se evalué comparando las
concentraciones de muestras fortificadas con las concentraciones proporcionadas por la muestra
real, tratdndose de la tortilla identificada como Santo Apetito.

Compuesto  sin adicion Adicionada Recuperacion Adicionada Recuperacién
(500 pg/kg) (1000 pg/kg)

475+ 24 o 1234+ 19 o

DMP ND (5.1) 95.0% (1.6) 123%
537 +£57 o 1233 £ 61 o

DEP ND (11) 107% (4.9) 123%
504 £29 0 1058 + 41 o

DBP ND (5.8) 101% (3.9) 106%
462 £69 o 861 + 98 0

BBP ND (15) 92.4% (11) 86.1%

DEHA ND 49(2 2)18 99.6% 97(95 j)s 3 97.9%
193 £ 15 649 + 26 . 978 + 33 .

DEHP (7.8) (4.0) 91.2% (3.8) 79.5%

DnOP ND > 1(7;;)40 103% 87(01 j;)” 87.0%

En cuanto a las tostadas, en experimentos de recobro se utiliz6 la muestra “Las del Barrio”,
no detectando en ella ninguno de los compuestos de interés (tabla 26). En las muestras enriquecidas
con estandares de 500 y 1000 pg/kg de masa seca, para mayoria de los compuestos los porcentajes
de recuperacion fueron aceptables (91.8 — 124%), de manera similar como para la tortilla fresca.
Sin embargo, adicionando 1000 pg/kg DEP y DEHA, las recuperaciones fueron 142% y 141%,

respectivamente y este claro efecto de matriz requiere una mayor atencion en estudios futuros.
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Tabla 26. El porcentaje de recobro del método analitico, el cual se evalué comparando las
concentraciones de muestras fortificadas con las concentraciones proporcionadas por la muestra
real, tratdndose de la tostada identificada como Las del Barrio.

Compuesto  sin adicion Adicionada Recuperacion Adicionada Recuperacién
(500 pg/kg) (1000 pg/kg)
DMP ND 52(%%45 104% 12‘(‘2;)61 124%
DEP ND 52(%334 104% 141(331 1 142%
DBP ND 50(38343 101% “8(21;157 118%
BBP ND 47(21 ;’35 8 94.4% 108(91;146 109%
DEHA ND > 15;;“’ 103% 14%?;378 141%
DEHP ND 45(99;)42 91.8% 12339;43 122%
DnOP ND 54(67340 109% “?2;)79 116%

V.5 Analisis de muestras reales por GC-FID.

Aunque el poder de deteccion del procedimiento GC-FID no fue suficiente para lograr la
cuantificacién de todos los ocho compuestos en cada una de las muestras preparadas de igual
manera como para GC-MS(TQ), algunas de estas muestras contenian relativamente altas
concentraciones y estas fueron analizadas por GC-FID. En la tabla 27 se presentan los resultados
obtenidos junto con los datos del procedimiento desarrollado en la primera parte de este trabajo,
observandose una concordancia aceptable entre dos procedimientos. Tal como ya se menciond
antes, GC-FID parece ser una herramienta adecuada para el analisis de ftalatos en comida, pero
puede ser utilizado solamente en el analisis de muestras con alto contenido de ftalatos. Por otro

lado, se podria realizar un estudio adicional centrado en el desarrollo de un pretratamiento de
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muestra que asegure la preconcentracion efectiva de los analitos para poder utilizar el sistema GC-

FID que es mas econdmico y mas simple en el manejo instrumental respecto GC-MS(TQ).

Tabla 27. Comparacion de los resultados obtenidos por GC-FID y por GC-MS(TQ) MRM en
tortillas con alto contenido de DEHP y DBP. Se presentan valores promedio con sus respectivas
DE en pg/kg de masa fresca, obtenidos con base en tres réplicas independientes. El valor entre
paréntesis corresponde a DER, %.

Promedio + DE, pg/kg masa seca (DER, %)
Muestra Compuesto GC-EID GC-MS(TQ) MRM
La Cosecha de Don Pancho DEHP 108 £ 9 (8.3) 155 + 23 (15)
Santo Apetito DEHP 193 + 15 (7.8) 204 + 25 (12)
Ledn DEHP 156 + 21 (13) 139+2(1.4)
El Maguey DEHP 108 + 17 (16) 93.0+£6.3 (6.8)
_ ) DBP 144 + 18 (12) 129 +23 (18)
Silao maquina
DEHP 121 + 24 (20) 140 + 14 (10)
Guanajuato DEHP ND 91.9+1.9(2.1)
Romita DEHP 120 + 28 (23) 40.0+2.8(7.0)
Pollo Feliz DEHP 197 + 25 (13) 235+ 17 (7.2)
DBP 162 + 19 (12) 153 + 3 (2.0)
Salamanca
DEHP 174 + 24 (14) 150 + 11 (7.3)
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VI. CONCLUSIONES

El presente trabajo de tesis ha sido enfocado en la determinacion de seis ftalatos
tipicamente reportados en alimentos (DMP, DEP, DBP, BBP, DEHP Y DnOP), seleccionando a
la tortilla, harina y tostada de maiz como muestras reales para su analisis. Se incluy6 también otro
tipo de plastificante (DEHA), contenido en el estandar EPA de los ftalatos con el fin de poder
verificar presencia de plastificantes del grupo de adipatos. Se desarroll6 un nuevo procedimiento
analitico, en el que el extracto de la muestra se introduce a la columna capilar de un cromatégrafo

de gases, el cual es acoplado a un espectrometro de masas con triple cuadrupolo.

Las principales dificultades en el desarrollo de este trabajo han sido: (1) caracter ubicuo de
los ftalatos lo que obligd a controlar muy eficientemente las posibles fuentes de contaminacion de
la muestra y hacia una muy importante correccion de los resultados por el valor del blanco; (2)
similar patron de fragmentacion de los ftalatos en el dispositivo de ionizacion por impacto de
electrones y en la zona CID, por lo que el uso de monitoreo de reacciones multiples requeria la

resolucion cromatografica de los compuestos.

Una vez establecida las condiciones de separacion y cuantificacion de los ocho compuestos
en el modo MRM, se evaluaron los principales pardmetros analiticos. Los limites de deteccion
instrumentales fueron en el intervalo de 0.62 — 10.3 pg/L y los limites de deteccion del método
fueron en un intervalo de entre 0.11 — 1.84 pg/kg en masa seca en tortilla, 0.31 — 5.15 pg/kg en
masa seca en harina, 0.12 — 2.06 pug/kg masa seca de tostadas, en concordancia con los datos
reportados en literatura reciente. Basandose en el proceso de calibracién se obtuvieron los
coeficientes de regresion y los valores DER(CF) para cada uno de los compuestos, demostrando
que el procedimiento propuesto cumple con los requerimientos EPA para el analisis
cromatografico. La veracidad ha sido demostrada mediante los experimentos de recuperacion,
obteniéndose en la mayoria de los casos (compuestos individuales en tres diferentes matrices

quimicas) los porcentajes de recobro en el intervalo de 80 — 120%.
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En el analisis de tortilla, los ftalatos encontrados en todas las muestras fueron: DEHP (71.6
— 420 pg/kg en masa seca) > DBP (5.44 — 274 ng/kg) > DEP (3.38 — 73.2 pg/kg), en concordancia
con los datos reportados anteriormente en otros productos alimenticios derivados de granos (tabla
28).

Tabla 28. Comparacion de contenidos de ftalatos en panes y cereales obtenidos de la bibliografia
y los obtenidos en la presente tesis, los valores se expresan en ug/kg en masa seca.

Panqué Pan Cereal Pan Cereales y IIDIartl, Tortilla
Compuesto de Bl ?] Croissant \? fia & It “a n sus ga telas, (este Referencia
Alforfén anco arios AAN0 1 yerivados | PASEES: trabajo)
cereales
DMP NR NR NR | ND-14 | ND NR 0.37 ND
5 [115]
DEP NR NR NR 'g'% ND NR 1.17 | ND-73.2
DBP 1.0 1.9 41 ND-61 | 143 1&%‘ 15.9 | ND-274 | [30]
BBP ND 0.6 1.9 ND-14 | ND NR 592 | ND-21.3| [19]
DEHA NR NR NR NR ND NR NR | ND-197 | [99]
DEHP ND- 22.8- )
9.8 12.0 536 1073 | 270 70 61.6 | ND-420 (116
DnOP NR NR NR | ND-28 | ND NR 0.5 ND-5.9

-NR-No reportado.
-ND-No detectado.

De los 15 tipos de tortilla incluidos en el estudio, seis fueron clasificadas como altamente
contaminadas (ftalatos totales > 300 pg/kg en masa seca) y el resto como medianamente
contaminadas (ftalatos totales entre 50 y 300 nug/kg masa seca). Ocho productos contenian DEHA,
el plastificante del grupo de adipatos. El analisis multivariante por el método de componentes
principales arrojo que la migracion del empaque es una importante ruta de contaminacion de
tortillas con ftalatos. Los tres compuestos (DEHP, DBP y DEP) fueron de mayor abundancia y su
migracion se vio favorecida por largos tiempos de almacenamiento en bolsas de plastico. El efecto
de temperatura no se pudo excluir, pero en un estudio futuro seria necesario estudiar el efecto de

temperatura de manera sistematica, controlando condiciones de calentamiento.
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Los resultados obtenidos en el andlisis de tres harinas de maiz comerciales revelaron la
presencia de los mismos tres ftalatos encontrados en tortillas (DEHP, DBP, DEP), pero en
concentraciones mas bajas. Estos productos contenian ftalatos totales en el intervalo 65.2 - 83.8
Hg/kg en masa seca. Se ha propuesto que los ftalatos en harinas corresponden a la suma de su
contenido en grano, la contaminacion durante el proceso industrial (lavado, nixtamalizacion,
molienda, secado, tamizado) y posible contaminacidon durante transporte/almacenamiento en

mayoreo.

Las concentraciones de ftalatos totales en tostadas horneadas (63.3 — 107 pg/kg en masa
seca) fueron similares respecto a las harinas. Estos resultados indican que durante secado/horneado
de tortillas, los ftalatos son parcialmente eliminados (temperaturas de ebullicion de los siete
compuestos van desde 282 °C hasta 385 °C) y ademas su migracion desde el empaque es reducida.
En cuanto a DEHA, éste no fue detectado en ninguna de las muestras después de tratamiento

térmico debido a su baja temperatura de ebullicion (214 °C).

En un trabajo futuro, parece interesante proponer un procedimiento de preconcentracion
de muestra que permita utilizar GC-FID como una opcién econdémica, sencilla y apta para el

andlisis rutinario de largas series de muestras.
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