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Glosario de términos

GLOSARIO DE TERMINOS

AC~> Acrilico

Alm=> Almidon

Am-> Variacion de masa

APAO-> Poli-alfa-olefina amorfa

C- Cartén

C’ )~ Concentracion en el adhesivo a cualquier tiempo
C’ s~ Concentracion en el sustrato a cualquier tiempo
Ceqea) = Concentracion en equilibrio en el adhesivo
Ceqs) Concentracion en equilibrio en el sustrato
Ceqes)* 2> Concentracion en equilibrio en el sustrato afiadido al sandwich
CAR/PDMS~> Carboxen/ polidimetilsiloxano

CF-> Factor de consumo

Cpo~> Concentracion inicial

Cpo@)=~> Concentracion inicial en el adhesivo

CPP~-> Carton laminado con polipropileno

d-> Espesor

DA~ Difusion en el adhesivo

Dy~> Difusion a altas temperaturas

Ds—~> Difusion en el sustrato

D-GC-0-> Directa gas cromatografia olfatometria
DVB/CAR/PDMS~> Divinilbenzeno / carboxen / polidimetilsiloxano
Ep~> Energia de activacion

EDI-> Ingesta diaria estimada




Glosario de términos

ESI->Ionizacion por electrospray

EVA-> Acetato de vinilo y etileno

F(%)—> Porcentaje de frecuencia

Dy~ Factor de dilucion

MF- Frecuencia modificada

GC-> Cromatografia de gases

GC-0~> Cromatografia gases -olfatometria
GML~> Limite de Migracion Global

HS- Espacio de cabeza

1(%)—> Porcentaje de intensidad

M*-> 16n caracteristico

iFit-> Ajuste isotopico

IFST-> Institute of Food Science and Technology
Ka s> Constante de particion adhesivo-sustrato

K’ss> Constante de particion adhesivo-sustrato, temperatura muy
elevadas

K.~ Constante de distribucion fibra-analito

Kpp,c = Constante de particion polipropileno-carton
LE~- Extraccion liquida

LOD-> Limite de deteccion

LOQ~> Limite de cuantificacion

MS-> Espectrometria de masas

MS /MS->Espectrometria de masas en tandem

MS*-> Espectrometria de masas modo de adquisicién a alta y baja
energia

NIST-> National Institute of Standards and Technology



Glosario de términos

PA-> Poliacrilato

PDMS-> Polidimetilsiloxano

PDMS/DVB-> Polidimetilsiloxano/divinilbenzeno
PVA-> Acetato de polivinilo

PVOH - Polivinilalcohol

QTOF-> Cuadrupolo-tiempo de vuelo.

RSD-> Desviacion estandar relativa

SML-> Limite de Migracion Especifica

SPE-> Extraccion en fase solida.

SPME~- Microextraccion en fase solida.

T-> Adhesivo termofusible

Texe=> Temperatura de extraccion

text> Tiempo de extraccion

taes— Tiempo de desorcion

TOF-> Tiempo de vuelo

UPLC- Cromatografia de liquidos de ultra alta resolucion.
VAE—> Copolimero de acetato vinilo y etileno
V+Al 2 Mezcla de adhesivo vinilico mas almidon.
p~> Densidad

0a~> Solubilidad del adhesivo

Op~> Fuerzas de dispersion

Ou~> Fuerzas debido a puentes de hidrogeno

Om~> Solubilidad del compuesto migrante

Op~> Fuerzas de atraccion

O0s—~> Solubilidad del sustrato






Presentacion

PRESENTACION

El presente trabajo se titula “ESTUDIO DE ADHESIVOS EN
ENVASE ALIMENTARIO. DESARROLLO DE METODOS DE
ANALISIS, DIFUSION Y MIGRACION DE SUS COMPONENTES A
LOS ALIMENTOS ENVASADOS” y se enmarca en el campo de
investigacion sobre el estudio de adhesivos en el envase alimentario que esta
llevando a cabo el Grupo Universitario de Investigacion Analitica (GUIA)
del Departamento de Quimica Analitica de la Universidad de Zaragoza y
liderado por la Dra. Cristina Nerin de la Puerta. El grupo esté integrado en el
Instituto de Investigacion en Ingeniera de Aragén (I3A). Esta linea de
investigacion se incorpord de forma mas intensa al grupo a partir del

Proyecto Europeo MIGRESIVES que empezd en el afio 2007.

En el marco de esta linea de investigacion se han realizado diversos
trabajos en forma de proyectos fin de carrera, tesis doctorales, articulos

cientificos y nuevos proyectos de investigacion.

Esta tesis doctoral se centra en el estudio de los adhesivos utilizados
en el envase alimentario. Concretamente en diversos tipos de adhesivos
termoplasticos (termofusibles, en base de acetato de vinilo y etileno,
polivinilalcohol, acetato de polivinilo o acrilicos) y un adhesivo de almidon.
Todos ellos utilizados en envases alimentarios fabricados con diferentes

sustratos de carton o papel.

Se ha realizado un estudio exhaustivo de la composicion de estos
adhesivos, se han determinado algunos parametros mas influyentes en la
migracion de sus componentes y se han realizado los ensayos de migracion.

Para ello se han utilizado y optimizado diversas técnicas analiticas que han
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servido como potentes herramientas para el desarrollo de métodos analiticos

en dichos estudios.
La memoria se ha estructurado en varias secciones:

La seccion I ofrece una introduccion general del marco en el que se ha

desarrollado la tesis.

La seccidon II presenta los objetivos que se pretenden conseguir

durante el desarrollo de este trabajo.

La seccion III muestra el desarrollo experimental, dividido en cinco
capitulos que se exponen a continuacion. Todos los capitulos son
autocontenidos, es decir, incorporan inicialmente una pequeiia introduccion,
para ayudar a que el lector se situe, los objetivos detallados para este
capitulo, los métodos y materiales utilizados asi como resultados y

conclusiones.

v' Capitulo 1: se estudia la identificacion de los compuestos volatiles en
dos adhesivos termofusibles (T), asi como su concentracion inicial en
estos. También sus coeficientes de particion entre los sustratos y
adhesivos y los coeficientes de difusion en los sustratos.

v' Capitulo 2: se estudia la migracion de los compuestos volatiles
procedentes de los adhesivos termoplasticos (termofusibles, con una
base de acetato de vinilo y etileno (VAE), acetato de polivinilo
(PVA), polivinilalcohol (PVOH) y acrilico (AC)) y un adhesivo de
almidon (Alm) utilizados en envases alimentarios formados por

diferentes tipos de sustratos de carton hasta un simulante alimentario.
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v" Capitulo 3: se estudia la identificacion de los compuestos no volatiles
procedentes de los adhesivos termofusibles y su migracion hasta un
simulante alimentario.

v' Capitulo 4: se estudia la identificacion de los compuestos odorantes en
los adhesivos (T, VAE, PVA, AC y Alm).

v" Capitulo 5: se estudia la migracion de estos compuestos odorantes en
los adhesivos (T, VAE, PVA, AC y Alm) hasta un simulante

alimentario.

En las secciones IV, V y VI se muestra respectivamente un resumen
de las conclusiones madas relevantes, las referencias bibliograficas y

legislacion consultada y las publicaciones que derivan de este trabajo.

A continuacion se muestra un esquema con la estructura de esta Tesis.
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SECCIONI. INTRODUCCION

[ ]
| SECCION Il. OBJETIVOS ]
( SECCION IIl. EXPERIMENTAL ]

CAPITULO 1: IDENTIFICACION DE COMPUESTOS,
DETERMINACION DE SU CONCENTRACION INICIAL,
COEFICIENTES DE PARTICION Y DIFUSION EN DOS
ADHESIVOS TERMOFUSIBLES.

CAPITULO 2: ESTUDIOS DE MIGRACION DE LOS
ADHESIVOS EN EL ENVASE MULTICAPA PARA ENVASAR
ALIMENTOS.

CAPITULO 3: IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE
LA MIGRACION DE COMPUESTOS NO VOLATILES DE
DOS ADHESIVOS TERMOFUSIBLES.

CAPITULO 4: IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE
COMPUESTOS ODORANTES PRESENTES EN LOS
ADHESIVOS EN EL ENVASE ALIMENTARIO.

CAPITULO 5: ESTUDIOS DE MIGRACION DE LOS
COMPUESTOS ODORANTES PRESENTES EN LOS
ADHESIVOS UTILIZADOS EN EL ENVASE MULTICAPA
PARA ENVASAR ALIMENTOS

( SECCION IV. CONCLUSIONES ]

[ SECCION V. LEGISLACION Y BIBLIOGRAFIA ]

Para comprender mejor el planteamiento de esta Tesis, a continuacion
se muestra un esquema general de la seccion experimental, incluyendo los

objetivos y las muestras estudiadas. Este esquema se mostrara antes de cada
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capitulo dentro de la parte experimental resaltando la parte del trabajo

realizado.

Identificacién de los compuestos en los adhesivos

Determinacion de la concentracion inicial

Determinacion de los coeficientes de particion
entre el adhesivo y los sustratos

Determinacion de los coeficientes de difusion de
los compuestos en los sustratos

Estudio de la migracién de los laminados

@MPUESTOS VOLATIL&

~

Adhesivos VAE, PVA, PVOH , AC y Alm

Adhesivos termofusibles EVA 'y APAO

Adhesivos termofusibles EVA 'y APAO

Adhesivos termofusibles EVA y APAO

Identificacion de los compuestos en los adhesivos

14

NO VOLATILES

Determinacion de la concentracion inicial

Estudio de la migracién de los laminados

Adhesivos VAE, PVA, PVOH , AC y Alm/

Adhesivos termofusibles EVA y APAO

Identificacién de los compuestos en los adhesivos

Determinacion de la concentracién inicial

Estudio de la migracion de los laminados

ODORANTES

( COMPUESTOS) ( COMPUESTOS\

AN

Adhesivos VAE, T, PVA, AC y Alm

|
|
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INTRODUCCION

En la actualidad, las industrias alimentarias ofrecen al consumidor
productos de calidad nutritiva y sensorial en los cuales, el envase juega un
papel fundamental para el logro de este objetivo. Pero también, puede
convertirse en un serio problema si no se controlan algunos aspectos del
envase, como por ejemplo, la transferencia de materia a través de este,

conocida como la migracion.

La migracidn, tiene un gran interés toxicoldgico, con el fin de evitar
perjudicar la salud del consumidor. Pero también se puede mirar desde el
punto de vista de la migracion de sustancias sensorialmente activas que
normalmente estdn por debajo de los limites establecidos como
toxicolodgicos, pero perjudican las caracteristicas sensoriales iniciales del
alimento produciendo la aparicion de un olor o sabor extrafio. La aparicion
de este tipo de problemas puede dafar la imagen de productos o marcas

comerciales generando el rechazo del consumidor.

Una parte de esta introduccion, hace referencia al envase alimentario y
las interacciones entre este, el alimento que contiene y el entorno que le
rodea. Posteriormente se detalla el uso de los adhesivos en el envase
alimentario, asi como la legislacién que deben cumplir. Se puntualiza sobre
los procesos que rigen la migracion en el caso concreto de los adhesivos que
forman parte del envase alimentario multicapa. Se clasifican de forma
amplia los distintos adhesivos que se pueden encontrar en el mercado y se
definen los componentes principales que pueden formar parte de estos,

detallando mas ampliamente los adhesivos termoplasticos.
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Por otro lado, en esta introduccion se detalla el origen de las
sustancias odorantes en los envases y los ensayos mds habituales para la
deteccion de las mismas mediante analisis sensoriales, obteniendo
percepciones globales. Y la deteccion de compuestos de forma individual
que se realiza a partir de andlisis instrumentales, que constan de
cromatografia de  gases-olfatometria  combinadas con  técnicas

olfatométricas.

Finalmente se expone un breve resumen del proyecto MIGRESIVES

en cuyo marco se ha realizado parte del trabajo llevado a cabo en esta tesis.

1. ENVASE ALIMENTARIO

Hoy en dia los envases ademas de cumplir la funcién basica de
contener al alimento, protegen y conservan la calidad e integridad de este.

Esta proteccion puede ser pasiva o activa (Risch, 2009):

La proteccién pasiva, evita el deterioro fisico del alimento y/o evita el
deterioro quimico o microbioldgico, proporcionando una barrera frente a
distintos parametros como oxigeno, humedad, microorganismos, luz,
temperatura, aromas, sabores...que merman la calidad del producto,
provocando por ejemplo su alteracion microbiologica, oxidacion de lipidos,

destruccion de vitaminas, pardeamientos, etc.

Por otro lado, la proteccion activa, ayuda a mantener una atmosfera

favorable al alimento que evite el deterioro quimico y/o microbiologico.



Introduccion

Para eliminar estos dafios fisicos, quimicos y microbioldgicos del
producto en general, los envases han ido evolucionando a lo largo de los

afios debido a factores de distinta indole.

La idea de envase surgié hace mas de 10.000 afios con el proposito de
contener los bienes necesarios para la supervivencia, especialmente del
agua. A mediados del siglo XX la gran transformacion de la vida rural a la
vida urbana exigi6é que los alimentos pudieran ser transportados desde el
campo a la ciudad y pudieran mantenerse durante periodos de tiempo
mayores en buen estado, lo que supuso una revolucién en la tecnologia y
concepto de envase. Durante todos estos afios ha sido necesaria una
transformacion tanto ideoldgica como tecnoldgica para adaptar el disefio,
tecnologia, logistica y marketing del envase a las demandas del consumidor
cada vez mas exigentes velando por su seguridad y el medio ambiente

(Catala and Gavara, 2002a; Risch, 2009; Robertson, 2006).

En la actualidad se pueden distinguir tres tipos de envases, segun el

IFST (Institute of Food Science and Technology), véase Figura 1:

e Envase primario: unidad en contacto directo con el alimento. Sus
principales funciones son proteger, contener y facilitar el
almacenamiento y distribucion.

e Envase secundario: utilizado generalmente para la proteccion fisica
del producto. Este es muy util en cuestiones de logistica y marketing
ya que facilita el manejo del envase primario durante su
almacenamiento y presenta diferente informacion sobre el producto.

e Envase terciario: incorpora el envase secundario al sistema final de

transporte, €j. cajas, pallets...
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Envase Secundario

Envase Terciario

Envase Primario

Figural: Ejemplo de los distintos tipos de envase.

La naturaleza de los materiales que se pueden utilizar en estos envases
es muy diversa: naturales, minimamente procesados, totalmente sintéticos,
puros...Entre estos se encuentran vidrio, materiales plasticos, celulosas
regeneradas, elastomeros, corchos, cauchos, papel, cartdon, ceramicas,
metales, madera, productos textiles, ceras, resinas de intercambio i6nico,

siliconas, barnices, tintas de imprenta y adhesivos, véase Figura 2:

B Aluminio

B Papel y Carton

B PP (biorientado y con cloro)

B PA (polamida)

B PET (Tereftalato de Polietileno)
H PE (Polietileno)

B PVC (Policloruro de vinilo)

B EVOH (Etil-vinil-alcohol)

[ Peliculas de celulosa regenerada

Figura2: Uso de los distintos materiales en envase alimentario. Fte: World flexible

packaging demand by material (2009)

Para la seleccion del material del envase deben considerarse varios

criterios (Ashley, et al., 1995):

e Coste.

e Atraccidn del consumidor.
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e Identificacion del contenido (etiquetado, impresion...).

e Evidencia de apertura.

e Desarrollo del envase, incluyendo resistencia mecanica, barrera a los
gases, disolventes, olores, humedad, microbios, resistencia térmica e

inertidad.

Muchos productos, especialmente en el campo de los alimentos,
requieren materiales de alta barrera a los gases, como el O,, CO,, H;O, etc.,
lo que exige el uso de materiales multicapa, ya que ningiin material unico en
capas le proporciona esta exigencia. La mayoria de estos materiales

multicapa se construyen por la union de distintos materiales con adhesivos.

El coste es a menudo el factor primario mds importante para las
industrias en la seleccion del envase. Otro factor muy importante, es la
tecnologia del laminado para desarrollar el envase, optimizando el uso de

los materiales.

2. INTERACCIONES DEL ENVASE
ALIMENTARIO

Cuando el alimento es envasado para su distribucion o simplemente
para ser almacenado, existen unas interacciones entre el entorno, el envase y

el alimento que pueden resumirse en:

e Permeacion: paso de sustancias o gases como didxido de carbono,

oxigeno, vapor de agua, aroma, etc. a través del envase.
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e Sorcion: retencion en las paredes del envase de sustancias del
alimento o del entorno como puede ser la retenciéon de aromas,
radiaciones, etc.

e Migracion: Transferencia de masa desde el envase al alimento

Estas pueden ser desfavorables para la calidad y salubridad del
producto, como se muestra en la Figura 3, ya que pueden producir cambios
en la calidad del producto como la pérdida de sabor, olores desagradables,

cambios de textura y también contaminacion (Catald and Gavara, 2002a).

ENTORNO ENVASE ALIMENTO

0 CO,
* PERMEACION o
Humedad — Degradacionsensorial del alimento.
Humedad|
|IAromas
Aromas
SORCION . . .
. <« Folorantes =5 Degradacion nutricional del alimento:
Radiacioney |
Grasas .. . . q
enranciamiento, pardeamiento, pérdida de textura...
, Etc.
Monomerog
Aditivos
) = Deteriorodel envase.
Residuos
Disolventes

Figura 3: Interacciones entorno- envase- alimento.

No sélo estas interacciones pueden ser desfavorables para la calidad
del producto, sino también puede ser aprovechada positivamente, para
aportar compuestos que produzcan un efecto beneficioso en el alimento,
como es el caso de los envases activos (active packaging). Se conoce como
envase activo al envase capaz de modificar las propiedades del producto que

contiene, alargando su vida util (Bentayeb, et al., 2007; Bentayeb, et al.,
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2009; Ozdemir and Floros, 2004; Rodriguez-Lafuente, et al., 2009;
Vermeiren, et al., 1999).

3. ADHESIVOS EN EL ENVASE
ALIMENTARIO

Actualmente, la mayoria de los envases que estan en contacto con
alimentos tienen adhesivo en su estructura. Los podemos encontrar de tres

formas diferentes, véase Figura 4 (Ashley, et al., 1995):

e Formando la estructura del envase por combinacion con distintos
materiales (generalmente polimeros, papel, carton o vidrio), y ha esta
estructura se le conoce como laminado o multicapa.

e Formando la geometria del envase (sellado de cajas, etc.)

e En el etiquetado.

. 'aimuiu’
3 =

Estructura del envase Dar geometria envase Etiquetado

Figura 4: Utilidad del adhesivo en el envase alimentario

La forma mas comin de encontrar los adhesivos en el envase
alimentario es del primer tipo; donde el adhesivo se aplica sobre la
superficie total de los materiales o sustratos, uniendo varios y formando los

materiales multicapa. Ejemplos de aplicaciones practicas, son la laminacion
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flexible de films, combinaciones papel-film, carton—film, aluminio-film,
carton-aluminio, carton-aluminio-plastico, sistemas rigidos multicapa
basados en plastico, sacos, bolsas, etc. (Ashley, et al., 1995; Barnes, et al.,

2007a)

Para estas aplicaciones la industria de los adhesivos utiliza una gran
variedad de materias primas y formulaciones, combinando distintos
productos quimicos, para formar diferentes tipos de adhesivos, que segin

las caracteristicas clasificaremos en el siguiente apartado.

El consumo anual de adhesivos en Europa es aproximadamente de 1,2
millones de toneladas. Los podemos encontrar en una gran variedad de

industrias como construccion, muebles, textil... véase Figura 5.

carpinteria y ebanisteria

construcciones, ingenieria civil

transporte X
y artesania

4%

calzado y cuero

bricolaje

operaciones de montaje

envasado

Figura 5: Mercado de adhesivos para la industria europea (2008). Fte: Adhesives and

sealants industry

La industria del envasado es probablemente el mayor consumidor de
adhesivos, alrededor del 34% de la demanda total de Europa. El gran avance
en este sector, viene relacionado con el desarrollo de nuevas formulaciones
para aplicar estos a distintos sustratos, con una tecnologia de laminacioén que

puede ser utilizada para proporcionar una estructura compuesta,
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garantizando las caracteristicas necesarias para el uso 0ptimo de materiales
respecto a costo y rendimiento asi como una mejora con el medio ambiente

y optimizacion de los procesos industriales (Ashley, et al., 1995).

4. TENDENCIAS ACTUALES Y
LEGISLACION DE ADHESIVOS EN EL ENVASE
ALIMENTARIO.

La tendencia general en la industria de adhesivos para uso en el
envase alimentario, es una reduccion en el uso de disolventes, asi como una
minimizacion de componentes de bajo peso molecular que forman parte del
adhesivo, y que podrian migrar desde este al alimento mdas facilmente
(Barnes, et al., 2007b). Sin embargo, no existe una legislacion especifica en
la Unién Europea para el uso de adhesivos en el envase alimentario, aunque
algunos de sus constituyentes, podrian migrar desde el adhesivo a través del
envase hasta alcanzar los alimentos. Para proporcionar la base cientifica y
facilitar las herramientas para su control en la industria Europea, se

desarroll6 el Proyecto MIGRESIVES, que se explicara posteriormente.

Existe un Reglamento Marco (CE) N°1935/2004 para los materiales
en contacto con alimentos. Este Reglamento marco es la legislacion basica
de la Comunidad Europea donde se definen los materiales en contacto

alimentario:

e Materiales que estan en contacto como envase primario o secundario.
e Materiales y objetos destinados a estar en contacto con los alimentos

como platos, vasos, etc.
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e Materiales que razonablemente se espera que en algin momento estén
en contacto con los alimentos, como superficies para la preparacion

alimentaria, baldas de un refrigerador, etc.
También se establecen los requisitos basicos para dichos materiales:

e No deben representar un peligro para la salud humana.

e No deben provocar una modificacion inaceptable de la composicion
de los alimentos.

e No deben provocar una alteracion de las caracteristicas organolépticas

de éstos.

Ademas, los operadores de empresas se aseguran de que las
operaciones de fabricaciéon se lleven a cabo de conformidad con el
Reglamento N° 2023/2006: “Buenas practicas en la fabricacion de

materiales y articulos destinados a entrar en contacto con alimentos.”

El Reglamento Marco N°1935/2004, contiene una lista de materiales

para los que se haya adoptado una legislacion especifica, véase Figura 6:
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REGLAMENTO MARCO
(CE) 1935/2004

Buenas practicas de fabricacion (CE)

2023/2006
Materiales  Plasticos Activos e Peliculas de Ceramica Ep6xidos Elastémerosy Otros
Plasticos Reciclados inteligentes Celulosa Directiva Reglamento Cauchos
Reglamento Reglamento  Reglamento Directiva 84/500/CEE 1895/2005 Directiva
282/2008 450/2009 2007/42/CE 93/11/CEE

10/2011

Papely cartén

Adhesivos

Vidrio

Corcho

Tintas

Barnices

Figura 6: Marco legislativo europeo

Como se representa en la Figura 6, no existe una legislacion
especifica, europea para adhesivos. Y en su defecto se aplica la legislacion
europea o la nacional de plasticos, ya que esta contiene muchas sustancias

en comun con los adhesivos:

e Reglamento Europeo de materiales plasticos destinados a entrar en
contacto con alimentos = Reglamento 10/2011/EU.

e Real Decreto Espafiol sobre lista positiva de sustancias permitidas
para la fabricacion de materiales poliméricos destinados a entrar en
contacto con los alimentos, en la que incluyen los adhesivos, siliconas

y tintas de impresion = Real Decreto 847/2011.

En el Reglamento Europeo de materiales pléasticos 10/2011/EU se
contempla; los materiales plasticos constituidos exclusivamente de materias

plasticas o compuestos de dos o mas capas, cada una constituida
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exclusivamente de materias plasticas y que estén unidas entre si por medio
de adhesivos o por cualquier otro medio y que, en el estado de productos

acabados, estén destinados a entrar en contacto con alimentos.

En el Real Decreto 847/2011 se contemplan adhesivos, elastomeros y
cauchos naturales y sintéticos, resinas de intercambio i6nico, siliconas,
barnices y recubrimientos, ceras y materiales plasticos no recogidos en el

Reglamento 10/2011/EU.

Ambos Reglamentos establecen listas positivas de sustancias
autorizadas con sus limites de migracion especificos (SML), como cantidad
maxima de una sustancia que puede ser liberada hacia el alimento y limites
de migracion globales (GML), que es la medida de la masa total de todas las

sustancias transferidas los alimentos.

Ademas, en el Reglamento Europeo 10/2011/EU aparecen las normas
para realizar dichos ensayos de migracion, como los simulantes alimentarios
y las condiciones que deben de utilizarse en cada caso. También, seglin esta
legislacion se pueden utilizar sustancias que no aparezcan en las listas
positivas de sustancias autorizadas siempre que haya una barrera funcional
(capa de materiales barrera entre el alimento y la capa de estudio, que

impide o reduce la migracion) y que se cumplan los siguientes requisitos:

e Migracion especifica de cada compuesto inferior 10 pg/Kg de
alimento en las condiciones de contacto previstas.
e Y que el compuesto no haya sido clasificado como mutagénico,

carcinogénico o toéxico para la reproduccion en la Directiva

67/548/EEC.
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5. MIGRACION EN EL ENVASE
ALIMENTARIO

5.1. MECANISMOS DE MIGRACION

La migracion de componentes presentes en el envase alimentario al
alimento es un proceso submicroscopico de transferencia de masa
consecuencia de la tendencia al equilibrio de todo sistema quimico (Catala

and Gavara, 2002a; Wan, et al., 1995).

Sus consecuencias son, por un lado; la alteracion de las caracteristicas
fisico-quimicas y mecanicas del material del envase, por pérdidas presentes
en el mismo. Y por otro lado, afecta al producto envasado, cambiando su
composiciéon por la incorporacion de sustancias que pueden afectar
sensiblemente a las caracteristicas sensoriales del mismo o pueden afectar

de manera toxica al organismo humano.

En la practica se distingue entre migracion global y migracién
especifica. La migracion global se refiere a la cantidad total de masa del
envase que es transferido al alimento. Y la migracion especifica representa

la cantidad de una sustancia concreta que se trasfiere al alimento.

La migracion estd controlada por dos mecanismos; la particion y la

difusion (Mannheim and Passy, 1990).

5.1.1. PARTICION

La particion expresa la distribucion del migrante entre dos fases

cuando se ha establecido el equilibrio termodindmico. Es por tanto un
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concepto termodindmico y se define el coeficiente de particion (K)
(Ecuacién 1) como la relacion entre la concentracion en equilibrio del
migrante en ambas fases en (mol.m™) (Catala and Gavara, 2002a; Tehrany

and Desobry, 2004):

_ Ceq y
Kiz = / Coq(2) (Ecuacion 1)

Donde K » es el coeficiente de particion, Ceq) €s la concentracion del
migrante en la fasel (envase) y Cgq2) €s la concentracion en la fase2

(alimento).

Cuando la constante K;, (Figura 7) presenta un valor K>1, el
elemento tendra una gran tendencia a permanecer en la fase 1 (envase) y si

por el contrario, si el valor es <l tendrd una tendencia migrar a la fase 2

(alimento)
t=0 min t=00 K=1 t=00 K<1 t=00 K>1
o ® OO °
°® ()
() ° () o () ( ) P ®
[ ) ° () ®
()
®¢ ° ° ° o ® o°|q
° ® o °
° ° °
Envase Alimento Envase Alimento Envase Alimento Envase Alimento

Figura 7: Ejemplo de constantes de particion.

La constante de particion depende en gran medida de la solubilidad, es
decir la afinidad del migrante con los materiales del envase o con el
alimento. Ademas depende de la temperatura, estructura quimica y tamafo
del compuesto migrante, contenido en grasa y cristalinidad del alimento

(Canellas, et al., 2010a; Tehrany and Desobry, 2004).
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5.1.2. DIFUSION

La difusion (D) de una molécula en una matriz, es un parametro
cinético que esta relacionado con la movilidad de las moléculas en el
material. Dicho parametro esta representado por una magnitud de flujo (J)
que pasa perpendicularmente a través de un area de distintas secciones de
fase homogénea, con un gradiente de concentracion de los migrantes. Se
basa en un proceso dimensional en estado estacionario, que puede
describirse segun la primera ley de Fick (Crank and Gupta, 1975),

(Ecuacion 2):
J=-D()% (Ecuacion 2)

Donde J es el flujo migrante (mol m?s™), D(C) es el coeficiente de
difusion (m’s™), C es la concentracion del compuesto migrante (mol m™) y

x es el espesor del material (m).

Cuando la concentracién varia con el tiempo, el coeficiente de
difusion se expresa segun la segunda ecuacion de Fick (Barnes, et al.,
2007a; Catala and Gavara, 2002a; Dole, et al., 2006; Tehrany and Desobry,
2004), véase Ecuacion 3:

d%c

o (Ecuacion 3)

dac
= =-p(0)

Se muestra una figura ilustrativa (Figura 8) para comprender el

mecanismo de la difusion.
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=1 hora t=5 horas
L e °. ®| o
()
t=0 min ®¢ ° ® Bajo valordeD
[ ] [ J
o° o® | o ° ®
. .
® g Envase Alimento Envase Alimento
®¢
[ ]
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Figura 8: Ejemplo de coeficientes de difusion.

El coeficiente de difusion dependera en gran medida del tamafo y el
peso molecular del compuesto migrante asi como su forma y flexibilidad.
También dependeran las caracteristicas del material del envase
principalmente tipo de material (papel, polimero...), su cristalinidad, estado
vitreo o gomoso, porosidad, orientacion, plastificacion y formulacion (Dole,

et al., 2006; Reynier, et al., 2001a; Reynier, et al., 2001b),

5.2. MECANISMOS DE MIGRACION DESDE LOS
ADHESIVOS AL ALIMENTO EN EL ENVASE

Como ya se ha expuesto anteriormente, los adhesivos se utilizan
habitualmente en el envase alimentario. Los encontramos formando una
estructura de como minimo tres capas, conocida como Laminado [sustrato

1-adhesivo-sustrato2]. Hay que descatar que oficialmente al adhesivo no se
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le considera una “capa” de material, por lo que esta estructura se identificara

como material “bicapa”. Sin embargo, para facilitar la descripcion del

fendmeno, se considerara el adhesivo como una capa mas de la estructura.

De esta forma el mecanismo de migracion es mas complejo, ya que se

disponen de mas capas. Por tanto el proceso global de migracion de un

compuesto hacia el alimento se desarrolla en las siguientes etapas (Catala

and Gavara, 2002a), véase Figura 9:

L.

II.

I1I.

IV.

Difusion del migrante en las dreas amorfas de la matriz polimérica del
adhesivo. En este caso, la migracion estd controlada por el proceso de
difusion, que consiste en la transferencia de masa a través de los
espacios libres transitorios originados por los movimientos naturales
aleatorios de los fragmentos de la matriz polimérica del adhesivo (Dx)
Equilibrio quimico entre el adhesivo y los sustratos a los que esta
adherido. Este puede expresarse de forma simple a través de las
concentraciones de cada migrante en las dos fases (constante de
partici(')n). (KA,SI, KA’SZ)

Difusion del migrante en las areas amorfas del sustrato al igual que
ocurria en el adhesivo. (Ds;, Ds;)

Etapa de solvatacion en la interfase alimento-envase: consiste en una
disolucion de los migrantes en el alimento, produciéndose el equilibrio
quimico. (KAL,SQ)

Dispersion en el alimento: el migrante ya disuelto en el alimento
difunde en este. La difusion en la matriz polimérica es mayor que en
el alimento, por tanto esta etapa no interviene en la practica ni en el

equilibrio ni en la cinética de difusion.
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Figura 9: Etapas del proceso de migracion de los compuestos del adhesivo al alimento

Como se ha mencionado anteriormente (apartado 5.1), el equilibrio y

la cinética son los mecanismos que influyen directamente en la migracion, y

por tanto, estaran relacionados con las caracteristicas del adhesivo, sustrato,

migrante y alimento, como (Catala and Gavara, 2002a):

e La composiciéon quimica y la estructura de la matriz polimérica del

envase. La composicion quimica afecta a la disolucion inicialmente

del migrante en el sustrato y posteriormente en el alimento (un

polimero polar, absorberd preferiblemente las sustancias polares). La

estructura del polimero afectara a la densidad del polimero ya que los

constituyentes voluminosos y la irregularidad de las cadenas limitara

la cristalinidad del material, reduciendo la densidad e incrementando

el volumen libre y por tanto incrementando la difusion.

e El proceso de fabricacion de los adhesivos y los envases lleva consigo

diferencias tanto morfologicas como estructurales de la matriz

polimérica.
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e La superficie de contacto y el espesor del adhesivo y del sustrato.

e La estructura quimica de las sustancias migrantes relacionada con la
compatibilidad del polimero y por lo tanto con la difusion o la
concentracion, el tamano, polaridad y la forma de la molécula
relacionada con la transferencia de masa.

e Condiciones del medio, factores como la temperatura, presion, tiempo,

agitacion, etc.

6. COMPOSICION Y CLASIFICACION DE
LOS ADHESIVOS

6.1. COMPOSICION DE ADHESIVOS

Los adhesivos son las sustancias capaces de unir como minimo dos
superficies juntas de manera fuerte y permanente (Petrie, 2000a). Segln la
RAE, se definen, como las sustancias que interpuestas entre dos superficies

son capaces de pegarlas.

El mecanismo de unidon de los adhesivos se basa en la propiedad de
adhesion, que es la atraccion molecular entre dos materiales diferentes
debido a las fuerzas intermoleculares entre ambos, llamadas fuerzas de Van
der Waals. Para que se produzca la adhesion entre el sustrato y el adhesivo,
influyen muchos factores como las fuerzas entre estos, aspectos quimicos,
etc., no s6lo en el momento de la adhesién sino también en la

transformacion durante la vida util de estos.
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La primera vez que se utilizaron adhesivos fue muchos afios atras,
cuando los cazadores para mejorar su caza pusieron plumas en sus flechas
pegadas con cera de abeja. Hasta hace relativamente poco tiempo la mayoria
de los adhesivos provenian de vegetales, animales y sustancias minerales. A
partir de 1900 fue cuando los adhesivos poliméricos sintéticos fueron
desplazando a estos productos naturales por su fuerte poder de adhesion, a la
vez que se consolidaba la industria de los polimeros. Un importante
incremento de estos es en los afios 1940-1950 con el desarrollo de adhesivos

para la industria militar aeronautica.

Hoy en dia, los adhesivos son complejas formulaciones de
componentes que realizan funciones especializadas. La seleccion de los
componentes que formaran parte del adhesivo, dependera de las propiedades
finales que se requieren para dicho adhesivo, de la aplicacion y de los

requisitos del procesamiento, asi como del objetivo global de costes.

Entre los distintos componentes que constituyen la formulacion de los

adhesivos se pueden destacar:

e La base adhesiva, es el componente principal de un adhesivo y le
proporciona muchas de las principales caracteristicas como
mojabilidad, propiedades de curado, la fuerza y la resistencia al medio
ambiente. Es a menudo por peso, el componente mayoritario en la
formulacion y es el que le da el nombre al adhesivo.

¢ El endurecedor o agente de curado es una sustancia anadida con el
fin de promover la reacciéon de polimerizacion y formar parte en ella
por la combinacion quimica con el polimero base.

e FEl catalizador es una sustancia que, afiadida al adhesivo, promueve la
reaccion de polimerizacién pero sin formar parte de esta, es decir

permanecerd sin cambios durante la reaccion. Los acidos, bases, sales,
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compuestos de azufre y los perdxidos son ejemplos de catalizadores
usados en la industria de adhesivos.

El acelerador, inhibidor, o retardador se incorporan a veces en la
formulacion del adhesivo para controlar la velocidad de curado
(acelerandola o decelerandola). Estos compuestos son importantes
para el curado, asi como para el tiempo de almacenamiento del
adhesivo y la vida util de este.

Los disolventes son necesarios para dispersar el adhesivo a una
consistencia que sea mas facil de aplicar sobre el sustrato, como con
brocha o pulverizacion. También se utilizan para ayudar en la
formulacion del adhesivo mediante la reduccion de la viscosidad del
polimero base, de modo que la adicion de otros componentes
proporcione una mezcla uniforme. Estos deben evaporarse por
completo antes de curar el adhesivo para evitar la formacion de
burbujas.

Las cargas son sustancias que suelen tener algunas propiedades
adhesivas y se aniaden al adhesivo para reducir la concentracion de
otro componente del adhesivo y por tanto reducir el coste de la
formulacion general.

Los polvos de piedra son sustancias no adhesivas que proporcionan
en el adhesivo mejoras relacionadas con las propiedades de trabajo
como expansion térmica, viscosidad, resistencia termal...Entre los
polvos mas utilizados estarian la silica, alimina, oxido de titanio...

El respaldo suele ser una tela fina, de tela o de papel utilizados para
apoyar la composicion del adhesivo semicurado para proporcionar una
cinta o la pelicula. El respaldo puede ser utilizado para fines

funcionales o decorativos.
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e Plastificantes son sustancias que forman parte de la formulacion del
adhesivo para proporcionarle flexibilidad y elongacion al adhesivo asi
como, reducir la viscosidad tras la fusion en los adhesivos
termofusibles. Estos plastificantes actiian separando las cadenas del
polimero y asi, hacen posible su deformacion.

e Taquificantes son promotores de adhesion que se afiaden para
aumentar la adhesion de los sustratos favoreciendo la resistencia al
desgarro y disminuyendo la resistencia al corte.

e Espesantes son sustancias que mantienen un espesor del adhesivo
razonable a través del ajuste de la viscosidad.

e Antioxidantes y estabilizantes son las sustancias que se afiaden al
adhesivo para retrasar el envejecimiento de este y por tanto alargar su
vida util.

e Humectantes y tensioactivos se afiaden para estabilizar la emulsion

de tantos componentes que forman el adhesivo.

Esta descripcion de los distintos aditivos utilizados en la formulacién
de adhesivos es muy genérica y breve, ya que hay miles de aditivos que se

pueden utilizar en sistemas adhesivos.

6.2. CLASIFICACION DE ADHESIVOS
Los adhesivos se clasifican en la industria (Petrie, 2000b):
Segun los materiales de los que estan fabricados

e Sintéticos: Fabricados con materiales sintéticos como por ejemplo

polimeros.
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Naturales: Fabricados por materiales derivados de productos animales
y agricolas. Un ejemplo de estos serian los adhesivos de almidon,
objeto de estudio, que son adhesivos de origen agricola derivados
principalmente de la planta de yuca. El almidon se calienta, por lo
general en disoluciones alcalinas, y después en frio se prepara la
dispersion. Suelen ser solubles en agua. Estos se suelen aplicar para
sustratos porosos (madera, papel y carton) que se unen por la pérdida

de agua.
La funcion que desempefian

Estructurales: Capaces de soportar grandes fuerzas sin deformarse

No estructurales: Soportan pequeias cargas y se degradan en periodos
cortos de tiempo por exposicion a condiciones ambientales como

temperaturas adversas, compuestos quimicos, etc.
Segun la composicion quimica (Petrie, 2000b; Ureta, 1996)

Termoendurecibles: Son los adhesivos que se curan mediante una

reaccion quimica irreversible llamada reticulada. En esta reaccion se
produce un entrecruzamiento por polimerizacion de dos polimeros
lineales dando lugar a una estructura quimica reticulada rigida, véase

Figura 10.

O carbonos
® oxigeno
® hidrégenos

Figura 10: Estructura reticulada tras el curado de los adhesivos
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Para que se produzca la reaccion en algunos casos se requieren calor
para la iniciacion y terminacion de la reaccion, y en otros casos puede
ser efectuada a temperatura ambiente. Estos adhesivos presentan gran
resistencia al calor y a los disolventes puesto que las moléculas son
altamente reticuladas, y muestran poca deformacién. Ejemplos de

estos adhesivos son los epoxy y los uretanos.

Termoplasticos: Son la clase de adhesivos que se pueden formar sin
necesidad de reaccion quimica. Dentro de este grupo se encuentran los
adhesivos termofusibles que son originalmente polimeros so6lidos, que
para ser curados, se calientan hasta derretirlos para posteriormente
enfriarlos. También pueden aparecer disueltos en agua o en
emulsiones de base agua, estos se curan por la evaporacion del
disolvente.

Su estructura molecular es lineal (Figura 11) o ramificada (Figura 12).

O carbonos
® oxigeno
~_ % hidrégenos

Figura 11: Estructura lineal

O carbonos
@ oxigeno
® hidrégenos

Figura 12: Estructura Ramificada

Los adhesivos termoplasticos tienen en general poca resistencia a los
disolventes o productos quimicos. Ejemplos de estos adhesivos son los
adhesivos termofusibles, acetatos de polivinilo (PVA), etc. Los cuales

se explicaran con profundidad en el apartado 7.
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e Elastoméricos: Estdn basados en resinas elastoméricas sintéticas o
naturales con un alto grado de extension y compresion. Recuperan
rapidamente sus dimensiones y su forma inicial después de retirar la
carga. Adhesivos de elastomeros pueden ser termoendurecibles o

termoplasticos.

Segun el modo de aplicacion o reaccion con el sustrato
Es decir la manera en la que los adhesivos reaccionan o se solidifican:

e Reaccion quimica: incluyendo la reaccion con un endurecedor asi

como mediante una fuente de energia exterior, como calor, radiacion,
catalizador...
Dentro de este grupo nos encontramos con la mayoria de los
adhesivos termoendurecibles. Por un lado los formados por la reaccion
de condensacion, generalmente con agua como subproducto (resinas
fenodlicas y aminoacidos), y los formados por polimerizacion por
adicion de un producto (poliésteres y resinas epdxicas). También se
incluyen la mayoria de elastdmeros y acrilicos que solo necesitan la
presion de contacto para ser efectivos.

e Pérdida de disolvente o de agua: Una vez aplicado, el agua o
disolvente, debe de ser eliminado, bien por evaporaciéon en el aire o
por difusion en una superficie porosa del sustrato. Por tanto, a menudo
se utilizan para aplicaciones con sustratos porosos como la madera,
papel, cuero, y tela.

Una vez aplicado y seco, el adhesivo puede proporcionar un enlace
duro, convirtiéndose en una resina de cohesion, como acetato de
polivinilo o pegamentos de madera, o se podria formar una pelicula
que luego se reactiva con disolventes o con agua o por el calor, como

en el caso de un adhesivo en un laminado.
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e Por enfriamiento tras una fusion: Se trata generalmente de adhesivos
termoplasticos que, como se ha explicado anteriormente, se ablandan
y se funden cuando se calientan y se endurecen tras el enfriamiento.
Cuando el adhesivo se funde debe presentar una viscosidad baja y no
debe enfriarse demasiado rapido para asi lograr mojar el sustrato y que

ambos se unan mejor.
Segun la forma fisica

e Liquido
e Pasta

e Solido (polvo, cintas, peliculas, ect.)

7. TIPOS DE ADHESIVOS
TERMOPLASTICOS

Dentro de los adhesivos termoplasticos se encuentran diferentes tipos
en forma de emulsion, disoluciéon o termofusibles. La Tabla 1 muestra las

ventajas e inconvenientes de estos adhesivos:
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Tablal: Ventajas e inconvenientes de los adhesivos termoplasticos

Forma Ventajas Inconvenientes
Base agua Bajo coste Pobre resistencia al agua
L o Corrosivo a  algunos
Sin disolvente toxico v gu
metales
Amplio rango de viscosidades Lento proceso de curado
Se puede utilizar gran cantidad de . .
puede utllizar g Bajas propiedades
componentes de alto peso R
eléctricas
molecular
Base . . . . .
. Resistencia al agua Peligro de incendio.
disolvente
Répido proceso de curado Riesgo para la salud
Aplicable a amplio rango de Equipo de ventilacion
sustratos necesario
Termofusibles . Para su aplicaciéon se
El equipo de secado es . .
. . requieren equipos
innecesario .
especiales

El enlace entre el sustrato y el
adhesivo, es rapido y fuerte.

El espacio que ocupa es menor
que otros, esto  repercute
positivamente en el coste del
adhesivo

Estable durante el
almacenamiento

No se congela

Es impermeable y resistente al
agua.

Se degrada si se calienta
de forma continuada

Posee aplicaciones limitadas
debido a la viscosidad y a los
limites de temperaturas de
calentamiento

Los adhesivos termoplésticos que se van a estudiar en este trabajo son

los siguientes:

7.1. ADHESIVOS TERMOFUSIBLES

Los adhesivos termofusibles son adhesivos termopldasticos,

originalmente polimeros so6lidos (polvos, cintas, peliculas, granulos,
pastillas...) a temperaturas inferiores a 80 °C, que al ser calentados se
ablandan y funden (temperaturas tipicas de aplicacion 150°C -200°C). Una

vez fundido, se aplica sobre un sustrato y a continuacion, se unen las partes
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del sustrato al solidificar por enfriamiento el adhesivo. El adhesivo
termofusible debe alcanzar una viscosidad relativamente baja y no debe
enfriarse rapidamente para asi poder disponer de tiempo suficiente para
cubrir la rugosidad del sustrato y unir perfectamente ambas partes (Petrie,

2000a; Petrie, 2000b).

Los principales polimeros que forman parte del adhesivo termofusible
pueden ser polimeros acetato de vinilo y etileno, poliolefinas como
polietileno o polipropileno o también poliolefinas amorfas, poliamidas o los
polimeros en bloque (caucho de butadieno estireno), poliamidas o poliéster.
La formulacion debe ser elegida cuidadosamente basandose en el equipo de
aplicacion disponible asi como en la velocidad a la que se puede aplicar el
adhesivo. Estos equipos pueden ser un tanque de calefacciéon con mangueras
de calefaccion, para aplicar el adhesivo fundido rapidamente sobre un
sustrato precalentado previamente, y asi evitar que el adhesivo se enfrie
inmediatamente al ponerse en contacto con la superficie del sustrato mas

frio. Posteriormente, se aplica presion hasta que el adhesivo se solidifica.

Los aditivos principales en los adhesivos termofusibles son por un
lado, un plastificante, que proporciona flexibilidad y / o alargamiento a la
cadena polimérica para permitir una mejor deformacién, y un taquificante,

(13 2 b 4
que son “agentes adherentes”. Los taquificantes mas comunes son los
hidrocarburos alifaticos o aromaticos, terpenos y ésteres de colofonia.
También se utilizan ceras como las parafinas para reducir la viscosidad y

mejorar la fuerza de adhesion y antioxidantes.

Los sustratos utilizados por lo general para estos adhesivos son el
papel, cartébn, madera, cuero, metales, vidrios, etc. Sus aplicaciones
habituales son la encuadernacidon, envases alimentarios, juguetes,

automoviles, muebles, electronica, etc.
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Existen distintos tipos de adhesivos termofusibles segin el polimero
base que se utiliza para la formulacion. En este trabajo se van a estudiar en

profundidad:

e Adhesivos termofusibles de acetato de vinilo y etileno (EVA): La
formulacion contiene hasta un 30% de acetato de vinilo en el etileno.
Como con todas las formulaciones de fusion en caliente, la viscosidad
depende del peso molecular del polimero base. Los taquificantes se
afiaden para reducir la viscosidad y mejorar la humectacion y
adherencia. Las ceras, como por ejemplo las parafinas, se anaden para
reducir el coste y la viscosidad. La carga inorgénica se utiliza para
reducir el coste y aumentar la viscosidad. Los antioxidantes son
necesarios para proteger el adhesivo durante la aplicacion y durante su
vida util. Se utilizan en sustratos de carton, encuadernacion de libros,
etc.

e Adhesivos termofusibles de poliolefinas: Las resinas de poliolefina
poseen una propiedad adherente muy importante que es una energia de
superficie baja y por tanto se humedece y se adhiere a la mayoria de
los sustratos poliméricos y metalicos. Las poliolefinas que se utilizan
para adhesivos son compuestos relativamente puros con alto peso
molecular. Los adhesivos que se basan en estas resinas se utilizan
principalmente en bloque o en forma de pelicula. En forma de
pelicula, proporcionan una excelente resistencia al desgarro, como un
adhesivo de laminacién en caliente para peliculas de plastico y

laminas metalicas.
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7.2. ADHESIVOS DE ACETATO DE POLIVINILO.

Estos adhesivos termoplasticos son los que comiinmente se conocen
como “cola blanca” y estan formados por la base adhesiva de polimero
acetato de polivinilo (PVA). Junto a la base, también se utilizan
habitualmente cargas, plastificantes y pigmentos dependiendo de sus
aplicaciones. Se encuentran disponibles en forma de disoluciones,

emulsiones de agua o como adhesivos termofusibles.

Se utilizan para la pegar materiales porosos en especial la madera y
papel cuando se encuentra en forma de emulsion y vidrio, ceramica y
plasticos cuando se encuentra en forma de disolucion. Se emplea en la
industria general de embalajes para el pegado de etiquetas, precintos, etc.

diluyéndola con agua hasta lograr la viscosidad deseada.

Su proceso de curado es mediante la evaporacion del disolvente o del
agua cuando se encuentra en forma de disolucién o emulsion y en el caso de
adhesivos termofusibles por enfriamiento y presion tras el calentamiento

previo.

Es el tipo de adhesivo mas versatil en términos de formulacién y uso.
Posee un excelente poder adhesivo presentando gran resistencia a la fuerzas
de traccion. Muestra una gran resistencia al aceite, grasa y acidos y menor
resistencia al agua. Buena extensibilidad y por tanto facil manejo en su

aplicacion. (Petrie, 2000b; Ureta, 1996)
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7.3. ADHESIVOS DE POLIVINILALCOHOL

Este adhesivo estd formado por una base adhesiva del polimero
polivinilalcohol (PVOH). A diferencia de muchos polimeros vinilicos, el
PVOH no se prepara por la polimerizacion del correspondiente mondmero,
dado que el alcohol vinilico es inestable. El PVOH se prepara por
alcoholisis (se emplean también los términos menos exactos hidrélisis y
saponificacion) parcial o total de acetato de polivinilo para eliminar los

grupos acetato. Véase figura 13.

NaOH
—{—CH;—CH—}; — —[—CH;—C}{—i;
| Metanol |
? 7
t[::O H
CHjy
Polivinilacetato Polivinilalcohol

Figura 13: Formacion de polimero de Polivinilalcohol (PVOH)

Para efectuar la alcoholisis puede utilizarse etanol o metanol, con un
acido o una base como catalizador. La hidrolisis alcalina es mucho mas

rapida.

Son adhesivos termoplasticos solubles en agua y se utilizan
habitualmente para la unién de materiales porosos como papel, caton y
tejido, tras su proceso de curado por la evaporacion del agua. Entre las
propiedades mas importantes, se encuentra la pegajosidad en hiimedo que
los hacen ser muy versatiles y muy utiles aportando una gran facilidad de
manejo en fabrica, limpieza y coste razonable. Tiene una gran resistencia a
las grasas y los aceites y justa al agua, pero es suficiente para la mayoria de

aplicaciones en el interior. Tiene alta resistencia y flexibilidad, asi como alta
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propiedades de barrera para el oxigeno y los aromas por consiguiente se

utilizan habitualmente para envase alimentario. (Petrie, 2000b)

7.4. ADHESIVOS ACRILICOS

Los adhesivos acrilicos estdin formados por una base adhesiva del
polimero formado por polimerizaciéon de monomeros de acrilico como el
metacrilato de metilo. Estan disponibles como disoluciones en base acuosa o
disolventes, y también como emulsiones donde el polimero estd modificado
con agentes tensoactivos, de humedad, de liberacion de aire y espuma y
otros ingredientes que mejoran su desempefio y su habilidad de

recubrimiento.

Presentan buenas propiedades de adhesion, largo tiempo de vida util y
estabilidad mecanica. Una resistencia media al agua, y muy buena a aceites,

sin embargo, una poca resistencia a disolventes orgédnicos y al calor.

Se utilizan habitualmente para pegar vidrio, metales, papel, textil y

plasticos. (Petrie, 2000b)

Una vez detallado el uso el de los adhesivos (tipos y componentes que
los forman) en el envase alimentario, asi como las interacciones de este con
el alimento, haciendo hincapié, en los procesos que rigen la migracion y la
importancia de esta para cumplir unas determinadas legislaciones. Se
procede a la segunda parte de la introduccion la cual se centra en la
procedencia de las sustancias sensoriales activas dentro del envase, asi como

los andlisis sensoriales necesarios para la determinacion de estas.
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8. ORIGEN DE SUSTANCIAS

SENSORIALMENTE ACTIVAS

Las posibles fuentes de generacion de sustancias sensorialmente

activas susceptibles de migrar al alimento pueden ser (Catald and Gavara,

2002b):

L.

II.

I1I.

IV.

Materias primas utilizadas para la fabricacion de envases como
monoémeros, polimeros de bajo peso molecular, restos de agentes de
polimerizaciéon  (catalizadores, antioxidantes, estabilizantes...),
aditivos utilizados para la formulacion del plastico (plastificantes,
lubricantes...), impurezas y aditivos utilizados para el procesamiento
de envases de papel, carton, etc.

Productos de degradacion formados por oxidacion de componentes
organicos de los materiales plasticos como aldehidos, cetonas,
alcoholes...por termo-oxidacion o por foto-oxidacion (Hashizume, et
al., 2007). La termo-oxidacion puede producirse durante el proceso de
transformacion de los materiales, tratamiento del producto envasado o
en el almacenamiento en condiciones inadecuadas (Chen, et al., 2006;
Jacobsson, et al., 2004; Lozano, et al., 2007; Raj, et al., 1990; Spitzer
and Buettner, 2010).

Disolventes organicos como tolueno, xileno, cetonas....e impurezas de
dichos disolventes, utilizados para la aplicacion de tintas de
impresion, adhesivos de laminacion, barnices, recubrimientos, lacas.
Promociones que se utilizan como herramientas de marketing como
cupones, figuritas, etiquetas...los cuales se colocan en el interior de

envases en contacto directo con los alimentos o separados con
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materiales utilizados como barreras funcionales. Estos suelen contener
metales pesados, disolventes para las pinturas, barnices o adhesivos.
Productos de limpieza por la contaminacion durante el
almacenamiento de los mismos en depdsitos en que se utilizan
detergentes o limpiadores de ambiente perfumados.

Compuestos halogenados generados por la accion de microorganismos

en maderas tratadas con desinfectantes halo-fenolicos.

A continuacion se presentan algunos ejemplos (Tabla 2) de trabajos

encontrados en bibliografia sobre la migracion de compuestos odorantes

generados en las distintas fuentes antes mencionadas, produciendo un olor

no deseado en el alimento envasado.

Tabla2: Ejemplos de migraciones de compuestos odorantes presentes en los envases

Ejemplos

Migracion de un monémero de estireno del envase de plastico a dulce de
leche envasado en el mismo (Catala and Gavara, 2002b).

Migracion de compuestos odorantes de un elastomero utilizado en los cierres
de botellas de cerveza (Linssen, et al., 1998).

Migracion de compuestos odorantes de un plastico tras la termooxidacion,
utilizados para envasar carne y vegetales (Kontominas, et al., 2006)
Migracion de compuestos odorantes de diferentes tipos de plasticos tras la
foto-oxidacion (por radicacion) para envase alimentario (Deschenes, et al.,
1995; Goulas, et al., 2004; Welle, et al., 2002).

Migracion de disolventes de las tinta de impresion utilizados en el envase
para conservar chocolate o a bolsas de t¢ (Catala and Gavara, 2002b).
Migracion de diclorofenol durante el almacenamiento de un vino en un
depoésito que habia sido previamente desinfectado con dicho compuesto

(Catala and Gavara, 2002b).

los

En la mayoria de casos la migracion produce alteraciones en el olor de

alimentos envasados, pero esta migracion, se encuentra en

concentraciones por debajo de los limites considerados de riesgo

toxicologico. Y en muchas de las ocasiones esta concentracion se encuentra

también por debajo de los limites de deteccion instrumentales, lo cual

supone una dificultad para su analisis.



Introduccion

Esto significa que el unico camino para determinar los compuestos
responsables de un olor, es utilizar técnicas sensoriales, estudios que
unicamente pueden ser llevados a cabo por personas capaces de detectarlos

de diferenciarlos.

9, ANALISIS SENSORIALES PARA
SUSTANCIAS SENSORIALMENTE ACTIVAS.

El analisis sensorial es una ciencia multidisciplinaria en la que se
analizan e interpretan las reacciones caracteristicas percibidas por el olfato,
la vista, el gusto y el tacto (Catala and Gavara, 2002b). Esta técnica es muy
utilizada en las industrias del envase y de alimentos, permitiendo el control

de productos finales, asi como la aceptabilidad de nuevos productos.

La wutilizacion de andlisis sensoriales para la deteccion de
contaminantes capaces de alterar el olor de los alimentos es muy importante,
ya que permite discernir con el olfato las sustancias que alteran el olor del
alimento natural, aunque estén a muy bajas concentraciones. Esta capacidad
de percibir estas especies quimicas en los alimentos depende de la estructura
quimica, concentracion, tipo de alimento y sensibilidad del sujeto (Catala

and Gavara, 2002b).

Los ensayos que se realizan habitualmente para dicho analisis

sensorial estan recogidos en la norma ISO 6658 (Rock, et al., 2008):

e Ensayos de diferenciacion: permiten determinar si existe diferencia

sensorial entre productos.
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e Ensayos de escalas y categorias: permiten estimar el orden o magnitud
de las diferencias.

e Ensayos descriptivos: permiten identificar las propiedades sensoriales
de una muestra.

¢ Ensayos de sensibilidad: permiten seleccionar y entrenar evaluadores.

Para estudiar los problemas causados por la migracion de
componentes del envase al alimento, son de gran utilidad los ensayos de

diferenciacion, entre los que se encuentran:

e Comparacion por pares: Las muestras se presentan en pares con el fin
de compararlas sobre la base de criterios bien definidos.

e Ensayo triangular: Presentacion simultanea de tres muestras
codificadas, dos de las cuales son idénticas y el sujeto debe indicar la
muestra diferente.

e Ensayo duo-trio: se presenta una muestra control en primer término y
enseguida dos muestras, una de las cuales es igual a la muestra de
control que el evaluador debe identificar.

e Ensayo A-no A: ensayo en el cual una serie de muestras, que pueden
ser A o diferente de A, se presentan a cada evaluador, quien debe

indicar si las muestras son A o diferentes de A.

Su utilizacion conlleva como inconveniente la necesidad de emplear
un panel de catadores entrenados, constituido por un ntimero considerable

de individuos, lo que supone un elevado coste.

Por ello, en la actualidad, todos los esfuerzos estan relacionados con el
desarrollo de instrumentos, que puedan realizar estos analisis como si fuera
un catador, pero de manera rapida y objetiva. Se trata de las denominadas

“narices electronicas” (Rock, et al., 2008). Las cuales intentan imitar las
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funciones olfativas de los catadores. Consiste en la absorcion y desorcion de
sustancias volatiles en la superficie de sensores que ocasionan cambios en
las resistencias eléctricas, al interactuar con los compuestos quimicos,
dependiendo de la polaridad, tamafio y forma de las moléculas, produciendo
perfiles caracteristicos o “mapas de aroma”. Estos se comparan con patrones
conocidos. Por tanto realiza un andlisis global del aroma aportando
informacion basicamente cualitativa: diferencias y similitudes entre
muestras, de manera similar a un panel sensorial, pero no identifica los
compuestos no proporciona un resultado en términos absolutos, sino la
respuesta de un conjunto de sensores de diferente naturaleza, conectados en

serie. Tampoco identifica el olor percibido.

Estos tipos de ensayos sensoriales no son validos para detectar e
identificar sustancias individuales, sino que se obtiene una percepcion
global de la presencia o ausencia del olor en el alimento. Por tanto es
necesaria otra herramienta. De ahi la existencia y empleo extendido del
analisis instrumental, cromatografia de gases, dado que los compuestos que
constituyen el aroma son moléculas volatiles, acoplado a olfatometria, que

se explicara en el siguiente apartado.

10. ANALISIS DE OLORES MEDIANTE
CROMATOGRIA DE GASES-OLFATOMETRIA

Como ya se ha mencionado anteriormente, los seres humanos no
somos capaces de distinguir individualidades que conforman el aroma, sino
que percibimos un unico estimulo global. Si se busca encontrar los

compuestos especificos responsables del olor es necesario llevar a cabo un



Introduccion

analisis cromatografico que permita la separacion individual de compuestos.
Pero el perfil cromatografico obtenido mediante un detector quimico
convencional, no coincide con el perfil aromatico de un producto, ya que
existen numerosos compuestos volatiles que no presentan olor pero al
encontrarse  en  concentraciones  elevadas, proporcionan  picos
cromatograficos importantes. Por el contrario, hay odorantes de los que no
se consigue sefial instrumental porque se encuentran en concentraciones
inferiores al limite de deteccion del detector pero, sin embargo sus umbrales
de percepcion son tan bajos que contribuyen al aroma en gran medida. Por
tanto es necesario acoplar a la cromatografia de gases la deteccion

olfatométrica (GC-O)

10.1. CROMATOGRAFIA DE GASES-
OLFATOMETRIA

Esta técnica contribuyd a una nueva etapa y supuso una revolucion en
el analisis del aroma: poder asignar descriptores olfativos a los picos
cromatograficos, y mas aun, detectar con la nariz olores originados por

compuestos que los detectores instrumentales no conseguian registrar.

Fue desarrollada por Fuller y col (Fuller, et al., 1964), y en general
consiste en evaluar con la nariz humana las cualidades aromaticas de los
compuestos separados que eluyen de la columna cromatografica, a la vez

que el detector instrumental instalado proporciona un cromatograma.

Por tanto, se pueden asignar olores a los picos y/o determinarse a qué
tiempos de retencion se detectan dichos olores. Por tanto la deteccion
olfatométrica e instrumental son simultaneas, lo que permite relacionar la

informacion sensorial con la informacion quimica.
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En el analisis por GC-O es necesario introducir un extracto aromatico
representativo a través del puerto de inyeccion. Tras la separacion de los
componentes de la mezcla en la columna capilar cromatografica, a la salida
de la misma se divide el flujo, una parte del efluente se dirige al detector
quimico mientras que la otra va hacia el puerto de olfatométrico donde se

sitiia el analista, tal y como se muestra en la Figura 14.
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Figural4: Esquema del analisis cromatografico-olfatométrico

En los primeros estudios se olia directamente el efluente que salia
directamente del cromatografo. Pero este era un gas seco y muy caliente lo
que provocaba la deshidratacion nasal. En 1971 se disefid el primer

cromatografo de gases con detector olfatométrico “real”, en el que se
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mezclaba el efluente caliente con aire humidificado (Dravniek and

Odonnell, 1971).

Desde la aparicion de GC-O se han desarrollado distintas técnicas
olfatométricas con el fin de evaluar la importancia sensorial de los
compuestos aromaticos que eluyen de la columna cromatografica y debe de

ser el analista quien, en funcidn de sus objetivos, elija una u otra.

10.2. TECNICAS OLFATOMETRICAS

Las técnicas olfatométricas, permiten una jerarquizacion aromatica de
los compuestos, con el fin de evaluar la importancia sensorial de estos, tras

el paso por la columna cromatografica.

Estas pueden agruparse en: técnicas de dilucion, técnica de frecuencia
de impacto, técnica de tiempo intensidad, técnica de intensidad posterior y

mezcla de la técnica de intensidad y frecuencia (frecuencia modificada).

10.2.1. TECNICAS DE DILUCION

El extracto aromatico obtenido se analiza mediante GC-O para
determinar los tiempos de retencion en los que aparecen olores. A
continuacion se diluye sucesivamente el extracto y se analiza con GC-O,
hasta que los odorantes dejan de ser percibidos. Posteriormente, se calcula el
factor de dilucion dg, que es la ultima dilucion en la que se ha detectado el
olor. Cuanto mayor es este factor, mayor es su contribucién al aroma del

producto. Dentro de esta técnica existen dos tipos de analisis:
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e Anadlisis Charm “combined hedonic aroma response measurements”
que fue inventado por Acree y col en 1984 (Acree, et al., 1984). Los
analistas deben describir el olor que detectan e indicar el momento en
el que este empieza y termina.

e Analisis AEDA viene del ingles “Aroma Extract dilution Analisis”.
Esta técnica fue disefiada por Grosch y col. 1987 (Schieberle and
Grosch, 1987; Ullrich and Grosch, 1987). En ella los analistas

unicamente deben describir el olor percibido.

10.2.2. TECNICA DE FRECUENCIA DE CITACION: NIF

NIF significa “Nasal Impact Frecuency” y fue desarrollada por Pollien
y col. (Pollien, et al., 1997) en 1997. En esta técnica el panel de analistas
analiza el mismo extracto aromatico mediante GC-O. Y cada individuo debe
registrar los tiempos de retenciéon en los que se detectan los olores, la
descripcion y la duracion de los mismos. Los olores detectados con una
mayor frecuencia, son los que presentan una mayor importancia relativa.
Con esto se dibuja un “aromagrama” donde se representa la frecuencia de
deteccion (%) con los tiempos de retencion. Mientras la altura de pico
representa el nimero de analistas que han detectado el olor (NIF: nasal
impact frequency) el area relaciona la duracion del olor (SNIF: surface of

nasal impact frecuency) (van Ruth, 2001).

10.2.3. TECNICA DE TIEMPO INTESIDAD

En estas técnicas, no s6lo se determina la ausencia o presencia de un

odorante y su duracion, sino también la intensidad a la que se percibe. Esta
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técnica fue desarrollada por McDaniel y col (Dasilva, et al., 1994) conocida
con el nombre de OSME. En este analisis el analista detecta el olor y evalta
su intensidad aromadtica en una escala de 15cm donde 0 corresponde la
intensidad nula y 15 la intensidad extrema moviendo un indicador
electronico conectado a un sistema informatico. Por tanto tras realizar el
ensayo se obtiene, el tiempo, el olor percibido y su intensidad. Este ensayo
se lleva a cabo por cuatro catadores que repiten el ensayo cuatro veces. Con
esto se construye un osmeograma con los compuestos que han sido
detectados en un 50% de los casos, donde se representan las intensidades de
los olores con el tiempo de retencion de los mismos. La dificultad de esta
técnica consiste en evaluar la intensidad de forma continua, asi como el uso

del dispositivo indicador de la intensidad.

10.2.4. TECNICA DE INTENSIDAD POSTERIOR

En esta técnica también se mide la intensidad del olor, pero en una
escala previamente fijada, y el valor de intensidad que se asigna es la media
de las intensidades proporcionadas por cada individuo, con lo que se reduce
la subjetividad. El mayor problema que representa esta técnica es el uso de
la escala por cada analista, ya que la percepcion difiere considerablemente

de un individuo a otro (van Ruth, 2001).

10.2.5. TECNICA DE FRECUENCIA MODIFICADA

Esta técnica es una mezcla de la técnica de intensidad y frecuencia, en
la que un panel de 8 analistas analiza el mismo extracto aromatico mediante

GC-O. Cada individuo debe registrar los tiempos de retencion en los que se
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detectan los olores, la descripcion de los mismos, asi como su intensidad,
mediante una escala del 1 al 3, donde 1 corresponde a un olor suave (baja
intensidad), 2 olor fuerte (intensidad media) y 3 a un olor extremo (alta

intensidad). Los valores intermedios también estan permitidos.

Una vez realizado el mismo ensayo para los distintos analistas, se
calcula la frecuencia modificada (MF) por la formula propuesta por

Dravnieks (Dravnieks, 1985), véase Ecuacion 1:
FM (%) = [F(%)xI(%)]%° (Ecuacion 4)
Donde:

F(%) es el porcentaje de frecuencia, es decir, el porcentaje de

catadores que detectan el olor

I(%) es el porcentaje de intensidad calculado a partir de la media de
los valores de intensidad obtenida por los distintos catadores que detectaron

el olor frente al méximo valor de intensidad posible, es decir, entre tres.

Cuanto mayor es este factor, mayor es su contribucion al aroma del

producto.

El mayor problema que representa esta técnica al igual que la técnica
de intensidad posterior, es el uso de la escala por cada analista, ya que la

percepcion difiere considerablemente de un individuo a otro.

Todas las técnicas olfatométricas, presentan ventajas e inconvenientes.
Ademas, cada una de ellas se basa en principios diferentes, por lo que su
aplicacidon a una misma muestra también proporciona resultados diferentes.

De modo que segun los objetivos que se busquen o los requerimientos que
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se dispongan, serd mas adecuado emplear una técnica u otra, para

seleccionar y clasificar los odorantes.

De forma general las técnicas de frecuencias y las que miden
intensidades son mas adecuadas a la hora de comparar muestras diferentes o
para analisis cuantitativos y las técnicas de dilucion son las idoneas si lo que
se pretende es jerarquizar los odorantes en funcion a si contribucién

sensorial al aroma (van Ruth, 2001).

Ademas de las limitaciones explicadas anteriormente propias de cada
método, es necesario considerar aquellas que aparecen por el hecho de
utilizar la nariz humana; es el caso del cansancio y de la saturacion sensorial
que puede sufrir el analista afectando a los resultados obtenidos, por lo que

deben acortarse los tiempos de los analisis.

Asimismo, el ambiente influye, por lo que deben de evitarse ruidos y
olores extrafios. Ademas, se debe asegurar el confort del analista con la
temperatura de la habitacidon asi como que se situe en una posicion comoda.
También se debe tener en cuenta la sensibilidad de los analistas y si han sido
entrenados o no (Delahunty, et al., 2006). En tltima instancia, para
caracterizar adecuadamente el aroma, el extracto obtenido debe ser
representativo del mismo. Este paso, no es nada sencillo, dado el nimero de
volatiles presentes en la muestra y el amplio rango de concentraciones en las

que puede aparecer.

10.3. OBTENCION DE EXTRACTOS AROMATICOS
REPRESENTATIVOS

El extracto aromatico debe contener, no solo los compuestos volatiles

responsables del aroma del producto, sino que, ademds, estos deben
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aparecer en las mismas proporciones que se encuentran en la matriz. Entre
las técnicas mas utilizadas encontradas en bibliografia para el analisis de
compuestos odorantes encontrados o bien en el alimento o en el envase

alimentario, se encuentran:

Técnicas de destilacion.

Basadas en la distinta volatilidad de los componentes de la muestra, en
la que los compuestos odorantes presentan una mayor volatilidad. Por este
motivo se separa de forma rdpida de su matriz mediante su vaporizacion y
posterior condensacion con el disolvente extractor. En muchos casos, antes
de la inyeccion en la cromatografo de gases es necesario concentrarlos

(Czerny and Buettner, 2009; Tyapkova, et al., 2009).

Extraccion con disolventes.

Es una, de las técnicas mdas utilizadas para la extraccion de
compuestos volatiles en alimentos. Se distingue entre la extraccion liquido-
liquido, cuando la matriz es liquida, y la extraccion directa con disolventes,
cuando la matriz es solida. Finalmente es necesaria una concentracion del
extracto. Aunque estas técnicas dan muy buenos resultados y presentan
muchas ventajas, entre los inconvenientes mas destacados esta que necesitan

tiempos muy largos de ensayo y grandes volimenes de disolventes.

Técnicas de espacio de cabeza (headspace)

Consiste en extraer los compuestos volatiles del espacio de cabeza que

estd en equilibrio con la matriz, de forma que se obtiene un extracto lo mas
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parecido posible a la fraccion volatil que inhalamos. Estas técnicas se
caracterizan por una minima manipulacion de las muestras y proporcionan

cromatogramas mucho mas limpios, al no incluir el extracto en la matriz.

Se dividen en dos grupos: las técnicas estaticas (Landy, et al., 2004) y
dindmicas (Campo, et al., 2005; Deschenes, et al., 1995; Linssen, et al.,
1998). En las primeras, una vez alcanzado el equilibrio entre la matriz y la
fase gaseosa, una porcion del espacio de cabeza se introduce directamente
en el puerto de inyeccion, lo que hace que sea una técnica muy sencilla.
Tiene una baja sensibilidad para los compuestos semivolatiles, porque no
existe etapa de concentracion de los compuestos, y por tanto es insuficiente
para los compuestos con una menor concentracion. Pero por el contrario, es
muy adecuada para separar los compuestos mayoritarios del aroma, y por

tanto resulta de un gran interés (Rock, et al., 2008).

En las técnicas dindmicas, no se deja alcanzar dicho equilibrio, sino
que el espacio de cabeza es constantemente desplazado (purgado) de forma
continua por un gas inerte hacia una trampa donde son retenidos los
compuestos. Las trampas son materiales adsorbentes, como polimeros
porosos o carbon activo. Posteriormente la trampa se desorbe térmicamente
e introduce todos los compuestos concentrados en la columna

cromatografica (GC-O).

Técnicas de extraccion en fase solida.

En los ultimos afios las técnicas de extraccion en fase solida han sido
de las mas utilizadas para el andlisis de compuestos aromaticos de los
alimentos, gracias a su rapidez, sensibilidad y a que, emplean cantidades de
disolventes mucho menores. De todas las existentes cabe distinguir la

extraccion en fase soélida (SPE) (Culleré, et al., 2009; Escudero, et al., 2007,
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San-Juan, et al., 2010) y la microextraccion en fase solida (SPME) (Culleré,
et al., 2009; Ezquerro, et al., 2002; Kataoka, et al., 2000; Kontominas, et al.,
2000).

La SPE consiste en que en solido absorbente, en forma de cartuchos o
discos, actua como fase estacionaria (materiales de silice o copolimeros de
estireno-divinilbenzeno) a través de la cual tras un breve
acondicionamiento, se hace pasar la muestra. En funciéon de la fase
estacionaria y del acondicionamiento puede tener lugar un proceso de
adsorcion, reparto, intercambio idnico, etc. En el andlisis de aromas los
mecanismos preferentes son adsorcion y reparto. Tras esto, es necesario un
proceso posterior de elucion mediante disolventes organicos, con el objetivo
de recuperar los analitos. El rendimiento de esta técnica depende del tipo de

fase estacionaria y de los disolventes utilizados.

La SPME (Pawliszyn, 1997; Pawliszyn, 2009; Zhang, et al., 1994)
permite la extraccion y concentracion simultaneas de los compuestos. En
este caso la fase estacionaria es un capilar de silice fundida de pequefias
dimensiones que actiia como soporte y de una fase estacionaria polimérica,
ligada a la silice. Posteriormente se lleva a cabo la desorcion térmica en el
portal de inyeccion del cromatografo de gases. Esta técnica, se explicara

ampliamente en el capitulo 1.

11. PROYECTO MIGRESIVES

Como se ha descrito anteriormente, los adhesivos utilizados en el
envase alimentario no estan regulados con un reglamento especifico. Por

tanto, en el caso de que se aplique la legislacion de plasticos como
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aproximacion, cientos de compuestos contenidos en los adhesivos, que no

estan en los plasticos, quedan fuera de la misma.

Por ello se llevo a cabo el Proyecto MIGRESIVES, cuyos principales

objetivos eran:

e Proporcionar una evaluacion cientifica del riesgo de los adhesivos en
el envase alimentario para una futura legislacion europea.

e Suministrar una herramienta para las industrias fabricantes de
adhesivos que prediga la migracion de los compuestos del adhesivo al
alimento, permitiéndoles asegurar que los adhesivos que estan

fabricando, no tienen ningun riesgo sobre la salud del consumidor.

En este proyecto europeo, de 3 afos duracion, han trabajado 7 centros
tecnologicos europeos, entre el que se encuentra el grupo GUIA de la
Universidad de Zaragoza liderado por la Dra. Cristina Nerin, 7 PYMES
europeas, 6 asociaciones nacionales de adhesivos y la asociacion europea de

adhesivos FEICA.
Este proyecto estaba dividido en 8 paquetes de trabajo.

WP1.Clasificacion de adhesivos comuinmente utilizados en envase
alimentario, asi como los sustratos para formar el envase multicapa.
WP2.Estudios experimentales: Que se distribuyeron en dos grandes grupos;
2.1 Identificacion de compuestos en los adhesivos.
2.2 Estudio de la particion y difusion en el adhesivo y los sustratos,
que son los mecanismos que rigen la migracién (explicadas en el
apartado 5.1).
WP3.Desarrollo de un modelo matematico de prediccion de la migracion.
WP4 Estudios de migracion de al menos 40 muestras representativas del

mercado europeo.
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WPS5.Bioensayos de citotoxicidad y genotoxicidad.

WP6.Transferencia de conocimientos desarrollados a la empresa.

WP7.Instrucciones del uso de la herramienta de prediccion de la migracion a
la empresa.

WP8.Trasferencia de resultados a las autoridades y sectores de interés.

De los distintos paquetes de trabajo, el mas costoso era desarrollar el
modelo predictivo de migracion, que estaba basado en modelos matematicos
de migracion de plasticos ya existentes (Begley, et al., 2005; Gnanasekharan
and Floros, 1997; Lau and Wong, 2000). Para poder desarrollar este modelo,
fue necesario un intenso y laborioso trabajo experimental, desarrollado en su
mayoria por el grupo GUIA, que consistia en el desarrollo de distintas
técnicas analiticas para determinar la composicion inicial de los adhesivos, y
las concentraciones de los compuestos migrantes en los distintos sustratos,
para posteriormente calcular las constantes que influyen en la migracion

(particion y difusion).

Tras el disefio matematico, se realizo la validacion del mismo,
mediante ensayos de migracion con 40 muestras de mercado que contenian
8 tipos diferentes de adhesivos, realizado en su totalidad por el grupo GUIA.
La validacion, se realizo comparando los datos predichos por el modelo

matematico y los datos reales de migracion obtenidos experimentalmente.
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OBJETIVOS

Los objetivos de esta tesis estdn orientados al estudio de los
compuestos presentes en varios tipos de adhesivos termoplasticos y un
adhesivo de almidon, todos ellos utilizados en el envase alimentario
multicapa fabricado con diferentes sustratos de carton. También se va a
estudiar su posible migracion y los parametros que dependen de esta. En

conjunto se han establecido los siguientes objetivos:

v Identificacion de los principales compuestos volatiles en los adhesivos
termoplasticos.

v" Desarrollo de métodos analiticos para la cuantificacion en diferentes
matrices (adhesivos, sustratos y simulantes) de los compuestos
volatiles identificados.

v" Determinacion de los coeficientes de particion y difusion de los
compuestos volatiles identificados en los adhesivos termofusibles en
los laminados multicapa elaborados en el laboratorio.

v’ Determinaciéon de la migracion experimental y tedrica de los
compuestos volatiles identificados en 30 muestras de mercado
elaboradas con estos adhesivos termoplésticos. Y ademas validar la
prediccion de la migracion tedrica.

v" Desarrollar un método UPLC-MS/QTOF para identificar y cuantificar
los compuestos no volatiles que migran de cuatro laminados
fabricados con los adhesivos termofusibles.

v Identificacién de los compuestos odorantes presentes en cinco tipos de
adhesivos termoplasticos diferentes.

v’ Determinar la migraciéon de los compuestos odorantes de doce

laminados formados con los adhesivos termoplasticos.
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IDENTIFICACION DE  COMPUESTOS,
DETERMINACION DE SU CONCENTRACION
INICIAL, COEFICIENTES DE PARTICION Y
DIFUSION EN DOS ADHESIVOS
TERMOFUSIBLES.

1. INTRODUCCION DEL CAPITULO

El trabajo realizado en este capitulo estd enmarcado dentro del
proyecto europeo MIGRESIVES, cuyo objetivo era crear la base cientifica
necesaria para poder proponer una legislacion europea que regule el uso de
adhesivos en envases alimentarios con la maxima seguridad alimentaria, asi

como disefiar un modelo teodrico de prediccion de la migracion.

Dentro de este proyecto, como se ha mencionado, existen distintos
paquetes de trabajo. El estudio realizado en este capitulo corresponderia al
WP 2 y 3, que consistia en la identificacion de componentes en los
adhesivos, asi como la determinacion de sus constantes de particion y
difusion, para proporcionar los datos cientificos para implementar modelos

teoricos de prediccion de migracion.

Se ha trabajado con dos adhesivos termofusibles, uno basado en
acetato de vinilo y etileno (EVA) y otro en poli-alfa-olefina amorfa
(APAO). Los adhesivos se estudiaron de forma individual, para la
identificacion de compuestos volatiles. También junto con los soportes

sobre los que se aplican para formar laminados, que se emplean en
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materiales multicapa en envases alimentarios, para calcular sus

concentraciones iniciales, asi como sus constantes de particion y difusion.

El objetivo principal del trabajo fue determinar la composicién de
dichos adhesivos y el potencial de migracion de los compuestos detectados

en ellos, estimado a partir de sus coeficientes de particion y difusion.

Este trabajo estaba centrado especialmente en el estudio de
compuestos volatiles presentes en los adhesivos, ya que estos compuestos
son los que difunden mas rédpidamente a través del envase y logran mas
facilmente alcanzar el alimento (Begley, et al., 2005; Canellas, et al., 2010a;
Dole, et al., 2006; Gnanasekharan and Floros, 1997; Lau and Wong, 2000;
Lopez, et al., 2008; Nerin and Asensio, 2004; Tehrany and Desobry, 2004).
Actualmente la técnica mas utilizada para la identificacion de compuestos
volatiles es la cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas

(Hoffmann and Stroobant, 2007; Scott, 2003a; Scott, 2003b).

Por otro lado, para trabajar con muestras complejas, los métodos
basados en el analisis directo de espacio de cabeza de la muestra permiten
una rapida identificacion de los compuestos volatiles pero proporcionan baja
sensibilidad. Sin embargo, el uso de la microextraciéon en fase soélida
(SPME) mejora mucho la sensibilidad (Kataoka, et al., 2000; Nerin, et al.,
2009b; Pawliszyn, 1997; Pawliszyn, 2009; Zhang, et al., 1994). Por estos
motivos se ha utilizado esta técnica en muchas ocasiones para la
identificacion de compuestos volatiles (Félix, et al., 2011; Felix, et al., 2008;
Nerin, et al., 2009a). Para ello, se seleccion6 como técnica de estudio la
microextraccion en fase solida acoplada a cromatografia de gases con
deteccion por espectrometria de masas (HS-SPME-GC-MS). Sin embargo,
para la determinacién de su concentracion inicial y de los coeficientes de

particién y difusion, se utilizé la extraccion liquida, debido a la complejidad
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inherente de cuantificar los componentes en las muestras solidas (Ezquerro,

et al., 2003a; Ezquerro, et al., 2003b; Ezquerro, et al., 2003c). (LE-GC-MS)

L.

II.

I1I.

IV.

El resumen del trabajo desarrollado en este capitulo es el siguiente:

Identificacion de los compuestos presentes en los adhesivos. Para ello,
se llevd a cabo una optimizacion de los pardmetros mas importantes
en la HS-SPME-GC-MS. Seleccionando la fibra méas adecuada tiempo
de adsorcion, temperatura de adsorcion y tiempo de desorcion. Para
ello se utilizo el programa de disefio experimental Modde v.6 software
(Umetrics AB).

Los compuestos identificados se clasificaron segiin su toxicidad con el
software Toxtree v1.51 (Ideaconsult Ltd.) basado en las Reglas de
Cramer.

La determinacién de la concentracion inicial de los compuestos en los
adhesivos Cpy. Se realizaron tres extracciones con diclorometano
(procedimiento previamente optimizado) y se analizd por inyeccion
directa en GC-MS. La cuantificacion se realizd por calibracion
externa.

El estudio de los coeficientes de particion de los compuestos en los
laminados, mediante la determinacion de las concentraciones de
equilibrio en los correspondientes soportes y adhesivos utilizados en
estos laminados.

El estudio de la difusion de los compuestos en los correspondientes
soportes, mediante la determinacién de las concentraciones en los
soportes, usados en los laminados.

Tanto los ensayos de particion como los de difusion se realizaron

segiin el método de Moisan. Los ensayos se analizaron por extraccion
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liquida (LE) con diclorometano e inyeccion directa por GC-MS y con

calibracion externa.

La Figura 1.1 muestra un esquema del desarrollo del trabajo realizado

en este capitulo.

==~ "Optimizacion HS-SPME T sy
(\ (fibra, temperatura y tiempo extraccion, ’,‘
*~-_gegao_gesomén) _______

| Xdentificacion de compuestos volitiles  [—>| HS-SPME-GC-MS |

2 adhesivos Termofusibles (EVAy

APAO)
I Clasificacion de compuestos por toxicidad I—) | Reglas Cramer |
("——_Oplimizacién LE --~~~\
\~~~ i y ni ) ——,l
P PP 4 tipos de laminados con adhesivo EVA
Determinacion de concentracion inicial LE-GC-MS p y
| inaci i6n inici; |—> | APAO
| Determinacién de constantes particién |—> | LE-GC-MS I——) 2tipos delaminados con adhesivo EVA

y sus soportes

| Determinacién de constantes difusion |—> | LE-GC-MS |—> asg}l::sritez ‘ée\}zs 2 tipos delaminados con
\%

Figura 1.1: Esquema de trabajo realizado en el capitulo 1

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIALES

2.1.1. REACTIVOS

2,6-di-tert-butil-1,4-benzoquinona (CAS 719-22-2); 2,6-di-tert-butil-
4-metilfenol (CAS 128-37-0); hexadecano (CAS 544-76-3); eicosano (CAS
112-95-8); antraceno 9,10-dihidro (CAS 613-31-0); reteno (CAS 483-65-8);
octadecano (CAS 593-45-3); docosano (CAS 629-97-0); tetracosano (CAS
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646-31-1); 4-tert-butilfenol (CAS: 98-54-4) suministrados por Sigma-
Aldrich Quimica S.A (Madrid, Espana). Diclorometano, metanol y hexano
fueron suministrados por Scharlau Chemie S.A (Sentmenat, Espafia), todos

ellos con calidad HPLC.
Se utilizo:

e Una disolucion (Disolucion A) de 4-tert-butilfenol de 1000 pg/g en

diclorometano como estandar interno.

2.1.2. FIBRAS DE SPME

Se emplearon: Fibra de polidimetilsiloxano (PDMS) de 100 um de
espesor, fibra de poliacrilato (PA) de 85 um de espesor, fibra de
Divinilbenzeno / carboxen / polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) de
50/30 um, fibra de polidimetilsiloxano/divinilbenzeno (PDMS/DVB) de 65

um de espesor. Todas ellas suministradas por Supelco (Bellefonte, EE.UU)

2.1.3. MUESTRAS DE ADHESIVOS Y LAMINADOS

Se estudiaron dos adhesivos termofusibles “hotmelt” suministrados
por la misma empresa fabricante de adhesivos. El primer adhesivo llamado
T 01, se trataba de un adhesivo termofusible convencional de base EVA
(copolimero acetato de vinilo y etileno), véase Figura 1.2, y el otro, T 02, se
trataba de un adhesivo termofusible no reactivo que contenia de base un

polimero poliolefinico y rico en propeno, véase Figura 1.3.
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Ambos adhesivos contenian otras sustancias como taquificantes,
antioxidantes...pero no se disponia de mas informacion sobre su

formulacion, por razones de confidencialidad de la empresa.

Figura 1.2: Adhesivo T 01 Figura 1.3: Adhesivo T 02

Ambos adhesivos se estudiaron individualmente (para la
identificacion de sus compuestos), asi como formando el laminado cuya
estructura era [sustratol-adhesivo-sustrato2], para el resto de estudios. Este
laminado era la forma habitual de encontrarlos en el envase alimentario para

darle forma geométrica de cajas o estuches.

El adhesivo se aplica normalmente sobre carton mediante inyectores,
y este puede estar cubierto con polipropileno, polietileno o acetato de

celulosa, en el exterior del envase, en el interior o en ambos lados.

Los laminados se prepararon en el laboratorio, con las instrucciones
suministradas por la empresa. Estos estaban constituidos por dos sustratos
del mismo material unidos por un determinado gramaje de adhesivo. Los
sustratos utilizados para preparar los laminados fueron:

e Carton (C) de 380 pum de espesor
e (Carton con una lamina plastica de polipropileno (CPP) de 30 pm de

espesor, siendo el total del laminado de 410 um de espesor

80
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Para elaborar los laminados en el laboratorio, el primer paso fue
calentar el adhesivo, para fundirlo, entre una temperatura de 160-180°C.
Una vez que el adhesivo estaba fundido, se aplicaba sobre el sustrato
previamente cortado con unas dimensiones de 1x1 dm (Figura 1.4) y
seguidamente se extendia sobre el sustrato dejando una capa uniforme
(Figura 1.5). Para ello, se empleaba una pieza de metal con tres orificios
para anadir el adhesivo, cuya base tenia un desnivel que permitia depositar
una capa uniforme de adhesivo de aproximadamente 100 pm.
Posteriormente se colocaba el otro sustrato encima para formar el laminado
(Figura 1.6). Tras esta etapa, se ponia peso encima para que se pegaran
adecuadamente los sustratos y se almacenaba a 23 °C. La cantidad de

adhesivo en cada laminado se controlaba por pesada una vez seco y

, . 2
correspondia aproximadamente a 31,2+2.5 g,dnesivo/M laminado

Figural.4: Aplicacion Figural.5: Extension del Figural.6: Formacion
del adhesivo fundido adhesivo con capa del laminado
uniforme

Las laminas fabricadas fueron las siguientes:

e Laminado 1 [C-T_01-C]
e Laminado 2 [CPP-T_01-CPP]
e Laminado 3 [C-T_02-C]
e Laminado 4 [CPP-T 02-CPP]
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2.2. INSTRUMENTAL

2.2.1. CROMATOGRAFIA DE GASES ESPECTROMETRIA DE
MASAS

Para el andlisis de la muestras se trabajo en un inyector automatico
CTC Combipal suministrado por Agilent Technologies (Madrid, Espafia). El
sistema cromatografico de gases era un 6890 Series conectado a un detector
selectivo de masas, 5973 Series. La separacién cromatografica se llevod a
cabo en una columna DB-5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 um) de Agilent
Technologies (Madrid, Espafia). El resto de parametros utilizados, se

muestran en la siguiente Tabla 1.1

Tabla 1.1: Parametros utilizados para los analisis por extraccion por HS-SPME y LE

acoplada a GG-MS

Instrumentacién
CombiPal HS-SPME Tiempo de preincubacion (min) 2
(Para identificacion) Tiempo extraccion (min) 25
Temperatura de extraccion (°C) 80
Tiempo de desorcion (min) 1
Temperatura de desorcién 250
CombiPal inyeccion directa ~ Volumen inyectado (uL) 1
(Para  Cpy, constantes Inyector 250°C
particion y difusion) Split (1:20)
Condiciones GC Flujo de Helio (mL/min) 1
Inyector 250°C
Splitless
(2min)
Rampa temperatura del horno 40°C (2min)
15 °C/min
165°C
10 °C/min
300°C (2min)
Condiciones masas (EI) Rango de masas (m/z) 45-450
Temperatura fuente (°C) 230
Temperatura cuadrupolo (°C) 150

Energia electrones (eV) 70
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2.3. OPTIMIZACION DE LA CONDICIONES DE HS-
SPME

2.3.1. VARIABLES A ESTUDIO

Las variables mas importantes que influyen en el proceso de
microextracion en fase sélida por espacio de cabeza para muestras solidas
son las siguientes (Kataoka, et al., 2000; Nerin, et al., 2009a; Nerin, et al.,

2009b; Pawliszyn, 1997; Pawliszyn, 2009; Zhang, et al., 1994):

e Tipo de fibra
e Temperatura de extraccion (Text)
e Tiempo de extraccion (text)

e Tiempo de desorcion (tdes)
Tipo de fibra

La eficiencia del proceso de extraccion depende de la constante de
distribucion Ky, entre la fibra y el analito, y estd determinada por las
propiedades del recubrimiento de la fibra asi como por la afinidad del
compuesto respecto a los componentes de la matriz. Por tanto, el primer
paso era seleccionar la fibra que tuviera un recubrimiento que mejorara las
propiedades de extraccion entre la fibra y los distintos compuestos que

forman los adhesivos.

Existen en el mercado varios tipos de fibras que se diferencian en el
grosor y la polaridad de sus fases estacionarias. También se diferencian en
como estén inmovilizadas las capas de la fase estacionaria sobre la fibra de
silice fundida; encontramos fases ligadas, no ligadas, parcialmente

entrecruzadas o fuertemente entrecruzadas, véase la Figura 1.7 . Las fases
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no ligadas son estables en algunos disolventes orgdnicos miscibles con el
agua. Por su parte, las fases ligadas son estables con todos los disolventes
polares a excepcion de algunos apolares. Y en cuanto a las fases
entrecruzadas, son estables en la mayoria de disolventes organicos miscibles

con el agua, ademas de en algunos apolares (Kataoka, et al., 2000).

Polaridad

DVB/CAR/PDMS
(50/30 pm)

CAR/PDMS (75um) || CAR/PDMS (85um) |
Lo o o o o o Th c o o o o o o o o o 1

v

Capacidad de extraccion

Figura 1.7: Propiedades de la fibras de SPME comerciales: PDMS: Polidimetilsiloxano,
DVB: divinilbenceno, PEG: carbowax-polietilenglicol, PA: poliacrilato, CAR:carboxen.

Fases [ligadas); no ligadas: parcialmente y entrecruzadas

Las fibras apolares de PDMS estan recomendadas para la extraccion
de compuestos volatiles apolares, mientras que las fibras polares de PA son
mas apropiadas para la extraccion de compuestos polares. En las fibras con
mezclas de fases estacionarias los efectos de adsorcion se ven potenciados,
por lo que se incrementa la capacidad de extraccion (Kataoka, et al., 2000;

Zhang, et al., 1994).

La fibra DVB/CAR/PDMS presenta una estructura de microporos, por
esa razon extrae los compuestos de bajo peso molecular y por el contrario la
fibora PDMS/DVB presenta una estructura de macroporos que presenta

mayor sensibilidad para compuestos de mayor peso molecular.
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En cuanto al grosor de la fase estacionaria, se ha comprobado que los
recubrimientos mas gruesos favorecen la extraccion de los compuestos mas
volatiles y las fases mas finas a los compuestos semivolatiles. Ademas las
mas gruesas presentan mayor sensibilidad al poder extraer mas cantidad de
compuesto. Sin embargo necesitan tiempos de extraccion mas largo para

alcanzar el equilibrio (Pawliszyn, 1997).

Entre las fibras comerciales que se utilizaron para la optimizacion, con

distinta polaridad y distinto espesor, fueron:

e Fibra de polidimetilsiloxano (PDMS) de 100 um de espesor

e Fibra de poliacrilato (PA) de 85 um de espesor

e Fibra de Divinilbenzeno / carboxen / polidimetilsiloxano
(DVB/CAR/PDMS) de 50/30 pm

e Fibra de polidimetilsiloxano/divinilbenzeno (PDMS/DVB) de 65 pm

de espesor.
El criterio de seleccion de la fibra se baso en dos pardmetros:

e Numero de picos detectados.

¢ Intensidad de la sefial de los picos detectados.

Una vez seleccionada la fibra para la identificacion de los compuestos,

se procedio con la optimizacion de los pardmetros de extraccion:
Temperatura de extraccion

Es la temperatura a la cual tiene lugar la extraccion de los compuestos
volatiles. La temperatura es un parametro muy importante en la
optimizacion de la SPME, ya que afecta a la cinética de extraccion, y por

tanto, a la sensibilidad y selectividad del proceso. La temperatura tiene dos
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efectos contrarios; por un lado, al incrementarse la temperatura de
extraccion se favorece la difusion de los compuestos provocando la
disociacion de estos desde las matrices y asi, se favorece la transferencia al
espacio de cabeza y su extraccion. Sin embargo, por otro lado la extraccion
en la fibra es un proceso exotérmico, favorecido a bajas temperaturas, por lo
tanto, el optimo supone una solucion de compromiso. El rango de estudio

elegido fue entre 40 y 80 °C.
Tiempo de extraccion

Es el tiempo que la fibra estd extrayendo los compuestos evaporados
en el espacio de cabeza. El nimero de puntos en los que la
adsorcion/absorcion tiene lugar es limitado. Cuando todos esos puntos han
sido ocupados, no se puede adsorber mds compuesto, teniendo en ese
instante la cantidad méaxima de compuestos y por tanto, el tiempo 6ptimo. El

rango de estudio de esta variable fue entre 10 y 30 min.

Tiempo de desorcion

Es el tiempo necesario para desorber en el inyector los compuestos
retenidos por la fibra. El rango de estudio de esta variable fue entre 1 y 5

minutos.
Temperatura de desorcion

Es la temperatura a la cual se desorben en el inyector los compuestos.
Esta se fijo6 en 250 °C, punto medio del intervalo de temperaturas

recomendado por el fabricante.
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2.3.2. OPTIMIZACION

El procedimiento de optimizacién se llevo a cabo mediante un disefio
experimental. La idea basica era estudiar las variables relevantes nombradas
anteriormente dentro del rango establecido. Para ello se disefia una serie de
experimentos y se ajusta la respuesta segin un modelo matematico,
determinando las condiciones optimas de cada variable, asi como, si estas

variables influyen o no y de que manera en la respuesta.

Por tanto el objetivo de este punto, era optimizar las condiciones de

extraccion para que la respuesta para todos los compuestos fuera méaxima.

Para ello se aplico6 un modelo de superficie de respuesta (RSM), del
disefio Compuesto Centrado en las Caras (CCF), que fue el elegido. Y el
programa que se utilizo fue el MODDE v.6 software (Umetrics AB).

El disefio de experimentos centrado en las caras ajusta la respuesta a

un modelo matematico cuadratico:
Y= b() + b1X1+ b2X2 + b3X3 + b4X1X2 + b5X1X3 + b6X2X3 + b7X12 + ngzz + b9X32

Con un ntimero de experimentos igual a 2f +2f + n, siendo f el nimero

de factores a considerar y n el nimero de centros.
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2.4. IDENTIFICACION Y CLASIFICACION DE LOS
COMPUESTOS PRESENTES EN LOS ADHESIVOS
TERMOFUSIBLES

La identificacion se llevo a cabo comparando el tiempo de retencion y
el espectro de masas de los compuestos detectados con los estandares puros

y con la ayuda inicial de las librerias NIST y WILEY.

La toxicidad de los compuestos se evalud a partir de las Reglas de

Cramer con el software Toxtree v1.51(Ideaconsult Ltd.).

Estas reglas clasifican los compuestos en tres niveles de toxicidad
dependiendo de la estructura molecular y proponen su maxima ingesta diaria

en mg/persona/dia es:

e 1,8 para los compuestos de grado de toxicidad I.
e (0,54 para los compuestos de grado de toxicidad II.

e 0,09 para los compuestos de grado de toxicidad I1I

Para clasificar los compuestos utiliza un arbol de decision en el que
formula preguntas acerca de su estructura quimica. En funciéon de la
respuesta (SI o NO) el compuesto es directamente clasificado en uno de los
grupos de toxicidad o es necesario responder a otra pregunta adicional. La
Figura 1.8 muestra un ejemplo de arbol de decision para el compuesto

reteno.
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& Q22.Common component of food No

&8 Q33.Has sufficient number of sulphonate or sulphamate groups No Class High (Class TIT)

Figura 1.8: Arbol de decision utilizado por el programa Toxtree para la clasificacién del

compuesto reteno.

Cada circulo representa una pregunta, segin la respuesta a ella, el
compuesto sigue una ruta diferente. Si el circulo tiene color verde es que se
ha clasificado directamente en la Clase I, si es amarillo como clase Il y si es

rojo como Clase III.

Por ejemplo la Pregunta 1 es si la sustancia es un constituyente normal
del cuerpo, si la respuesta es SI: el compuesto es clasificado de Clase 1, si la

respuesta es NO: pasar a la siguiente pregunta 2 que pregunta si tiene grupos



Capitulo 1

funcionales que aumenten la toxicidad, si la respuesta es SI: compuesto

clasificado clase II1 y si es NO: pasar a la pregunta 3 y asi sucesivamente.

Tras la evaluacion con el arbol de decision, nos muestra la
clasificacion del compuesto que se busca, segiin su toxicidad, véase Figura

1.9.

Tetres (Ectimation of Teoic Hazard - A Docision Tree Approach) v2.5.0
Ele [t Chemcsl Compounds Towd Hagand Method Help

Toosk: Hacard

Low (Class I}

Intermediate (Class IT)

High ((lass ITT)

#8 1 Normal constinsent of the body No

8 (2 Contams funcbomal groups assocated with eubameed foxcty No

#8 Q3 Contains clements other than C,H,0,N divalent § No

8 (5 Sumply branched dbphatic bydrocarbon or 3 common carbobydrate No
88 (f Benzene derivative with certn substiruents No

8 7 Heterocyelic No

88 16 Common terpene No

8 (17 Readdy hydrolysed to a common terpene Na

8 919 Open cham No

8 Q23 Aromatic Na

8 8 24 Monocarbocyehe with samphe No
11/ \\\\*5 #8 Q23 Cyclopropane, etc. (see explanation) No
| | #8326 Monocycloalkanone or 2 bcyclocompound No
8 22 Common compeneat of foed No
1 12/9\\}8#3\ 8 (333 Has sufficient mumber of sulphomate or sulphamate groups No Class High (Class T

Figura 1.9: Resultado de la clasificacion del compuesto reteno en el programa Toxtree

2.5. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION
INICIAL EN EL ADHESIVO

Para determinar la concentracion inicial en el adhesivo (Cpy) se llevo a
cabo una extraccion liquida (LE) de las laminas, con diferentes disolventes,
de distinta polaridad: diclorometano, metanol y hexano. Se seleccion6 el

disolvente que extrajera mayor nimero de compuestos y en mayor cantidad.
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Para llevar a cabo la extraccion, se cortaron las laminas en pequefios
trozos y 0,5 gramos se extrajeron una, dos, tres y cuatro veces consecutivas
con 2,5 mL del disolvente seleccionado, para optimizar el numero de
extracciones necesarias. Cada extracto se extrajo durante 24 horas en un
horno a una temperatura de 40°C. Los extractos procedentes de las
extracciones secuenciales se juntaron y se evaporaron posteriormente hasta
obtener el mismo peso de extracto final en cada caso. De esta forma, se
compard la eficiencia de la extraccion y se optimizé el ntimero de
extracciones necesarias. Se seleccion6 el nimero de extracciones necesarias
para extraer mas del 90% de todos los compuestos identificados

previamente.

Una vez seleccionadas las condiciones de extraccion, se extrajeron las
laminas (laminado 1, 2, 3 y 4) y se les afadié 10 puL de disoluciéon A como
estandar interno. Se concentraron mediante una corriente de N, hasta 200
uL. Finalmente, los extractos se analizaron por GC-MS (tres réplicas de

cada laminado).

Para completar el estudio, se extrajeron los sustratos del laminado ( C
y CPP) sin los adhesivos con el mismo método optimizado, para comprobar
y determinar la concentracion de los compuestos comunes en estos con el

adhesivo.

Para construir las rectas de calibrado, se prepararon disoluciones de
los compuestos identificados a distintas concentraciones en diclorometano y

se analizaron por GC-MS. Se analizaron tres réplicas de cada concentracion.
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2.6. DETERMINACION DE LOS COEFICIENTES DE
PARTICION

Los ensayos de particion se realizaron para determinar las constantes
de particion de los compuestos entre el adhesivo y los sustratos

correspondientes.

La constante de particion adhesivo-sustrato (Kas) se define como el
cociente entre la concentracion del compuesto en el adhesivo y la
concentracion de este en el sustrato tras alcanzar el equilibrio. Esta se
calcula segun la Ecuacion 1 (Seccionl, apartado 5.1.1) donde las fases 1y 2
corresponden al adhesivo Ceqa) y a los sustratos Ceqs) respectivamente. Es

decir, véase Ecuacion 1.1

_ Ceq) .
Kys = / Coq(s) (Ecuaciéon 1.1)

Para conocer estas concentraciones, seria necesario separar la capa de
sustrato y la de adhesivo una vez alcanzado el equilibrio, cosa que es muy
dificil al estar totalmente adheridos. Por tanto se propuso la siguiente

metodologia (Canellas, et al., 2010a; Dole, et al., 2006):

Se colocaron dos laminas iguales de ambos sustratos de 1 dm x1dm a
cada lado del laminado de las mismas dimensiones y a dicho sistema se le

denomindé, sandwich, véase Figura 1.10

e C-[C-T 01-C]-C
e CPP-[CPP-T 01-CPP]-CPP
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Figura 1.10: Ensayo de particion

Estas dos laminas de sustrato afiadidas a cada lado del laminado,
permitieron calcular la concentracion del compuesto en el sustrato, ya que,
al estar en equilibrio el sistema, los sustratos que forman parte del laminado
Ceqs) y los afiadidos al sandwich Ceq(s)*, tendran la misma concentracion, es

decir, Ceq(s) = Ceq(s)

Este sistema se colocd en una celda de migracion propuesta por Dole
y col. (Dole, et al., 2006) y Moisan y col. (Moisan, 1980), véase Figura
1.11. Dicha celda, consistia en dos placas de aluminio de 1,5x1,5 dm? de
superficie donde se le aplicaba un par de 0,8 Nm al apretar cuatro tornillos

con una llave dinamométrica, véase Figura 1.12.
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Figura 1.11: Celda de migracion con el Figura 1.12: Celda de migracion
sandwich objeto estudio cerrada por la llave dinamométrica

Tras preparar la celda de migracion con los ensayos de particion, se
introdujeron en una estufa a unas temperaturas de 40 y 60 °C (para cada
sandwich se estudiaron dos réplicas a dos temperaturas) durante 30 dias para
asegurarse que el sistema alcanzaba el equilibrio y asi, poder calcular las

constantes de particion de los compuestos para ambos sustratos.

Tras este periodo, se cortd la parte central de los sustratos afnadidos en
el sandwich, se extrajeron y se analizaron segun la metodologia descrita en

el apartado 2.5.

Al realizar este ensayo, se estan asumiendo dos suposiciones:

e El tiempo de migracion de 30 dias a 40 °C y 60 °C se considera un
tiempo lo suficientemente largo para que todos los compuestos
migrantes alcancen el equilibrio a través de las capas de los sustratos
que forman el sandwich (Canellas, et al., 2010a; Mercea, et al., 2009).
Para confirmar esta suposicion, se colocan dos sustratos idénticos de
espesor ds, donde uno contiene un compuesto perfectamente
distribuido uniformemente, de concentracion Cpys), y €l otro sustrato

no contiene nada de este compuesto.
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Uniendo los sustratos en las condiciones de estricto contacto, segln la
metodologia anterior, el tiempo t necesario para que el sistema alcance
el equilibrio (la misma concentracién en ambos sustratos), se obtiene

mediante la Ecuaciéon 1.2:

t~7.5 Z_? (Ecuacion 1.2)

Donde ds es el espesor del sustrato y Ds es la difusion en dicho
sustrato.

Si los espesores de los sustratos estudiados correspondian a 380 y 410
um y suponiendo una difusion de 1x10™"° em?/s (Mercea, et al., 2009)
- daria t=20 dias, por tanto 30 dias es mas que suficiente.

e Debido a un contacto perfecto entre el laminado y las laminas de
sustrato afiadidas, se considera que no existe particion entre la
interfase del laminado-sustratos que forman el sdndwich. Por tanto, la
concentracion en ambos casos, en los sustratos que forman el
laminado, Ceqs), y en los sustratos afnadidos a ambos lados el
laminado, Ceq(s)*, es la misma.

Esta consideracion no puede comprobarse directamente, ya que al
final del experimento de particion no es posible determinar la
migracion local en los sustratos que forman el laminado. Ademas,
trabajos previos (Mercea, et al., 2009) demuestran que con una
constante de par de fuerzas de 0.8 Nm aplicada a una superficie de
10x10cm?, es suficiente para comprimir el sandwich de tal forma que
no haya resistencia en la interfase laminado-sustrato para los

compuestos migrantes.

Por tanto, si Ceqs) = Ceq(s)*, se puede calcular mediante el siguiente

balance de materia (véase Ecuacion 1.3) la concentracion en equilibrio en el
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adhesivo, Ceqa), para calcular las constantes de particion, ya que Ceqs) y

Cpo(a) pueden ser calculadas facilmente, segtn:
CooydaPa = 4Ceq(5)dsps + CeqaydaPa (Ecuacién 1.3)
Donde:

e Cpoa) s la concentracion inicial del migrante en el adhesivo
(calculada previamente)

o Ccqs) s la concentracion de equilibrio del migrante en los sustratos

e Cgqa) es la concentracion de equilibrio del migrante en el adhesivo (la
incognita)

e da y ds es el espesor del adhesivo y de los sustratos

e paY ps es la densidad del adhesivo y de los sustratos

La densidad tanto del adhesivo curado, como la de los sustratos, se

calcul6 pesando un determinado volumen de ambos.

Conocida la concentracion de adhesivo en equilibrio, se pudo calcular

la constante de particion, K, s, segun la Ecuacion 1.1.

2.7. DETERMINACION DE LOS COEFICIENTES DE
DIFUSION

Para determinar los coeficientes de difusion de los compuestos
migrantes tanto en el adhesivo como en los sustratos, se realizdé un ensayo
similar al de la particion, pero sustituyendo un sustrato a cado lado del

laminado, por 10 sustratos idénticos como se muestra en la Figura 1.13.
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Figura 1.13: Experimentos de difusion

Este sistema se introdujo en la celda de migracion antes mencionada,
en las mismas condiciones que el ensayo previo de particion, para una
temperatura de 40 y 60 °C (dos réplicas por cada sustrato) durante 24, 48 y
72 horas.

Tras este periodo de tiempo, se corto la parte central de cada sustrato,
un total 2x10 sustratos para cada ensayo, y se llevd a cabo la extraccion
segun la metodologia del apartado 2.5, para asi, calcular la concentracion de
los migrantes en todo el sistema, es decir, la concentraciéon del migrante en
cada sustrato C'(s) . Asi se pudo conocer la concentracién en el adhesivo
C’(a) para un determinado tiempo t, obteniéndose un perfil de concentracion

del migrante dependiente del tiempo.

Para el céalculo de las constantes de difusion, se requeria la ecuacion
de Fick (Crank and Gupta, 1975) (Ecuaciéon 3, seccion I, introduccion),
donde para resolverla, se utilizaron métodos numéricos de diferencias finitas
de una dimension (Tosa, et al., 2008; Tosa and Mercea, 2008). Este trabajo
se llevo a cabo dentro del Proyecto MIGRESIVES en colaboracion de Dr.
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Peter Mercea de la empresa FABES. Para el célculo era necesario que se

cumplieran las siguientes consideraciones:

e Todas las capas del sistema laminado-sustratos eran homogéneas y
constantes respecto a su espesor.

e Se realizaba a una determinada temperatura para que los coeficientes
de particion y difusion fueran constantes

e No habia pérdida de sustancia migrante en el sistema, por ejemplo por
degradacion o por otros procesos.

e Aligual que ocurria en la particion, se suponia que no existia particion

entre la interfase del laminado-sustratos afiadidos

Este algoritmo permitia ajustar los valores de concentracion obtenidos
experimentalmente C's) y C'(a) a un perfil de concentracion calculado
matematicamente a partir de unos supuestos valores de difusion, conociendo
la concentracion inicial del compuesto en el adhesivo Cyo(a), los parametros
geométricos como los espesores tanto del adhesivo y el sustrato (da y ds) y
densidad de ambos (pay ps) asi como las constantes de particion calculadas
anteriormente. Para un mejor ajuste se necesitaba que los compuestos

migrantes difundieran hasta la tltima capa.

Para comenzar con el ajuste, el valor de entrada de Kag era el
calculado en los experimentos de particion y un valor de coeficiente de
difusion en el sustrato Dg y del adhesivo D que podian ser tomados por
similitud con los trabajos anteriores (Mercea and Piringer, 2008; Mercea, et
al., 2009; Tosa, et al., 2008; Tosa and Mercea, 2008). Con estos valores se
obtenia una curva de concentracion calculada con el algoritmo numérico y
se comparaba con la calculada experimentalmente (C'(s)), calculando la

desviacion de ambos datos Y ;.
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Si los datos de la curva de concentracion calculados matematicamente
eran considerablemente superiores o inferiores a la curva experimental, se
ajustaba el valor de los coeficientes de Ka s aumentando o disminuyendo en
consecuencia. Pero si las diferencias son mas pronunciadas se ajusta Ds, y
se calcula una segunda desviacion ). Si ) »<)';, se ha mejorado la calidad
del ajuste y por tanto se continua con el ajuste hasta un minimo valor de ),

proporcionando el valor de Ds y un valor de matematico de Ka s.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES HS-
SPME

El primer objetivo del trabajo fue la identificacion de los compuestos
volatiles presentes en los dos adhesivos termofusibles mediante la técnica

HS-SPME-CG-MS debido a su alta sensibilidad.

El primer paso, era elegir la fibra més apropiada para cada adhesivo,
es decir, la fibra que extrajera el mayor nimero de compuestos y con una
mayor sensibilidad. Para este proposito, las fibras estudiadas se han
especificado en el apartado 2.1.2. Para completar el trabajo, se realizo el
ensayo tanto para los adhesivos crudos como curados, para comparar las

diferencias entre ambos.

La Tabla 1.2, muestra los compuestos identificados en cada adhesivo

para las 4 fibras estudiadas.
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Tabla 1.2: Compuestos identificados en los adhesivos termofusibles (T) analizados por HS-
SPME-GC-MS con las fibras (A: fibra PDMS, B: fibra PDMS/DVB, C: fibra
CAR/PDMS/DVB, D: fibra PA) y su nivel de toxicidad (Tox) por las Reglas de Cramer.

Compuestos (n° CAS) T Fibra Tox

1? Dodecano (112-40-3) 01 A,B,C I
D3 S-metiltridecano(25117-31-1) 01 A, B, C I
33 3-metiltridecano, (6418-41-3) 01 A, B, C I
43 Longicicleno (1137-12-8) 01 A,B,C I
53 Tetradecano (629-59-4) 01 A,B,C I
62 Longifoleno (475-20-7) 01 A,B,C I
72 2,5-di-tert-butil-1,4-benzoquinona (2460-77-7) 01 A,B,C,D 11
1° Trans-decahidronaftaleno(493-02-7) 02 A, B, C I
8?2 2,6-di-tert-butil-4-metilfenol (128-37-0) 01 A,B,C,D I
9° 5-metilpentadecano (25117-33-3) 01 A,B I
102 3-metilpentadecano (2882-96-4) 01 A, B I
112 Hexadecano (544-76-3) 01 A,B I
20 Cis-decahidronaftaleno(493-01-6) 02 A,B,C I
122 9,10-dihidroantraceno (613-31-0) 01 A,B,C,D III
132 Octadecano (593-45-3) 01 A,B I
142 Eicosano (112-95-8) 01 A, B I
15° | i‘ti,)ig—dimetil-Z-isopropilfenantreno (1000197- 01 A.B I
16* 10,18-bisnorabieta-8,11,13-trieno (32624-67-2) 01 A, B 1I
172 1-metil-10,18-bisnorabieta-8,11,13-trieno

(1000293-16-9) 01 A.B I
18 Docosano (629-97-0) 01 A,B I
19 Reteno (483-65-8) 01 A B 111
20° Dehidroabietal (13601-88-2) 01 A,B,D II
21° Dehidroabietato de metilo(1235-74-1) 01 A,B 11
22° Tetracosano (646-31-1) 01 A, B I

“ picos en Figura 1.13, * picos en la Figura 1.14

Como muestra la Tabla 1.2, todos los compuestos se detectaron con la
fibora de PDMS (estructura apolar), probablemente porque todos los
compuestos detectados presentaban una baja polaridad. Con la fibra PA

(fase polar) tnicamente se detectaron los compuestos mas polares (7°, 8,

12* and 20%).
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La fibra DVB/CAR/PDMS presenta una estructura de microporos, por
esa razon extraia los compuestos de bajo peso molecular (hasta 9,10-
dihidroantraceno) y por el contrario la fibra PDMS/DVB presenta una
estructura de macroporos que presenta mayor sensibilidad para compuestos

de mayor peso molecular.

Finalmente para el adhesivo T 01 Ia fibra seleccionada fue PDMS ya
que representaba mas ampliamente el perfil de compuestos presentes en el
adhesivo (Figura 1.14). Para el adhesivo T 02 la maxima sensibilidad para
los dos unicos compuestos detectados se obtuvo con la fibra PDMS/ DVB

(Figura 1.15)
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Figura 1.14: Cromatograma HS-SPME-GC-MS del adhesivo T_01 puro (trazo rojo) y

curado (trazo azul) analizado con la fibra PDMS.
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Figura 1.15: Cromatograma HS-SPME-GC-MS del adhesivo A2 puro (trazo rojo) y curado
(trazo azul) analizado con la fibra PDMS/DVB.

Comparando el adhesivo crudo frente al curado (temperatura de
curado entre 160-180°C) en ambos adhesivos, se observd que para el
adhesivo T 01, la mayor parte de los compuestos se encontraron en ambos
estados. No obstante, la concentracion de los compuestos cambiaba durante
el proceso de curado. Mientras algunos compuestos como el dehidroabietal
y dehidroabietato de metilo incrementaron su sefal, otros como el 9,10-
dihidroantraceno y 2,6-di-tert-butil-4-metilfenol la disminuyeron. El
adhesivo T_02 presentaba una ligera variacion en la sefial cuando se curaba

el adhesivo.

Una vez seleccionada la fibra, se continud con la optimizacion de las
condiciones de extraccion para la identificacion de los compuestos. Para ello
se llevd a cabo un disefio de experimentos utilizando el programa MODDE
v.6 (Umetrics AB) con el de modelo superficie de respuesta centrado en las

caras.
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Como las variables a estudiar eran tres (temperatura extraccion,
tiempo de extraccion y tiempo de desorcion), el numero de experimentos fue
17 (2f +2f + n, siendo f el namero de factores a considerar y n el nimero de

centros (que eran 3). El disefio de experimentos se muestra en la Tabla 1.3

Tabla 1.3: Disefio de experimentos

N° tdes (min) text (min) Text (°C)
1 1 10 40
2 15 10 40
3 1 25 40
4 15 25 40
5 1 10 80
6 15 10 80
7 1 25 80
8 15 25 80
9 1 15 60
10 15 15 60
11 8 1 60
12 8 25 60
13 8 15 40
14 8 15 80
15 8 15 60
16 8 15 60
17 8 15 60

Una vez realizados los experimentos en el orden indicado se evalu¢ la

validez del modelo. Para ello se estudiaron los siguientes parametros:

e R2: mide la capacidad del modelo para interpretar las respuestas que
se han obtenido.

e Q2: mide la capacidad del modelo para predecir respuestas dentro del
rango estudiado.

e Validez del modelo. Es una medida del ajuste de los datos por el
modelo y del error del mismo. Valores menores de 0,25 indican falta
de ajuste y que el error del modelo es mayor que el error experimental
asociado a la reproducibilidad. Un valor de 1 indica que el modelo es

perfecto.
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e Reproducibilidad: mide la reproducibilidad del modelo de acuerdo

con la respuesta obtenida en los centros.

Estas variables pueden tener valores entre 0 y 1. Valores proximos a 1

indican que el modelo tiene alto poder predictivo y buena reproducibilidad.

Como se muestra en la Figura 1.16, se obtenian valores proximos a 1
tanto para la R2 como la Q2, sobre todo para los compuestos a partir de 5-
metilpentadecano. La reproducibilidad del modelo era muy buena para todos
los compuestos y la validez del modelo era entre 0,6-0,7, con un aumento

considerable hasta 0,95 para reteno.

mR2
mQ2
mValidez del modelo

MReproducibilidad

Figura 1.16: Validez del modelo de optimizacion para los compuestos identificados.

La respuesta de las variables mas importantes en la extraccion de los
compuestos de los adhesivos, obtenida con el modelo se muestra en la
siguiente Figura 1.17. Se representa la influencia por el incremento de las

variables estudiadas en el 4rea extraida de todos los compuestos. Las

104
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variables son significativas cuando el intervalo de confianza no cruza el

valor cero.
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Figural.17: Variables significativas en la extraccion de los compuestos.

Como puede verse, el tiempo de desorcion (no representado) no es una
variable significativa, ya que sus intervalos de confianza cruzan el cero para

todos los compuestos.

Se puede observar que al incrementar la temperatura de extraccion
(Text) y el tiempo (text) se incrementa también la extraccion en la mayoria

de los compuestos estudiados (el area).

Las variables cuadraticas indican la presencia de maximos cuando
toman valores contrarios a la variable simple. Para los compuestos a partir
del 5-metilpentadecano la variable Text*Text y text*text es significativa y
observamos que es positiva, al igual que la variable simple Text y text, lo

que indica que no existe ninglin maximo dentro del rango estudiado.
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Las variables cruzadas text*Text indican si se produce un aumento o
disminucién de la sefal cuando aumentamos las dos variables a la vez. En
este caso, cuando incrementamos las dos variables a la vez, para los
compuestos como el S5-metilpentadecano se produce una disminucion de
sefal. En cambio para el resto de compuestos, al incrementar ambas se
produce un incremento de la sefal. Por tanto, este hecho puede ser debido a
que en los compuestos menos volatiles, al aumentar ambas variables se
favorece el paso de los compuestos menos volatiles al espacio de cabeza del
vial, se produce un desplazamiento en los centros activos de la fibra y en

consecuencia los compuestos menos volatiles se extraen mas.

Por tanto las condiciones Optimas suponen una solucion de
compromiso, ya que las condiciones buscadas son aquellas para las que se
extraen el mayor nimero de compuestos y en mayor proporcion, aunque

para algunos compuestos las condiciones utilizadas no sean las mejores.
Finalmente las condiciones seleccionadas fueron:

e Temperatura de extraccion: 80 °C.
e Tiempo de extraccion: 25 minutos.
e Tiempo de desorcion: 1 minuto, el menor, ya que, no era una variable

significativa para los compuestos estudiados.
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3.2. IDENTIFICACION Y CLASIFICACION SEGUN
LA TOXICIDAD DE LOS COMPUESTOS DETECTADOS
EN LOS ADHESIVOS

Una vez seleccionadas las condiciones Optimas, se llevd a cabo la
identificacion de los compuestos comparando el tiempo de retencion y el
espectro de masas con los estdndares puros. La Tabla 1.2 muestra los
compuestos identificados en ambos adhesivos asi como su nivel de

toxicidad segln las reglas de Cramer (apartado 2.4).

En el adhesivo T 01 curado, se detectaron 22 compuestos. La mayoria
de estos compuestos presentaban una toxicidad baja o moderada, sélo dos
compuestos presentaban una toxicidad alta segun las reglas de Cramer, el
9,10-dihidroantraceno y el reteno. Estos compuestos son derivados del acido
abiético que es el compuesto principal de las resinas 4cidas utilizadas para la
fabricacion de este adhesivo. Este se utiliza como taquificante para
aumentar la pegajosidad y asi mejorar la adhesion con los sustratos (Petrie,
2000a; Petrie, 2000b). Cuando el adhesivo se calienta para ser curado, el
acido abiético experimenta una degradacion térmica. Varios autores
consideran que la degradaciéon comienza con la deshidrogenacion del 4cido
abiético a dehidroabietato de metilo (21%), y este experimenta una
descarboxilaciéon para dar 10,18-bisnorabieta-8,11,13-trieno (16") vy
posteriormente una aromatizacion a reteno (19%). Los compuestos 15%, 17"y
20" serian los compuestos intermedios de la degradacion térmica del acido
abiético (Marchand-Geneste and Carpy, 2003; Rogge, et al., 1998;
Simoneit, et al., 1993).

Los compuestos 4, 6 son aceites esenciales de las resinas acidas

(Jeong-Ho, et al., 2008).
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En el adhesivo T_02, tnicamente se detectaron dos compuestos cis y
trans-decahidronaftaleno y ninguno de estos tenia un nivel considerable de
toxicidad segin las reglas de Cramer. Segin bibliografia, los adhesivos
basados en poliolefinas estdn formados por compuestos puros con elevado
peso molecular (Petrie, 2000b), por esta razon Unicamente se detectaron dos

compuestos volatiles por HS-SPME.

3.3. CONCENTRACION INICIAL EN EL ADHESIVO

De los tres disolventes estudiados para la extraccion de los
compuestos presentes en el adhesivo, el disolvente que presentaba mejores
resultados era el diclorometano frente al metanol y el hexano, debido a su
alto poder de extraccion de los compuestos del adhesivo. Con el metanol
solo se detectaron los compuestos mas polares como el 2,5-di-tert-butil-1,4-
benzoquinona, 2,6-di-tert-butil-4-metilfenol y el 9,10-dihidroantraceno. El
disolvente hexano extraia todos los compuestos, igual que el diclorometano,
pero su poder de extraccion era menor para otros compuestos, cOmo por

ejemplo los alcanos alifaticos.

Para extraer mas del 98% de todos los compuestos del adhesivo, se

necesitaron tres extracciones.

Las rectas de calibrado se prepararon a partir de disoluciones de
distintas concentraciones de los distintos patrones en diclorometano y se
analizaron por GC-MS. Los parametros analiticos se muestran en la Tabla

1.4.
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Tabla 1.4: Parametros analiticos del método GC-MS

Compuestos Ecuacién 2 Rango lineal  LOD RSD
: : (ng/g) (nglg) (%)
26-ditert-butil-1d-y g o66x.0004 0999 059238 o018 1!
benzoquinona
2,6-di-tert-butil-4- y=182x 0997  000-138 003
metilfenol
Hexadecano y=0,570x-0,093 0,996  0369,61 012 844
9,10-dihidro y=142x 0999  0.13-478 004 ¥
antraceno
Octadecano y=0,580x-0,003 00995 099743 029 861
Eicosano y=0557x+0,004 0999  1,55-697 046 231
Docosano y=0241x-0,004 0999  079-609 024 9,70
Reteno y=0641x-0,012 0998 023486 007 622
Tetracosano y =0,311x-0,003 0,991 0,16-13,8 0,05 7,39

Todos los compuestos presentaban una RSD menor del 10%. Los

limites de deteccion (LODs) estaban comprendidos entre 0,03 pg/g de 2,6-

di-tert-butil-4-metilfenol a 0,46 pg/g para eicosano.

La Tabla 1.5 muestra los valores de concentracion inicial (Cpg) del

adhesivo T 01, ya que para el adhesivo T 02, no se detectaron los dos

compuestos para poder cuantificarlos en el laminado.

Por tanto inicamente se trabajo con los laminados 1 y 2.

Por otro lado, se cuantifico la concentracion de los compuestos del

adhesivo en ambos sustratos utilizados para formar el laminado 1y 2.
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Tabla 1.5: Concentracion inicial en el adhesivo T_01 (CP,) expresado en pg de compuesto
por g de adhesivo curado y concentracion de los compuestos en los sustratos expresados en
pg de compuesto por dm” de sustrato.

Concentracion Concentracion

Compuestos (CI;") en el sustrato sustrato CPP
He®  C(ugam?) (ng/dm’)

2,5-di-tert-butil-1,4-benzoquinona 250441

2,6-di-tert-butil-4-metilfenol 220436 1,63+0,13

Hexadecano 430+65 0,4+0,03 1,69+0,13

9,10-dihidroantraceno 15+4

Octadecano 1000+£150 1,85+0,15 4,42+0,35

Eicosano 1300+200 0,85+0,07 2,74+0,22

flb-8—d1met1l-2- 120£19

isopropilfenantreno

10,18-bisnorabieta-8,11,13-trieno 630+79

1-metil-10,18-bisnorabieta-

8,11,13-trieno 140+26

Docosano 2300+63 8,6+0,69 7,41£0,59

Reteno 3445

Dehidroabietal 340+58 0,42+0,03

Dehidroabietato de metilo 700+£85 0,32+0,02

Tetracosano 4000+540 14,82+1,19 14,23+1,14
Los compuestos  4b-8-dimetil-2-isopropilfenantreno, 10,18-

bisnorabieta-8,11,13-trieno , 1-metil-10,18-bisnorabieta-8,11,13-trieno y
dehidroabietal, dehidroabietato de metilo se cuantificaron con reteno como
estandar, debido a su estructura quimica similar y a la dificultad de

encontrar estos compuestos.

Los compuestos mayoritarios en el adhesivo T 01 eran los alcanos
con una concentracion desde 430+65 para el hexadecano hasta 4000+540
g/ Eadhesivo Para el tetracosano. Estos provenian de la parafina que se utiliza
habitualmente como cera para reducir viscosidad, alterar la velocidad de
fijacion y reducir costos en los adhesivos termofusibles EVA (Petrie,
2000b). Los compuestos derivados del 4acido abiético estaban también
presentes en el adhesivo a alta concentracion, como por ejemplo

dehidroabietato de metilo, con una concentracion de 700+£85 pg/gadnesivo-
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De los compuestos presentes en ambos sustratos se encontraban los
alcanos y algunos derivados del acido abiético, ya que este compuesto
proviene del ester de colofonia que forma parte de la resina de los pinos que

se emplea para la fabricacion de papel (Valto, et al., 2008).

3.4. COEFICIENTES DE PARTICION

Los coeficientes de particion para los laminados 1 y 2, entre el
adhesivo-sustrato (Kas), se calcularon segin la Ecuacion 1.1, que
representa la relacion entre la concentracion en el adhesivo Ceqa) frente a el

sustrato Ceqs) ambas en equilibrio.

Para calcular este coeficiente, tras permanecer los sandwich en la
celda de migracion, se analizaron 0,5 g de sustrato extrayendo 3 veces
consecutivas con diclorometano segun la metodologia optimizada en el
apartado 2.5 y determinando asi la Ceq(s). Posteriormente se calculd la Ceqa)
a partir del balance de materia, ecuacion 1.3, a partir de la Cpy calculada

anteriormente.

La Tabla 1.6 muestra los coeficientes de particion entre el adhesivo

T 01 y ambos sustratos C 'y CPP (Kt g1.c Y Kr o1,cep) €n los laminados 1y 2.

Estos coeficientes se calcularon a dos temperaturas 40°C y 60°C.
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Tabla 1.6: Coeficientes de particion entre al adhesivo-carton (Kt o) y adhesivo-carton
con polipropileno (Kr ¢1/cpp) a dos temperaturas

K o1c K ov/cee

Compuestos 40°C 60°C_ 40°C_ 60°C
2,5-di-tert-butil-1,4-benzoquinona 720 36 1130 110
2,6-di-tert-butil-4-metilfenol 20 28 140 80
Hexadecano 150 70 60 26
9,10-dihidroantraceno 15 0,5 220 190
Octadecano 110 67 53 20
Eicosano 90 64 110 50
4b-8-dimetil-2-isopropilfenantreno 110 35 820 370
10,18-bisnorabieta-8,11,13-trieno 170 45 2800 620
1-metil-10,18-bisnorabieta-8,11,13-trieno 380 80 930 430
Docosano 68 33 70 40
Reteno 30 9 150 45
Dehidroabietal 370 70 1700 750
Dehidroabietato de metilo 850 130 2700 540
Tetracosano 100 40 500 130

Como puede observarse, se obtuvieron un amplio rango de
coeficientes de particion segun el tipo de compuesto estudiado. Este hecho,
se podria atribuir a la diferencia de solubilidad de los compuestos tanto en el

adhesivo como en los sustratos.

Esta solubilidad, llamada solubilidad Hildebrand (0), es un parametro
numérico que indica la relativa afinidad de un compuesto en un medio
determinado. Dos materiales son solubles cuando sus fuerzas
intermoleculares son similares, y por tanto tienen similares valores de 0. Es
decir un pequeio valor de diferencia de solubilidad A0 (A0 = |0; - 01|) entre
dos sustancias 1 y 2 indica una buena solubilidad entre ambos (AIC, 1984;
Durkee, 2004a; Durkee, 2004b; Tehrany and Desobry, 2004; Wisniewski, et
al., 1995). Por tanto, se puede definir la solubilidad para el adhesivo Oa, y
para el compuesto migrante 0. Si la diferencia entre ambos valores es
pequenia (AOam = |0a - Om|) indicard una buena solubilidad del migrante en el
adhesivo. Por el mismo razonamiento, se puede definir Adsy = |Os - On

donde Os corresponde a la solubilidad del sustrato.
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En general, como todos los valores de particion entre el adhesivo y el
sustrato, KA s son muy superiores a la unidad, esto indica que la solubilidad
de los compuestos era mucho mayor en los adhesivos que en los sustratos
utilizados para la fabricacion de los laminados y por tanto, AOsm< Adsm, con
lo que los compuestos van a presentar una gran tendencia a permanecer en
el adhesivo.

De acuerdo con la literatura, el valor de solubilidad de Hildebrand
para el polimero EVA (04 ) corresponde aproximadamente a 17,5 MPa'? a
25 °C (Barton, 1990b). Y para los migrantes (0n) como el hexadecano
corresponde a 16,3 MPam, 20,3 MPa'? para el 9,10-dihidroantraceno, 16,4

12
! para el

MPa'!’? para el octadecano, 16,5 MPa'!”? para el eicosano, 20,2 MPa
reteno (Barton, 1991) y 24,1 para el 2,6-di-tert-butil-4-metilfenol (AIC,
1984). Para el resto de compuestos estudiados no se encontraron datos de

solubilidad bibliografica.

Se observa en la Tabla 1.6, que los coeficientes de particion entre el
adhesivo y el carton C (Kr o1 c) eran mayores para los compuestos con
valores mas bajos de Adam como el hexadecano (Adam=1,2), el octadecano
(AOam=1,1) y el eicosano (Adam=1,0), que los compuestos con valores
superiores de Adam como el 9,10-dihidroantraceno (Adam=4,3), reteno
(AOAm=2,7) y 2,6-di-tert-butil-4-metilfenol (Adan=6,6), en los cuales se
obtenian valores inferiores de Kt o1,c. Esto indica que la solubilidad de los
compuestos en el adhesivo juega un papel muy importante en el valor de

Kt o1c.

Para el laminado 2, fabricado con el sustrato de carton laminado con
polipropileno, se observaron dos tendencias claras en las constantes de
particion Kt o1,cpp . Por un lado, todos los compuestos presentaban mayores

valores de constantes de particion en este laminado que en el laminado
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fabricado Unicamente con carton, exceptuando tres compuestos. Esto
indicaba que la solubilidad de la mayoria de compuestos en la ldmina de
polipropileno, CPP, era menor que para el sustrato formado inicamente de
carton C, y por tanto, tendrian mas tendencia a permanecer en el adhesivo,
con lo que la cantidad de estos compuestos en el sustrato de CPP en

equilibrio seria mas pequenia (Kt o1,cpp mayores).

Por otro lado, los tres compuestos que presentaban menores constantes
de particion Ka cpp eran el hexadecano, octadecano y eicosano. Segun los
valores de solubilidad sefialados anteriormente y el valor de solubilidad de
Hildenbrand para el polimero de polipropileno, ds, 16 MPa'? (Barton,
1990c), la diferencia de solubilidad Ads,, entre los compuestos hexadecano,
octadecano y eicosano con el polipropileno son menores que con el
adhesivo Adam (0,3, 0,4 y 0,5 frente a 1,2, 1,1 y 1,0 respectivamente), por
tanto implica una mejor solubilidad en el polipropileno que en el adhesivo.
Este hecho se refleja en una disminucion de las constantes de particion

Kr o1,cpp frente a Kr o1,c, para estos tres compuestos.

Como ya se ha mencionado anteriormente, para el resto de
compuestos no se encontraron sus valores de solubilidad de Hildebrand en
bibliografia. Pero esta se puede explicar mediante la ecuacion de Hansen,
Ecuacion 1.4, la cual expresa una version actualizada de la solubilidad de
Hildebrand, donde depende de tres tipos de interacciones: fuerzas de
dispersion (Op), fuerzas de atraccion entre compuestos polares (Op) y fuerzas
debidas a puentes de hidrogeno (0y) (AIC, 1984; Tehrany and Desobry,
2004; Wisniewski, et al., 1995), y corresponde a:

0 =05+ 0%+ 0} (Ecuacion 1.4)
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Para los compuestos aromaticos el principal pardmetro que influye en
la solubilidad de Hildebrand son las fuerzas de dispersion, las cuales son
mas importantes en los hidrocarburos aromaticos que en los alifaticos.
Cuanto mayor sea el nimero de anillos aroméaticos en un compuesto, mayor
seran estas fuerzas de dispersion y por tanto, serd mas dificil que se
disuelvan en el adhesivo (un hidrocarburo alifatico). Esto podia explicar por
qué el reteno (3 anillos aromaticos) y el 9,10-dihidroantraceno (2 anillos

aromaticos) tenian coeficientes de particion mas bajos (Chen, et al., 2005).

Ademas de todo lo explicado anteriormente, hay que tener en cuenta,
que los coeficientes de particion estardn también influenciados por la
afinidad de los compuestos por ser adsorbidos por el carton. Esta afinidad
depende principalmente de la polaridad y de la estructura de los compuestos
migrantes ya que interaccionardn de forma distinta con la pulpa seglin el

carton (Chen, et al., 2005; Nerin and Asensio, 2004).

Para estudiar la influencia de la temperatura en las constantes de
particion, la Tabla 1.6 muestra que todos los compuestos, excepto el 2,6-di-
tert-butil-4-metilfenol (que podria ser debido a fluctuaciones
experimentales), presentaban valores de constantes de particion Kt g1 c 0
Kr o1,cpp inferiores al incrementar la temperatura desde 40 a 60 °C. Esto
significa un incremento de la concentracion de los compuestos en los

sustratos.

Este resultado se puede explicar segiin la ecuaciéon de Arrhenius
(Tehrany and Desobry, 2004), Ecuacion 1.5, que expresa la dependencia de

la solubilidad de un compuesto en un polimero con la temperatura:

Kys = KZgexp (— %) (Ecuacion 1.5)
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Donde K5 s es el coeficiente de particion a temperaturas muy altas
T-> o, AH es la diferencia de entalpias de la disolucion (KJ mol) del
adhesivo Hx en el sustrato Hs, AH=Ha-Hs y R es la constante universal de

los gases (8,314 J mol'K™).

La Tabla 1.7 muestra los pardmetros para la ecuacion de Arrhenius
calculados a partir de las constantes de particion para el laminado 1, Kt ¢i/c.
Estos valores se obtuvieron dentro del proyecto MIGRESIVES en
colaboracion con el Dr. Peter Mercea de la empresa FABES, a partir de las
constantes de particion antes calculadas a 40 y 60°C, con datos
experimentales previos del Dr Peter Mercea a temperatura ambiente, por

regresion lineal, véase Figura 1.17.

LAMINADO 1: DOCOSANO

InK 5 25°C
4,5
4l
60°C
35 y=3,7518x - 7,8346
3 | R>=0,9922
2,5 A
In K= InK® - (AH/RT)
2 \_'_I
15 0.0 pendiente
L
0,5
0 T T T T T T T T |
2,95 3 3,05 3,1 3,15 3,2 3,25 3,3 3,35 3,4

1000/T (K)

Figura 1.18: Constates de particion a distintas temperaturas para el docosano, Laminado 1
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Tabla 1.7: Parametros de la ecuacion de Arrhenius, K° y —AH, para el laminado 1.

Parametros de la ecuacion de Arrhenious

Compounds KCaic -AH (KJ/mol)
2,5-di-tert-butil-1,4-benzoquinona 1,53E-19 129,88
2,6-di-tert-butil-4-metilfenol 5,43E+03 -14,59
Hexadecano 4,60E-04 33,05
9,10-dihidroantraceno 3,72E-24 147,50
Octadecano 2,85E-02 21,50
Eicosano 3,07E-01 14,78
4b-8-dimetil-2-isopropilfenantreno 5,72E-07 49,66
10,18-bisnorabieta-8,11,13-trieno 4,12E-08 57,64
1-metil-10,18-bisnorabieta-8,11,13-trieno 2,03E-09 65,67
Docosano 4,00E-04 31,35
Reteno 5,85E-08 52,21
Dehidroabietal 3,33E-10 71,21
Dehidroabietato de metilo 2,22E-11 81,43
Tetracosano 2,35E-05 39,74

En general, para una disolucion endotérmica de un compuesto en un
material, la entalpia AH > 0, por tanto, segun la Ecuacion 1.5, al incrementar
la temperatura, el término “exp (-AH/RT)” se incrementaria al igual que la
constante de particion, por tanto, los compuestos presentarian una mayor
tendencia en el equilibrio, a permanecer en el adhesivo. El hecho de la K4 s
generalmente disminuyera con la temperatura (Barton, 1990a; Durkee,
2004b; Tehrany and Desobry, 2004), en los experimentos desarrollados,
indicaba todo lo contrario, es decir, que la concentracion del compuesto en
equilibrio en los sustratos incrementaba mas rdpidamente que en el adhesivo
al incrementar la temperatura, por tanto, se estaba representando una

reaccion exotérmica AH < 0, AH=Hx-Hs, donde Hg> Ha.

Los datos de entalpia AH que aparecen en la Tabla 1.7, muestran que
la influencia de la temperatura no es la misma para todos los compuestos en
el Laminado 1. Para algunos compuestos, la influencia de la temperatura
tiene un mayor impacto en sus coeficientes de particion cuando AH>100

KJ/mol, por ejemplo, el 2,5-di-tert-butil-1,4-benzoquinona donde su Kr ¢i/c
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disminuia de 720 a 36 (Tabla 1.6) para 40°C y 60°C respectivamente o para
el 9,10-dihidroantraceno de 15 a 0,5 (Tabla 1.6) para 40°C y 60°C
respectivamente. En cambio, para otros compuestos con AH<50 KJ/mol,
como la serie de alcanos, el impacto sobre la constante es menor, por
ejemplo el eicosano cuya Kr o1/c disminuia de 90 a 64 (Tabla 1.6) para 40°C
y 60°C respectivamente o octadecano de 110 a 67 (Tabla 1.6) para 40°C y

60°C respectivamente.

3.5. COEFICIENTES DE DIFUSION

Los experimentos de difusion, se obtuvieron para el laminado 1 y 2,
ya que, al igual que en el experimento anterior para el laminado 3 y 4,

fabricados con el adhesivo APAO, no se detectd ninglin compuesto.

Los experimentos se realizaron tal y como se indica en el apartado 2.7.
Los coeficientes de difusion se calcularon dentro del proyecto
MIGRESIVES en colaboracion con el Dr. Peter Mercea de la empresa
FABES, una de cuyas actividades principales es el desarrollo de modelos

matématicos de difusion para la estimacion tedrica de la migracion.

Para la obtencion de las curvas de difusion de los compuestos por los
distintos sustratos (10 sustratos a cada lado del laminado), se necesitaron
distintos tiempos de contacto que, dependiendo del compuesto y de los

sustratos, estaban comprendidas entre 24, 48 y 72 horas.

La Figura 1.19, muestra un ejemplo de la difusion del compuesto 2,5-
di-tert-butil-1,4-benzoquinona a 60 °C. En esta figura se representa el
espesor de los 10 sustratos que se pusieron en contacto con el laminado para

el experimento de difusion (eje x) frente a la concentracion del migrante (eje
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y). Los puntos rosas son las concentraciones de los compuestos en los 10
sustratos de carton a cada lado del laminado (receptor izquierdo y derecho)
encontrados experimentalmente, y la curva, es el ajuste del perfil de
concentracion obtenido con el algoritmo de diferencias finitas a los datos

experimentales.

r 17
TS I
15 /. 15
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£13]

Receptor L Cardboard Stack B2 Receptor R Cardboard Stack

=

L
i

Cancantration of Migrant fma bl
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Figura 1.19: Resultados experimentales (puntos) y los calculados a partir del algoritmo
(lineas) del perfil de concentracion del 2,5-di-tert-butil-1,4-benzoquinona en los
experimentos de difusion, formados por un sandwich de 10 sustratos de carton C (380 um)
a cada lado del laminado 1 para 24 horas y 60°C

Se encontraron resultados similares para la mayoria de los compuestos
en el laminado 1 a 40 y 60 °C. Sin embargo para algunos compuestos a
partir del 1-metil-10,18-bisnorabieta-8,11,13-trieno, no se obtuvieron datos
experimentales de difusion, ya que dichos compuestos no difundian hasta la
ultima capa en las condiciones del experimento y por tanto no era posible
obtener el perfil de concentraciones, ni por tanto la curva de ajuste segtn el

modelo de diferencias finitas.

Lo mismo ocurria en el laminado 2, donde el polipropileno de los
sustratos formados por carton con polipropileno laminado, impedia la
penetracion/difusion de los compuestos migrantes y después de 72 horas, no

se detectaron estos compuestos en las capas del sandwich. Este hecho
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impedia un buen ajuste del modelo para obtener los valores de las

constantes de difusion.

Un incremento del tiempo de ensayo (més de 72 horas) con el objetivo
de dar tiempo a que los compuestos migraran, no habria resuelto
necesariamente todos los problemas. Ya que el hecho de que los sustratos
afnadidos estuvieran formados por una pelicula de polipropileno recubierta
con un cartdn, significaba que el sindwich estaba formado por 2x10capas de
PP en contacto con 2x10capas de carton a cada lado. Por tanto, no se estaba
hablando de un material homogéneo, donde a una temperatura dada, la
solubilidad de los compuestos en estos dos materiales era la misma.
Ademas, existia una particion entre el polipropileno y el cartén en cada
interface Kppc que proporcionaria una dificultad afiadida a la hora de
interpretar la Ecuacion 3 de Fick's, para el disefio de la curva de ajuste del
modelo de diferencias finitas. Este hecho, impedia el célculo de las

constantes de difusion Dcpp.

La Tabla 1.8 muestra los resultados de los coeficientes de difusion
para el adhesivo T 01, Dr o1, y en el sustrato de carton, Dc , ambos a
temperaturas de 40 y 60 °C, calculados a partir del algoritmo de diferencias

finitas.



Capitulo 1

Tabla 1.8: Coeficientes de difusion para el adhesivo T_01 (Dr o) y para el carton (Dc)

expresados en cm’/s, asi como el peso molecular (PM) de los compuestos migrantes.

PM D1 o1 (cm’/s) D ¢ (cm?/s)

Compuestos
(g/mol) 40°C 60°C 40°C 60°C

2,5-di-tert-butil-1,4- 2203  1,0E-08 87E-08 24E-08  1,6E-07

benzoquinona

2,6-di-tert-butil-4-metilfenol ~ 220,3 8,0E-09  4,8E-08 1,2E-08  7,2E-08
Hexadecano 226,5 1,1E-08 7,4E-08 1,6E-07 5,6E-07
9,10-dihidroantraceno 180,3 1,0E-08 5,5E-08 1,9E-08 6,0E-08
Octadecano 254.6 82E-09  44E-08 44E-08  2,0E-07
Eicosano 282,6 5,3E-09  2,9E-08 1,2E-09  7,0E-08
125;:;?11;: Iillz;rzlt-reno 256,5 7,5E-09  43E-08  4,6E-09  3,0E-08
10,18 bisnorableta 8, 1L 2494 70B-00  43E-08  12E-08  4,6E-08
Docosano 310,7 5,8E-09  3,4E-08  8,8E-09  4,0E-08

Se observa una gran variedad de valores de difusion dependiendo de
la naturaleza del compuesto migrante, la matriz donde se encuentra este

(adhesivo o el sustrato) y la temperatura.

Seglin bibliografia, los principales pardmetros que afectan a los
coeficientes de difusion son el peso molecular del compuesto, el grado de
cristalinidad del polimero y la temperatura a la cual se produce la difusion
(Crank and Park, 1968; Fieldson and Barbari, 1993; Gajdos, et al., 2001).
Otros pardmetros como la geometria, la polaridad del compuesto o la
interaccion entre el compuesto-polimero también estdn relacionados, pero
son de menor importancia (Dole, et al., 2006; Fieldson and Barbari, 1995).
Es conocido que los coeficientes de difusion son mayores para moléculas
mas pequenas y para polimeros con un grado de cristalinidad bajo o con

menor espesor (Escobal, et al., 1999; Limam, et al., 2005).

La Tabla 1.8 muestra que los coeficientes de difusion para el adhesivo
a 40°C, Dr o1, eran mas bajos para los compuestos con mayor peso

molecular como el docosano, 10,18-bisnorabieta-8,11,13-trieno, 4b-8-
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dimetil-2-isopropilfenantreno y octadecano que para los compuestos de
menor peso molecular. Los valores obtenidos para los compuestos de menor
peso molecular como el hexadecano, 2,5-di-tert-butil-1,4-benzoquinona y
9,10-dihidroantraceno presentaban un coeficiente de difusion similar a
trabajos bibliograficos en un polimero EVA (Dole, et al., 2006). La misma
tendencia se encontrd para los coeficientes de difusion de los compuestos en

el sustrato de carton Dc.

La temperatura también tenia una gran influencia en la difusion de las
moléculas. La Tabla 1.8 muestra que los coeficientes de difusion se
incrementaban en funcion de la temperatura. Los coeficientes de difusion
para el adhesivo y el sustrato eran significativamente superiores a 60°C que

a 40°C (p<0.01) y (p<0.05) respectivamente.

Seglin bibliografia la difusién en polimeros elasticos (por tanto en el
adhesivo) es un proceso térmicamente activo segin la ecuacion de
Arrhenius (Crank and Park, 1968; Gajdos, et al., 2001; Klopffer and

Flaconneche, 2001), Ecuacioén 1.6:
Ep .,
D(T) = D,exp (— E) (Ecuacion 1.6)

Donde Dy es el coeficiente de difusion para temperaturas muy altas.
T oy y Ep es la energia de activacion para la difusion de un compuesto.
Ambos parametros dependen de la morfologia del polimero, de su tamafio,
que afecta a la capacidad de penetracion, y también estan influenciados por
la temperatura (Crank and Park, 1968; Gajdos, et al., 2001; Klopffer and
Flaconneche, 2001).

Al incrementar los coeficientes de difusion con la temperatura, segun
la Tabla 1.8, significaba que Ep era positiva tanto para el adhesivo como

para el sustrato. Como consecuencia, D es una funcioén que se incrementa al
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aumentar la temperatura, como un volumen libre directamente relacionado
con la expansion de las cadenas de los compuestos que forman el polimero,
permitiendo mas facilmente la difusion de las moléculas (Gnanasekharan

and Floros, 1997; Klopffer and Flaconneche, 2001).

Dado que no se encontro literatura sobre difusion en cartén, la
discusion sobre los resultados obtenidos se bas6 en las propiedades del
papel o carton. El papel es una red de fibras de celulosa naturales formadas
por microfibras porosas las cuales estan compuestas de cadenas largas
higroscopicas en un estado cristalino, con regiones amorfas. Las
propiedades del transporte en este medio poroso dependeran principalmente
de su porosidad, tortuosidad y su permeabilidad (Dury-Brun, et al., 2006;
Eggleston and Peirce, 1995; Horgan, 1999; Kacem, et al., 2009; Moldrup, et
al., 1998; Triantafyllou, et al., 2005). Para la mayoria de los compuestos la

difusion en el carton fue mayor que en el adhesivo.

Se puede reducir en una determinada aplicacion, el efecto de la
porosidad y higroscopicidad de papel y carton cubriéndolos con un material
no poroso (por ejemplo una pelicula polimérica de los laminados 3 y 4).
Este recubrimiento puede disminuir considerablemente el transporte de
compuestos a través del papel o sustrato de carton. Esta es probablemente la
razon por la cual no se obtuvieron resultados en los experimentos de

difusion llevados a cabo en el sandwich formado por ldminas de CPP.

Segun la ecuacion de Arrhenius, Ecuacion 1.6, la constante de
difusion depende de las constantes Dy y Ep. Al igual que en el estudio de
particion, estos valores se podian calcular por una regresion lineal de los
valores de difusion obtenidos para estas dos temperaturas junto con valores
de difusion a temperatura ambiente de trabajos previos del Dr Peter Mercea

de la empresa FABES. La Figura 1.20 muestra un ejemplo de la regresion
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lineal de los valores de difusién experimentales obtenidos, tanto para el

adhesivo como para el carton, para el compuesto del octadecano.

D. =3 828*103*exp' 65337/RT
c .

7 60°C |

40°C

25°C

Coeficiente de Difusion , logD, (cm/s2)

D, £ 6.442+10%exp™ T1233RT
|

-9 T l
3,0 3.2 3,4

Temperatura, 1000/T (K'l)

Figura 1.20: Dependencia del coeficiente de difusion con la temperatura para el octadecano,
resultados experimentales (puntos negros para la difusion en el carton y puntos rojos para la

difusion en el adhesivo) y regresion lineal calculada por Peter Mercea.

En la siguiente tabla, Tabla 1.9, se muestran los pardmetros Dy y Ep
para cada compuesto en el adhesivo T 01 y en el carton C calculados a

partir de estas regresiones lineales.
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Tabla 1.9: Parametros de la ecuacion de Arrhenius, Do y Ep, para el laminado 1.

Parametros de la ecuacion Parametros de la ecuacion

Compuestos de Arrhenius para T 01 de Arrhenius para C
Do(T_01)  Ep(T_01) Do(C) Ep(C)
(cm?/s) (kJ/mol) (cm?/s) (kJ/mol)
2,5-di-tert-butil-1,4- 8 4E+05 82,00 75E+04 7464
benzoquinona
2,6-di-tert-butil-4-metilfenol 5,5E+04 83,16 3,7E+03 68,50
Hexadecano 6,6E+06 88,86 9,6E+06 83,79
9,10-dihidroantraceno 7,4E+04 77,24 12 52,84
Octadecano 6,4E+03 71,23 3,8E+03 65,34
Eicosano 8,9E+03 73,26 1,2E+04 71,79
4b-8-dimetil-2- 2,1E+05 80,82  21E+03 69,84
isopropilfenantreno
10,18-bisnorabieta-8,11,13-trieno  1,8E+05 80,44 26 55,90
Docosano 2,4E+06 88,12 64 58,83

Al igual que ocurria en la particion, la naturaleza del compuesto
migrante va a depender principalmente de los parametros que afectan a la

difusion con un cambio de temperatura.

4. CONCLUSIONES

Se ha desarrollado un método HS-SPME-GC-MS para identificar los
compuestos presentes en dos adhesivos termofusibles ampliamente
utilizados para envase alimentario multicapa. La formulacion de ambos era
muy diferente dependiendo del polimero base. Mientras que para el
adhesivo base EVA se detectaron un total de 22 compuestos, para el
adhesivo base APAO unicamente se detectaron dos compuestos, resultado
muy interesante para la industria alimentaria. De los compuestos
procedentes del adhesivo base EVA muchos eran derivados del 4cido

abiético, un compuesto utilizado como promotor de adhesion en el proceso
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de fabricacion de dicho adhesivo. Dos de estos compuestos presentaban una
toxicidad alta segun el modelo tedrico de Cramer, 9,10-dihidroantraceno y

reteno.

También se ha desarrollado un método de LE-GC-MS para determinar
sus concentraciones iniciales en el adhesivo, asi como sus coeficientes de
particion y difusion en los diferentes materiales utilizados para la
fabricacién del laminado, formados con sustratos de carton y carton con
polipropileno. Estos datos proporcionaban una herramienta muy util para

evaluar su potencial de migracion al alimento.

Los resultados mostraban que los sustratos utilizados para la
fabricaciéon de dichos laminados jugaban un papel importante en los
coeficientes de particion y difusion de los compuestos ya que el uso de
carton recubierto con una lamina de polipropileno, reducia la migracion de

la mayoria de estos compuestos.

Por otro lado, los coeficientes de particion dependian principalmente
de la solubilidad de los compuestos, tanto en el adhesivo como en el
sustrato, y de la facilidad de dichos compuestos para ser absorbidos por el
carton. Y los coeficientes de difusion dependian de la naturaleza del

compuesto migrante, de la matriz del adhesivo y del sustrato.

Otro factor importante que afectaba a estas constantes era la
temperatura, mostrando efectos contrarios. Cuando esta se incrementaba,
todos los coeficientes de difusion aumentaban, al contrario de los
coeficientes de particion que disminuian, lo cual significaba que su

incremento favorecia la migracion de los compuestos, como cabia esperar.
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ESTUDIOS DE MIGRACION DE LOS
ADHESIVOS EN EL ENVASE MULTICAPA PARA
ENVASAR ALIMENTOS.

1. INTRODUCCION DEL CAPITULO

Como se ha comentado en el capitulo anterior, los adhesivos estan
presentes en la mayoria de los envases alimentarios. Sin embargo, no existe
una legislacion vigente especifica acerca de la migracion de estos. Todos los
materiales para contacto alimentario deben de cumplir con el Reglamento
Marco 1935/2004/CE. En ausencia de legislacion especifica, europea y
nacional, deberia aplicarse el Reglamento 10/2011/EU relativo a los
materiales y articulos plasticos, y la legislacion espafiola, Real Decreto
847/2011, de 17 de junio, asi como, el principio de barrera funcional, que
establece que se pueden utilizar sustancias que no estén en listas positivas
de las anteriores legislaciones, siempre que su migracion este por debajo de
10 png/Kg de alimento o que dicho compuesto no haya sido clasificado como

mutagénico, carcinogénico o toxico para la reproduccion en la directiva

67/548/EEC.

Para estudiar si dichos adhesivos estaban cumpliendo la normativa
anteriormente descrita, se llevaron a cabo ensayos de migracion con treinta
muestras de mercado suministradas por distintas compaiiias de adhesivos
dentro del paquete de trabajo IV del proyecto MIGRESIVES. Estas estaban
formadas por la estructura de laminado [sustrato-adhesivo-sustrato], en la

que los sustratos, en todos los casos, eran algun tipo de cartén o papel. Se
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aplicaron las condiciones de ensayo, segun la normativa vigente para la
determinacion de la migracidon para papel y carton UNE-EN 14338 que
establece, que la migracion desde materiales formados con papel y carton
debe de realizarse con Tenax ® como simulante alimentario para alimentos
secos. Este, es un polimero blanco de poli(6xido de 2,6-difenil-p-fenileno),

en forma de polvo fino.

Otro de los objetivos de este capitulo, tras la realizacion de los
ensayos de migracion, era validar el modelo matematico de migracion
Migratest ® desarrollado en el proyecto MIGRESIVES, como una
herramienta que permitiera a las empresas evaluar la migraciéon de los
componentes de forma sencilla, barata y rapida. Para validar dicho modelo
se compararon los resultados experimentales de migracion obtenidos en este
capitulo con los valores predichos por el modelo matematico (desarrollado

con los datos de particion y difusion calculados en el capitulo anterior).

Como los laminados estudiados estaban formados por distintos tipos
de adhesivos, era imprescindible identificar los compuestos presentes en
dichos adhesivos que serian los migrantes potenciales, y posteriormente
realizar los ensayos de migracion para determinar su concentracion en los
simulantes o alimentos. Previo a este ultimo apartado, fue necesario

optimizar las condiciones de analisis para el trabajo con el Tenax ®.

Tras el ensayo de migracion, se compararon todos los resultados de
migracion con los obtenidos por el modelo matematico Migratest ®, con el

fin de validar dicho modelo.

Una vez realizados los ensayos de migracion, los valores obtenidos

para los laminados formados con el adhesivo termofusible T 01, lam 29 y
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30, se compararon para ver como estaban influenciados con las constantes

de particion y difusion antes estudiadas en el capitulo 1.

La Figura 2.1 muestra un esquema del desarrollo del trabajo realizado

en este capitulo.

Identificacién de compuestos volatiles —> | HS-SPME-GC-MS I
y clasificacion por toxicidad
Determinacion de concentracion inicial |—> | LE-GC-MS |
————— T T e e e 30 muestras
(’ Optimizacion extraccion Tenax S — demercado formados por
~e__ (HS-SPME,HSy LE) e . OSP
"---____7 __________ diferentes adhesivos
| Ensayos de migracién |—> | LE-GC-MS |
| Validacién modelo matematico |
é
| Relacién valores de migracién con Ky D I > Adhesivo;l{;:;mofusibles

Figura 2.1: Esquema trabajo desarrollado en el capitulo 2

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIALES

2.1.1. REACTIVOS

Decametilciclopentasiloxano (CAS 541-02-6), triacetato de glicerol
(CAS 102-76-1), 2-(-2-butoxietoxi) etanol (CAS 112-34-5), [2-(2-
butoxietoxi)-etilo] acetato (CAS 124-17-4), bifenilo (CAS 92-52-4), 2,2,4-
trimetil-1,3-pentanodiol-diisobutirato (CAS 6846-50-0), di-n-butilo ftalato
(CAS 84-74-2), bis-(2-etilhexil) adipato (CAS 103-23-1), mono-etil-hexil
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ftalato (CAS 4376-20-9), decahidronaftaleno (CAS 91-17-8), 2,5-di-tert-
butil-1,4-benzoquinona (CAS 719-22-2), 2,6-di-tert-butil-4-metilfenol (CAS
128-37-0), hexadecano (CAS 544-76-3), octadecano (CAS 593-45-3),
eicosano (CAS 112-95-8), docosano (CAS 629-97-0), tetracosano (CAS
646-31-1) antraceno 9,10-dihidro (CAS 613-31-0), reteno (CAS 483-65-8),
4-tert-butilfenol (CAS: 98-54-4) suministrados por Sigma-Aldrich Quimica
S.A (Madrid, Espafia). Todos estos compuestos tenian calidades analiticas.
Acetona, metanol y diclorometano suministrados por Scharlau Chemie S.A
(Sentmenat, Espana), todos ellos con calidad HPLC. Tenax ® TA 80/100

fue suministrado por Supelco (Bellefonde, estados unidos).
Se empleo:

e Una disolucién A que contenia de 4-tert-butilfenol de 1000 pg/g en
diclorometano como estandar interno.

e Una disolucion B de 4-tert-butilfenol de 1000 pg/g en metanol
(disoluciéon B) como estandar interno.

e Una disolucion C de 4-tert-butilfenol de 1000 pg/g en acetona como
estandar interno.

e Una disolucion D que contenia nueve estandares (2,6-di-tert-butil-1,4-
benzoquinona, 2,6-di-tert-butil-4-metilfenol, hexadecano, octadecano,
eicosano, docosano, reteno and tetracosano) de 75 ug/g en

diclorometano para la optimizacion del Tenax ®.

2.1.2. FIBRAS DE SPME

Se utilizé: Fibra de polidimetilsiloxano (PDMS) de 100 pm de
espesor, suministrada por Supelco (Bellefonte, PA, EE.UU)
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2.1.3. LAMINADOS Y ADHESIVOS

Se seleccionaron treinta muestras destinadas a envase alimentario,
dentro del proyecto MIGRESIVES, para el estudio de la migracion de los
compuestos volatiles presentes en los adhesivos. Para dicha seleccion, se
escogieron muestras de mercado que dispusieran de una estructura de
laminado, es decir, [sustrato-adhesivo-sustrato]. En este trabajo, se
estudiaron los laminados en los que el sustrato que estuviera en contacto con

el adhesivo fuera algun tipo de carton o papel.

Los adhesivos que formaban estos laminados eran 5 adhesivos con
una base formada de copolimero de acetato vinilo y etileno (VAE), 5 de
acetato de polivinilo (PVA), 1 de polivinilalcohol (PVOH), 1 de almidon
(Alm), 2 de acrilicos (AC), 1 de una mezcla de vinilico mas almidén
(V+AIm) y 2 adhesivos termofusibles con base de acetato vinilo y etileno

(EVA)

Los sustratos que formaban los laminados eran diferentes tipos de
carton (C), papel (P), papel corrugado (PC), carton corrugado (CC) y carton
laminado con polipropileno (CPP) o con polietileno (CPE). Se diferenciaban

en su gramaje y espesor.

La siguiente Tabla 2.1 muestra las caracteristicas de los laminados
estudiados, asi como su factor de dilucion (dr) que corresponde a la relacion

entre el volumen total del envase (dm’) y la superficie que ocupa el

adhesivo (dm?).
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Tabla 2.1: Laminados, tipo de adhesivo asi con los sustratos que lo forman, su factor de

dilucién (dr) expresado en dm y el gramaje del adhesivo en el laminado guqy/m? jaminado

muesen SO v adhesivo % @M S/
lam 01 C/C VAE VAE 01 52,3 31,8
lam 02 C/IC VAE VAE 01 52,3 31,8
lam 03 C/C VAE VAE 01 52,3 31,8
lam_04 C/IC VAE VAE 02 57,6 25,3
lam_05 C/C VAE VAE 02 30,7 25,3
lam_06 C/IC VAE VAE 02 18,5 25,3
lam_07 C/C VAE VAE 03 37,1 28,5
lam 08 C/IC VAE VAE 04 63,9 49,1
lam_09 C/C VAE VAE 04 34,1 49,1
lam 10 C/CPE VAE VAE 04 70 49,1
lam 11 C/C VAE VAE 05 96,7 30,7
lam_12 C/C PVA PVA 01 52,3 101,5
lam 13 C/C PVA PVA 01 52,3 101,5
lam 14 C/C PVA PVA 01 52,3 101,5
lam 15 C/P/C PVA PVA 02 1,6 nd
lam 16 C/P/C PVA PVA 03 1,6 nd
lam 17 C/p/C PVA PVA 04 1,6 nd
lam 18 P/P PVOH PVOH 01 2233 38,9
lam 19 P/P PVOH PVOH 01 74,5 38,9
lam 20 P/P PVOH PVOH 01 185,6 38,9
lam 21 P/P Alm Alm 01 97,8 38,9
lam 22 P/P Alm Alm 01 398.5 38,9
lam 23 P/PP AC AC 01 2604 38,9
lam 24 P/PP AC AC 02 300,5 38,9
lam_25 P/PC/P V+Alm V+Alm 01 0,17 nd
lam_26 P/PC/P V+Alm V+Alm 01 0,17 nd
lam_27 P/PC/P V+Alm V+Alm 01 0,17 nd
lam 28 C/IC EVA T 03 8,5 68,2
lam 29 C/IC EVA T 01 17,1 31,28
lam 30 CPP/CPP EVA T 01 17,1 31,28
lam 31 C/C APAO T 02 17,1 31,28
lam 32 CPP/CPP APAO T 02 17,1 31,28

nd: datos no disponibles; C: carton; P: papel; CPE: carton laminado con polietileno;
PC: papel corrugado; CC; carton corrugado; CPP; carton laminado con polipropileno
VAE: acetato vinilo y etileno; PVA: acetato de polivinilo; PVOH: Polivinilalcohol;
Alm: Almidon; AC: Acrilico; V: vinilico
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Los laminados lam 29 y lam 30 corresponderian a los laminados 1 y
2 estudiados en el capitulo anterior. Los laminados lam 31 y lam 32 que
corresponderian a los laminados 3 y 4 también del capitulo anterior,
fabricados con el adhesivo APAO, no se estudiaron en este capitulo, ya que,

en el apartado anterior no se detect6 en ellos ningiin compuesto volatil.

Estos laminados, se utilizan habitualmente en el mercado para envasar
alimentos secos como pan, harina, sal, azucar, polvos de gelatina, de leche,
de sopa, de puré de patata, pasta... También cajas para almacenar chocolate
o bombones... La Figura 2.2 muestra algunas fotos de los distintos envases

estudiados.

Figura 2.2: Envases de mercado analizados, con estructura de laminado formados por

distintos adhesivos

2.2. INSTRUMENTAL

2.2.1. CROMATOGRAFO DE GASES ESPECTROMETRIA
MASAS

Para el analisis de las muestras se utilizé autoinyector CTC de Agilent
Technologies (Madrid, Espana), equipado para SPME, HS e inyeccion de

liquido. El equipo cromatografico de gases era un 6890 Series conectado a



Capitulo 2

un detector selectivo de masas, 5973 Series. La separacion cromatografica

se llevo a cabo en una columna DB-5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 um) de

Agilent Technologies (Madrid, Espafia). El resto de parametros utilizados,

se muestran en la siguiente Tabla 2.2

Tabla 2.2: Parametros utilizados para los analisis por extraccion por HS-SPME, HS y LE

acoplada a GG-MS

Instrumentacién
CombiPal HS-SPME Tipo de fibra PDMS/100um
(Para identificacion y Tiempo de preincubacion (min) 2
optimizacion Tenax ®) Tiempo extraccion (min) 25
Temperatura de extraccion (°C) 80
Tiempo de desorcion (min) 1
Temperatura de desorcion 250
CombiPal HS Temperatura de extraccion (°C) 150
(Optimizacion Tenax ®) Tiempo extraccion (min) 10
Volumen de extraccion (mL) 1
CombiPal inyeccion directa ~ Volumen inyectado (uL) 1
(Optimizaciéon Tenax ®, Inyector 250
calculo Cp,, migracion)
Condiciones GC Flujo de Helio (mL/min) 1
Inyector 250°C
Splitless (2min)
Rampa temperatura del horno 40°C (2min)
10 °C/min
300°C (2min)
Condiciones masas (EI) Rango de masas (m/z) 45-450
Temperatura fuente (°C) 230
Temperatura cuadrupolo (°C) 150
Energia electrones (eV) 70
2.3. IDENTIFICACION DE LOS COMPUESTOS

PRESENTES EN LOS LAMINADOS.

El primer objetivo del trabajo, era la identificacion de los compuestos

presentes en el adhesivo como posibles migrantes potenciales desde el

laminado a la comida que se encuentra envasada. Los compuestos presentes
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en los laminados lam_29 y lam_ 30, formados por el adhesivo termopléstico

T 01, ya habian sido identificados en el capitulo 1.

Para este propoésito, se prepararon muestras de 3 cm x 0,5cm de
laminado que contuvieran en el interior adhesivo y de 2 sustratos sin
adhesivo, y se analizaron mediante HS-SPME-GC-MS, para conocer los
compuestos que provenian inequivocamente del adhesivo comparando
dichos extractos. Para confirmarlo, también se analizaron 1 gramo de los
adhesivos, cuando se dispusiera, y asi se pudo corroborar el origen de los
compuestos detectados. Las condiciones de ensayo (HS-SPME) se
realizaron segun las condiciones optimizadas en el capitulo anterior (Vera,

et al., 2011), y presentadas en la Tabla 2.2.

La identificaciéon de estos compuestos se llevo a cabo utilizando la
libreria NIST y WILEY para la busqueda de espectros de masas y se
corrobord la identificacion, comparando el tiempo de retencion y el espectro
de masas de estos compuestos con sus estandares puros. También se
determino la toxicidad de estos compuestos segun las reglas de Cramer, con

el software Toxtree v1.51 (Ideaconsult Ltd.).

2.4. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION
INICIAL EN LOS ADHESIVOS CP,.

Para determinar la concentracion inicial en el adhesivo (Cpy) se llevo a
cabo una extraccion de las ldminas. Los laminados que estuvieran formados
por el mismo adhesivo, s6lo se extrajo un laminado y se selecciond el
primero de ellos segin la Tabla 2.1. Por ejemplo, el adhesivo VAE 01 se

encuentra en los lam 01, lam 02 y lam 03, y por tanto se extrajo el lam_01.
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Esta extraccion se realizd segun la metodologia optimizada en
estudios previos del capitulo 1 (Vera, et al., 2011): Donde, se cortaron las
laminas en pequefios trozos y 0,5 gramos de estos se extrajeron tres veces
con 2,5 mL de diclorometano consecutivamente, durante 24 horas cada
extraccion, en un horno a una temperatura de 40°C. Una vez extraida la
lamina se unieron los tres extractos y se anadi6 al extracto 10 pL de estandar
interno (disoluciéon A) y se concentré6 mediante una corriente de N, hasta
200 pL. Finalmente, el extracto se analiz6 por GC-MS. Se analizaron tres

réplicas de cada laminado.

Para construir las rectas de calibrado, se prepararon disoluciones de
los patrones a distintas concentraciones en diclorometano y se analizaron

por GC-MS. Se analizaron tres réplicas de cada concentracion.

2.5. OPTIMIZACION DEL ANALISIS CON TENAX

Para realizar los ensayos de migracion de materiales de envase
formados por papel o cartdon, estos se deben realizar con Tenax ® como
simulante alimentario (Nerin and Acosta, 2002; Nerin and Asensio, 2007,
Nerin, et al., 1998). Este simulante se emplea en migraciones especificas de

alimentos secos.

Inicialmente para utilizar el Tenax ® se limpidé previamente en un

Soxhlet con acetona durante 6 h como describe la norma UNE- EN 14338.

Antes de realizar los ensayos de migracion, se selecciond previamente
la técnica apropiada para extraer los compuestos presentes en el Tenax ®

que habian migrado desde el adhesivo.
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Para este propdsito, 0,34 g de Tenax ® se doparon con 100 pL de una
disoluciéon D. La concentracion final correspondia a 20 Hgcompuesto/€Tenax-
Tras la evaporacion del disolvente hasta sequedad, el Tenax ® dopado se
extrajo por tres metodologias diferentes, HS-GC-MS, HS-SPME-GC-MS e
inyeccion liquida, LE-GC-MS, tras la extraccion del Tenax ® con dos tipos

de disolventes de distintas polaridades (metanol y acetona)

e Para HS-SPME-GC-MS y HS-GC-MS, se llevaron a cabo dos ensayos
diferentes. En un ensayo se afiadieron 100 pL de acetona al Tenax ®
para facilitar el paso de los compuestos al espacio de cabeza (Barro, et
al., 2005; Regueiro, et al., 2009) y en el otro, el Tenax ® se analizo6 sin
afiadir acetona.

e Para la inyeccion liquida (LE), también se llevaron a cabo dos ensayos
diferentes, ya que el Tenax ® se extrajo con dos disolventes de
distintas polaridades; metanol y acetona, optimizando también el
numero de extracciones (> 98% de recuperacion).

Para este proposito, 0,34 gramos del Tenax ® dopado, se extrajo hasta
tres veces consecutivas con 3,4 mL de los disolventes (metanol y
acetona). Se juntaron los extractos y posteriormente, se afiadieron 10
uL de estandar, disolucion B y C respectivamente, y se concentraron
hasta 200 pL con una corriente de N,. Finalmente se analizaron por

GC-MS.
Se realizaron dos réplicas de cada ensayo.

El protocolo final de extraccion optimizado fue el siguiente: se
realizaron 2 extracciones consecutivas del Tenax ® con 3,4 mL de acetona
agitando durante 1 hora a temperatura ambiente. Se juntaron los dos

extractos y se afadieron 10 pL de disolucion C como estdndar interno. Se
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concentraron hasta 200 pL bajo una corriente de nitrégeno. Y los extractos

se analizaron por GC-MS

2.6. ENSAYOS DE MIGRACION

El ensayo de migracion para los laminados fabricados con distintos
tipos de carton y papel, se llevdo a cabo con Tenax ® como simulante

alimentario.

Para ello, 1 x 8,5 cm de los laminados (donde el 100% de su superficie
contenia adhesivo en su interior), se cubrieron con 0,34 gramos de Tenax ®
(4 gTenaX/dmz, segin la norma UNE-EN 14338) formando una capa
uniforme, aplicada en el lado del laminado que se pondria en contacto con
los alimentos. A continuacién se colocaron en el interior de una placa Petri y
se taparon, véase Figura 2.3. Posteriormente, se colocaron en el horno a una

temperatura de 40 °C durante 10 dias.

Laminado cubierto
con Tenax

- Disco de
‘ / Petri
S \ Papel de aluminio para prevenir

sprendimiento del Tenax ®

Figura 2.3: Laminado Lam_03 en la placa Petri con el Tenax ® aplicado

Una vez transcurrido este periodo, se extrajo el Tenax ® segln la
metodologia optimizada en el apartado 2.5; donde, 0.34 g de Tenax ® se

extrajo dos veces consecutivas con 3,4 mL de acetona y se anadieron 10 puL
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de estandar interno (disolucion C). Posteriormente se concentro el extracto
hasta 200 pL con una corriente de N, y dichos extractos se analizaron en

GC-MS. Se estudiaron tres réplicas de cada laminado.

Para construir las curvas de calibrado, se prepararon disoluciones de
los compuestos encontrados en la migracion, a distintas concentraciones en
acetona y se analizaron por GC-MS. Se analizaron tres réplicas de cada

concentracion.

2.7. VALIDACION DEL MODELO DE PREDICCION
DE LA MIGRACION

Como se ha descrito anteriormente, uno de los objetivos del proyecto
MIGRESIVES en el que se enmarca esta tesis, era desarrollar una
herramienta, que permitiera a las empresas predecir la migracion de los
componentes del adhesivo. Esta herramienta era un modelo matematico para
la prediccion de la migracion de los componentes presentes en los adhesivos
que forman parte del envase alimentario y estaba basado en modelos de

prediccion ya existentes (Begley, et al., 2005) para plasticos.

Este modelo lleva por nombre MIGRATEST ® y ha sido desarrollado
por P. Mercea y V. Tosa en la empresa FABES (Munich, Alemania). Ha
sido desarrollado utilizando numerosos datos de concentracion inicial,
particion y difusion obtenidos experimentalmente en dicho proyecto, asi
como los pesos moleculares del compuesto, materiales y las caracteristicas

de los sustratos (espesor y gramaje), tipo de adhesivo y sus densidades.
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Para validar dicho modelo, se han comparado los resultados de
migracion experimental obtenidos, con los predichos por el modelo

matematico.

2.8. RELACION DE VALORES DE MIGRACION
CON LAS CONSTANTES DE PARTICION Y DIFUSION

Una vez realizados los ensayos de migracion, los valores de migracion
obtenidos para los laminados lam 29 y lam 30 formados con el adhesivo
termofusible T 01, se analizaron, para ver como estaban influenciados con
las constantes de particion y difusion antes estudiadas en el capitulo 1 para

estos laminados.

Para complementar el trabajo, también se calculd la constante de
particion entre los sustratos y el Tenax ®. Para ello, 1 x 8,5 cm de los
sustratos de los lam 29 y 30 es decir, C y CPP, se doparon con 200 pL de la
disolucion D y se almacenaron durante 24 h. Después de este tiempo, se
realizaron los experimentos de migracion, con la misma metodologia que en

el apartado 2.6.

Los extractos de migracion de ambos sustratos dopados se analizaron,
calculando las concentraciones tanto en el Tenax ® como en los sustratos.
Posteriormente, se calculd el coeficiente de particion entre el Tenax ® y

ambos sustratos segtn la Ecuacion 2.1

¢ .
KTenax/S = (Tenax)/ceq(s) (Ecuac1()n 2. l)
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. IDENTIFICACION Y CP, DE LOS
COMPUESTOS PRESENTES EN LOS ADHESIVOS

Como se ha mencionado anteriormente, para identificar los
compuestos que provenian del adhesivo y estaban presentes en las muestras
de laminado, se analizaron 3cm x 0,5cm de estos y se compard el
cromatograma con el mismo ensayo pero Unicamente con muestra de

sustrato.

En algunos casos se disponia de adhesivo que también se analizo, para
confirmar que dichos compuestos detectados estuvieran presentes en el

adhesivo de partida o se hubieran formado tras el proceso de laminacion.

La figura siguiente, Figura 2.4, muestra un ejemplo de los ensayos
realizados, para el adhesivo VAE 01 (trazo rojo) y laminado lam_ 03 (trazo
azul) junto con el sustrato de carton que forma el laminado (trazo negro). Se
seleccionaron dos compuestos, ya que aparecian tanto en el adhesivo, como

en el laminado y no en el sustrato.
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Abundance
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Figura 2.4: Cromatograma del laminado lam_03 (trazo azul), adhesivo VAE 01 (trazo rojo)

y el sustrato de carton (trazo negro).

Una vez detectados los compuestos del adhesivo, y por tanto posibles
migrantes, se llevd a cabo su identificacion utilizando la libreria NIST y
WILEY para la busqueda de espectros de masas y se corrobord la
identificacion, comparando el tiempo de retencion y el espectro de masas de

estos compuestos con sus estandares puros.

Posteriormente, se calculd su Cpy a partir de una extraccion de los
distintos laminados con diclorometano y un analisis por GC-MS de los

extractos.

La Tabla 2.3 muestra los parametros analiticos de las rectas de calibrado

en acetona de dichos compuestos.
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Tabla 2.3: Parametros analiticos del método de GC-MS.
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Todos los compuestos presentaban una RSD menor del 10% y se
obtuvieron buenos limites de deteccion (LOD), en el rango de ppb, con

valores entre 0,53 ng/g (bis-(2-etilhexil) adipato) y 938 ng/g (octadecano).

Las tablas siguientes, Tabla 2.4, y Tabla 2.5 muestran los compuestos
identificados para todos los adhesivos junto con su toxicidad segun las
reglas de Cramer (Tox), sus concentraciones iniciales en el adhesivo, Cpy, y

sus limites de deteccion (LOD) expresados en ng/dm” de laminado.

Debido a la dificultad de encontrar los estandares de algunos
compuestos (*), estos se cuantificaron usando otros estdndares con

estructura similar.
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Tabla 2.4: Concentracion inicial en los adhesivos VAE, expresado pg de compuesto por
dm? de laminado, su toxicidad (Tox), LOD (ng/dm?) y sus iones caracteristicos (M") .
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*Cuantificados con di-n-butilo ftalato como estandar **Cuantificados con tetracosano como

estandar y ***Cuantificados con mono-etil-hexil ftalato como estandar

3 compuestos desconocidos en los adhesivos VAE 04, 05
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compuesto por dm? de laminado, su toxicidad (Tox), LOD (ng/dm?®) y los (M").

Tabla 2.5: Concentracion inicial en los adhesivos PVA y PVOH, expresado pg de
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como estandar y ***Cuantificados con mono-etil-hexil ftalato como estandar

3 compuestos desconocidos en los adhesivos PVA_ 02, 03, 04



Capitulo 2

Tabla 2.6: Concentracion inicial en los adhesivos Alm, AC, V+Alm y T (ng de compuesto

por dm?) de laminado, su toxicidad (Tox), LOD (ng/dm?) y sus iones caracteristicos (M").
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6 compuestos desconocidos en los adhesivos AC 01 and AC 02 y 2 compuestos

desconocidos en el adhesivo V+AIm 01

*Cuantificados con reteno como estandar
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Se detectaron un gran numero de compuestos en los distintos
adhesivos, un total de 41 compuestos, de los cuales; En 9 compuestos no era
posible determinar su estructura quimica y sélo 2 compuestos tenian
toxicidad alta segun las reglas de Cramer; decametilciclopentasiloxano y

reteno.

En los adhesivos vinilicos.

Las Tablas 2.4, 2.5 muestran los compuestos detectados en los

adhesivos vinilicos (VAE, PVA, PVOH) y su concentracion inicial Cp.

Estos adhesivos presentaban compuestos comunes, probablemente

porque todos ellos tenian un grupo vinilico (-CH,=CH,-) en su estructura.

Todos los compuestos detectados en los adhesivos VAE y PVOH, se
encontraron también en los adhesivos PVA, como; iso-butil-nonil ftalato, di-
n-butilo ftalato y mono-etil-hexil-ftalato. Este tltimo presentaba las mayores
concentraciones comprendidas entre 110 + 92 pg/dm® (PVOH 01) a
300000+12000 pg/dm® (VAE_05). El triacetato de glicerol conocido
comunmente como triacetina se encontré en todos los adhesivos PVA y
VAE, con un rango de concentraciones desde 26+2,1 (PVA 04) a
18000+900 pg/dm” (PVA_03). Este compuesto se utiliza en la industria
quimica como plastificante, para proporcionar flexibilidad y elongacion al
adhesivo, de forma que separa las cadenas del polimero, permitiendo su
elongacion (Petrie, 2000a). Otros plastificantes encontrados en estos
adhesivos eran TXIB que corresponde a 2,2,4-trimetil-1,3-pentanodiol-

diisobutirato y dibenzoato de dietilenglicol (CAS:2011-08-22)

Se identificd un compuesto con alta y media toxicidad segtn las reglas

de Cramer, decametilciclopentasiloxano y bifenilo respectivamente. Los
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compuestos metilsiloxanos se utilizan como disolventes y el compuesto
bifenilo, se utiliza habitualmente como agente emulsificador para esta clase

de adhesivos (Petrie, 2000a).

Otros adhesivos

La Tabla 2.6 muestra los compuestos identificados con su Cpy en el

resto de adhesivos estudiados que no son vinilicos.

Los compuestos identificados en el adhesivo termopléstico T 03 eran
similares a los encontrados en el adhesivo T 01 en el capitulo anterior. La
mayoria de compuestos eran derivados del acido abiético y su rango de
concentracion, estaba comprendido entre 1,10,1 pg/dm’ (reteno) y 44+6,6
ng/dm? (dehidroabietato de metilo). Como se ha mencionado anteriormente,
el acido abiético se utiliza habitualmente como promotor de adhesion en los
adhesivos termoplasticos para reducir la viscosidad y asi mejorar la
adhesion con los sustratos (Petrie, 2000a; Petrie, 2000b). Este compuesto
sufre una degradacion térmica cuando se calienta la mezcla para curar el
adhesivo, formando compuestos intermedios como el 4b-8-dimetil-2-
isopropilfenantreno, 10,18-bisnorabieta-8,11,13-trieno, 1-metil-10,18-
bisnorabieta-8,11,13-trieno, Dehidroabictal, Dehidroabietato de metilo
(Marchand-Geneste and Carpy, 2003; Rogge, et al., 1998; Simoneit, et al.,
1993). También se encontr6d 2,6-di-tert-butil-4-metilfenol, cuya funciéon es

como antioxidante en los adhesivos.

En el adhesivo de almidon, sélo se identificaron dos compuestos, que
correspondian a dos ftalatos, y uno en el adhesivo vinilico més almidon.
Este compuesto era el bifenilo, que también se detect6 en el grupo anterior

(adhesivos vinilicos).
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En los adhesivos acrilicos, se identificaron tres compuestos, uno era el
naftaleno con alta concentracion, cuya utilidad es como base para la sintesis
de los ftalatos, también 1,2,3,4%,b,8,9,12,12*-decahidro-1,4-
metanobenzociclodeceno y 16-karueno como productos derivados de la
emulsion de la resina utilizada para la formulacién de estos adhesivos

acrilicos.

3.2. MIGRACION

Una vez llevado a cabo el ensayo de migracion y calculados sus
valores de migracion expresados en pg de compuesto por dm” de laminado,
se estudiaron los posibles riesgos. Para ello, inicialmente estos valores se
transformaron a pg de compuesto/ Kg de alimento o simulante alimentario.
Con este fin, se dividieron por el factor de dilucién dr de la Tabla 2.1

(asumiendo una densidad de comida de 1 Kg/dm®)

Estos valores se compararon con los limites de migracion especifica
(SML) encontrados en las listas positivas de las legislaciones de plasticos
europea 10/2011/EU y espafiola Real Decreto 847/201. Cuando estos
compuestos no aparecieran en estas listas positivas, sus valores de
migracion deberian estar por debajo de 10 pg/Kg de alimento (principio de

barrera funcional, legislacion 10/2011/EU)

También se calculd la ingesta diaria estimada (EDI) (FDA, 1995),

segun la siguiente Ecuacion 2.2:

EDI (—22_) = Mig (’Ij—j) +3Kg * CF (Ecuacién 2.2)

persxdia



Capitulo 2

Donde Mig es el valor de migracion, 3Kg es la ingesta diaria por
persona y dia, y CF es la fraccion de la dieta diaria correspondiente a un
material especifico que forma parte de los materiales de contacto
alimentario (denominado factor de consumo), en el caso del adhesivo

corresponde a 0,14.

Por ultimo, se compararon estos valores con los recomendados por

Cramer segun la toxicidad del compuesto.

Las tablas siguientes Tablas 2.7, 2.8 y 2.9 muestran los resultados de
migracion expresados en pg de compuesto/ dm” de laminado. También se
realiz6 el ensayo para el adhesivo termoplastico T 01, (Lam_29 y Lam_30)

estudiado en el capitulo anterior.
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Tabla 2.7: Migracion de los laminados fabricados con adhesivos VAE.
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Tabla 2.8: Migracion de los laminados fabricados con adhesivos PVA y PVOH.

dOT> T6FS6  dAOT> LEFOPY  SEFO6E  STFOOY Oje[eY [IXdY-[}9-OUOA
T8FOTT  9°LF96  0°6FO0LI s3%]001[SUS[IIAIP 0JBOZUQI]
I'vF9y  6°CFb S'EFIS ,OUBSOORIUDJ
daoT> 70F8‘c doT> oredipe ([Ixoyme-7)-1g
STFIE  VeFEy  S'EFb ouBsooeNd],
vP'9F16  1°GFS8  8°9F¢8 4+OUBSOOLI ],
P'SF09  €LFI8  TGF8S 0uBs000(]
doT> <T0°0¥€0 dOT> 80F0I  L0F9'6  80FES oje[ey o[ung-u-1q
doT> TOFI‘c dOT> 89F0I1  8TF00E  IIF0CTI xOTB[BY [IUOU-[ING-OS]
[€F0SE  €0F0L  ¥0F0°S qdIXL
moowoﬂ mooﬂoﬂ moowoﬂ -
LO0 €00 €00
PEFEY  PTFOE 60781 0183008 [0[119-(1X0321X0INQ-7)-C]
aor> ao1> ao1> [oue}a (IX03dIX0ING-7)-7
TOF8e  €IFOST  I°0F0T  S'6F0TI  CTIFOLI  8IF09C [0101]3 3P 0JE)AJRIL],
ao1> aoT> LO0F6°0 ouexo[1sejuddoo1o[ oI (]
e w1 wer e wer e e eer e sojsonduto)
(;up/3) HOAd

SOAISYPE UQIIRASIIA

(;wp/31) VA SOAISIYPE UQIIRASIIA|

*cuantificados con di-butilo-ftalato como estandar, ** cuantificados con tetracosano como

estandar y *** cuantificados con mono-etil-hexil ftalato como estandar.



Capitulo 2

Tabla 2.9: Migracion de los laminados fabricados con adhesivos de almidon (Alm),

acrilicos (AC), vinilicos +almidén (V+Alm) y termofusibles (T).
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Como muestran las tablas, habia una gran variedad de valores de
migracion, en funcidon del tipo de adhesivo, del perfil de concentracion
inicial y del tipo de sustrato. Pero también hay que tener en cuenta que la
migracion, como se ha comentado en el capitulo anterior, va a depender de
otros factores tales como los coeficientes de particion entre el adhesivo y el

sustrato y los coeficientes de difusion en las dos matrices.

Un 78.7 % de los compuestos identificados inicialmente migraron al
Tenax ®, lo cual significa que a pesar de que los adhesivos no estan en
contacto directo con los alimentos, la migracion de estos es un hecho real y

por tanto, su identificacion y cuantificacion es necesaria e importante.

Para los laminados fabricados con adhesivos de PVA, un 89% de
compuestos migraban respecto a los identificados en el adhesivo (40 de 45)
y en el caso de los adhesivos termoplasticos T 01y T 03 un 92 % (12 de 13
compuestos identificados) y un 100 % para V+Alm y AC (5 de 5

identificados para ambos adhesivos).

Migracion desde los adhesivos vinilicos.

Los resultados de migracion desde los adhesivos vinilicos, se muestra

en la Tabla 2.7y 2.8.

La migracion de los adhesivos VAE corresponde a los laminados
lam 01 hasta lam 11 (Tabla 2.7). En estos laminados, el compuesto
migrante mayoritario era el triacetato de glicerol, con un rango de
concentracion desde 0,240,01 (lam_10) hasta 1200485 pg/dm* de laminado
(lam_07). Estos valores dependian de la concentracion inicial en el
adhesivo, por ejemplo, el laminado lam 07, present6 el valor mas alto de

migracion, asi como la concentracion de este compuesto inicial en el
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VAE 03 adhesivo 12000+8900 pg/dm? (Tabla 2.4). Por el contrario, los
valores de la migracion para los laminados lam 08, 09,10 fueron los mas
bajos, asi como su concentracion inicial que correspondia al adhesivo
VAE 04 a 550+33 pg/dm’ (Tabla 2.4). En general la migracién en el
lam_08> lam 09> lam_10, al tener la misma concentracion inicial, los
valores de migracion estaran influenciados por el tipo de sustrato utilizado
para la fabricacion del laminado. En este caso, el laminado lam 10 estaba
constituido por un lado con PE, que es un material no poroso, al contrario de
los laminados lam_08 y 09, que estaban constituidos por carton en ambos

lados.

Para estudiar los posibles riesgos de los migrantes, los valores de
migracion expresados en pg de compuesto/dm? de laminado, se expresaron
en pug de compuesto/Kg de simulante (dividieron por sus dg y suponiendo

1K g de alimento/1 dm®). Véase Tabla 2.10
g

Estos valores se compararon con las listas positivas de la legislacion
de plasticos; Europea, 10/2011/EU y la espaiiola de adhesivos, siliconas y
tintas de impresion, Real Decreto 847/2011.

Sélo el di-n-butilo ftalato y bis (2-etilhexil) adipato aparecian en las
listas positivas con unos valores de SML que correspondian a 0,3 y 1,5
mg/Kg respectivamente. Y cuyos valores en el lam 08, 09 y 11 estaban por
debajo (Tabla 2.10) de sus valores de SML de acuerdo con el Reglamento
10/2011/EU.

Para el resto de compuestos, al no aparecer en la lista positiva, su
valor de migracion deberia de estar por debajo de los 10ug/Kg.
Comprobando con la Tabla 2.10 los valores remarcados en rojo estarian por

encima de este valor de 10 pg/Kg.
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Tabla 2.10: Migracién de compuestos expresados como pg de compuestos por Kg

de alimento en los adhesivos VAE.
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Entre los compuestos que migraron, solo el compuesto con toxicidad
de clase III, segiin las reglas de Cramer, decametilciclopentasiloxano se
detectd en lam_01 y 03 con una concentracion de 0,6+0,05 y 1,3+0,09 en el
ng/dm?, respectivamente (Tabla 2.7). Este compuesto no aparecia en las
listas positivas de las legislaciones de plasticos y se calculd sus valores de
EDI que correspondian a 0,005 y 0,009 pg/persona/dia para el lam_01 y 03
respectivamente. Estos valores estaban muy por debajo de los valores de

exposicion recomendados por Cramer de 0,09 mg/persona/dia.

El compuesto bifenilo, de toxicidad de clase II, se encontrd en el
laminado lam_08 con una concentracion de 0,3 +0,03 ug/dm2 (Tabla 2.7),
cuyo EDI corresponde a 0,002 mg/persona/dia y también estaba muy por

debajo del valor recomendado por Cramer (0,54 mg/persona/dia).

En la migracién de los adhesivos PVA correspondientes al lam 12
hasta lam 17 (Tabla 2.8). Los compuestos di-n-butilo ftalato y TXIB
migraban en los laminados lam 15,16 y 17, pero sus valores de migracion
(Tabla 2.11) estaban muy por debajo de su SML correspondientes a 0,3 y 5
mg/Kg respectivamente, segiin los limites establecidos por el Reglamento
10/2011/EU relativo a los materiales y articulos plasticos. El resto de
compuestos no se encontraban en dicho reglamento, por tanto, sus
concentraciones deberian estar por debajo de 10 ug/Kg. Los compuestos
remarcados en rojo (Tabla 2.11) estarian por encima de dicho valor. Los
compuestos mas toxicos segun las reglas de Cramer como
decametilpentaciclosiloxano y bifenilo, también migraban pero sus valores
de EDI también estaban muy por debajo de los valores recomendados por

Cramer.

En los laminados correspondientes al adhesivo de PVOH, del

laminado lam_18 al 20 (Tabla 2.8), sélo cuatro compuestos migraron desde
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Migracion desde otros adhesivos.

En los laminados fabricados con adhesivo de almidon (lam_21 y 22)
ninglin compuesto migrante se detectd (Tabla 2.9) y en los laminados
(lam_25, 26, 27) de almidén mas vinilicos (V+Alm), solo el bifenilo se
detectd, y su maximo valor de EDI (0,002 mg/persona/dia) estaba por

debajo del valor recomendado por Cramer (0,09 mg/persona/dia).

En los laminados lam 28, lam 29 y lam 30, fabricados con los
adhesivos termoplasticos T 01 y T 03 (Tabla 2.9), un gran niimero de
compuestos migraron al Tenax ®. La mayoria de compuestos eran alcanos o

derivados del acido abiético.

Sélo 2,6-di-tert-butil-4-metilfenol tenia SML segtin el Reglamento de
plasticos 10/2011/EU (3 mg/Kg). Para estos laminados el valor de
migracion correspondia a 0,2 0,01, 24£2.6 y 3,0+0,3 ug/dm2 (Tabla 2.9)
respectivamente, correspondiente a 0,02, 1,4 y 0,2 png/Kg (Tabla 2.12) de

alimento respectivamente, valores muy por debajo de su valor de SML.

Para el resto de los compuestos que no se encontraban en las listas
positivas de las legislaciones, se calculo su EDI y para todos los compuestos
este valor estaba por debajo de los valores de exposicion recomendados por
Cramer, aunque para algunos de ellos (remarcados en color rojo), su
concentracion migrante estaba por encima de los 10 pg/Kg, véase Tabla

2.12
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termofusibles (T).

Tabla 2.12: Migracion de compuestos expresados como pg de compuestos por Kg alimento
en los adhesivos de almidon (Alm), acrilicos (AC), vinilicos +almidon (V+Alm) y
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*compuestos cuantificados con reteno como estandar.
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3.3. VALIDACION

La validacion se llevo a cabo comparando los resultados de migracion
experimentales con los valores de migracion predichos por el modelo
disefiado MIGRATEST ®. Este permite predecir la migracion de un
compuesto a los alimentos a partir de la concentracion inicial de dicho
compuesto en el adhesivo y de algunas propiedades del laminado como el
espesor, las diferentes capas (tanto del adhesivo como del sustrato), gramos

de adhesivo por dm” de laminado y el factor de dilucion dy.

Para dicho fin, se llevoé a cabo una correlacion de Pearson, (Véase
Figura 2.5), entre los valores reales y los predichos por el modelo,
obteniendo un factor de correlacién de 0,94 (p<0,05). Ademas se observod
que en un 97 % de los casos el valor experimental superaba al valor
predicho. Este hecho era positivo, ya que dicho modelo sobreestima el
potencial de migracion de un compuesto y por tanto supone una garantia de

seguridad alimentaria
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Figura 2.5: Valores de migracion experimentales de los compuestos desde los laminados al
Tenax ® (eje x: real) frente a valores predichos por el modelo para los mismos (eje y

predichos)

3.4. RELACION DE VALORES DE MIGRACION
CON LAS CONSTANTES DE PARTICION Y DIFUSION

La comparacion de los valores de migracion del adhesivo T 01 para
los laminados lam 29 y 30 con las constantes de particion calculadas en el
capitulo 1, se muestra en la Tabla 2.13. En ella se muestra los resultados de
migracion del adhesivo para los laminados lam 29 y lam 30 al Tenax® ,
expresados como pg de compuesto por dm* de laminado y también como
porcentaje de compuesto que migra respecto a la cantidad inicial del

laminado, calculado a partir de la Cpyde la Tabla 1.5 del capitulo 1.
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Tabla 2.13: Migracion de compuestos del el adhesivo T 01 en los laminado lam 29 y
lam 30 expresados en pg/dm?® y en porcentaje respecto a la concentracién inicial (%).
Cocficientes de particion entre el Tenax y ambos sustratos (Krenaxic) ¥ (Ktenaxicrr) ¥ €l
limite de deteccién LOD expresado en pg de compuesto por dm® de laminado

LOD Migracion Migracion
Compuestos 2 lam_29 Krenavic lam_30 Krrenaxicpp
p pg/dm ) 2
pg/dm” (%) pg/dm” (%)
2,5-di-tert-butil-1,4- 32+42,6 20+1,6
benzoquinona 149 (40,7%) 130 (25.,4%) >9
2,6-di-tert-butil-4- 24+1,7 3,0£0,2
metilfenol 0,075 (81,8%) 98 (10,3%) 17
25+1,8 160£11
Hexadecano 0,64 (12.4%) 32 (80.3%) 11
9,10- 2,3+0,2 0,3+0,03
dihidroantraceno 0,88 (71,0%) 49 (10,3%) 1
100+8,3 320423
Octadecano 2,21 (23.2%) 170 (71.7%) 13
. 200430 170+16
Eicosano 0,30 (33.9%) 200 (29.7%) 43
S 12+0,8 3,8+0,3
4b-8-dimetil-2- > D Ao
isopropilfenantreno ne (31.2%) ne (9.84%) ne
. . 56+5,1 6,940,5
st Gy e G2 e
1-metil-10,18- 7,3+0,5 3,94+0,3
bisnorabieta- ne (16,3%) ne (8,71%) nc
8,11,13-trieno
200+18 98+11
Docosano 0,15 (41,0%) 25 (19,5%) 1,1
0,9+0,06
Reteno 0,24 (8,21%) 13 <LOD 0,6
13£1,2 6,7+0,5
Dehidroabietal nc (12,3%) ne (6,24%) nc
. . 29 +2,6 15+1,3
h s >
g:tilliroabletato de ne (3.33%) ne (1.67%) ne
64+5,7 38+3,4
Tetracosano 0,24 (29.3%) 18 (17.2%) 0,3

nc: no calculado debido a la ausencia de patron

Los alcanos (octadecano, eicosano y docosano) en general, mostraron

los valores mas altos de migracion en ambos laminados. Estos valores
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oscilan entre 98 +11 (docosano, lam 30) y 320+23 pg/dm® (octadecano,
lam_30).

Como cabia esperar, los compuestos con menor coeficiente de
particion (Kr o1/c) de la Tabla 1.6 del capitulo 1, como el 2,6-di-tert-butil-4-
metilfenol y el 9,10-dihidroantraceno, con 20 y 15 respectivamente (a
temperatura de 40°C), presentaban un mayor porcentaje de migracion para
el lam_29. Sin embargo, como la CPy del 9,10-dihidroantraceno era muy
baja (Tabla 1.5 del Capitulo 1) 15+4 pg/g, el valor de migracion era el mas
bajo de todos (2,3+0,2 pg/dm?).

Por otro lado, los compuestos con un mayor coeficiente de particion a
40°C (Tabla 1.6 del capitulo 1) como dehidroabietato de metilo (Kt o1/c =
850) o dehidroabietato de metilo (Kt gi,c= 380), presentaban un menor

porcentaje de migracion 3,33% o 16,3%, respectivamente para el lam_29.

Otro factor a tener en cuenta, es que el Tenax ® presentard cierta
sensibilidad a absorber determinados compuestos debido a su naturaleza
quimica, por tanto, este hecho afectara también al valor de migracion. Por
ejemplo, 2,5-di-tert-butil-1,4-benzoquinona presentaba un valor elevado de
constante de particion Krepaxic, 130 (Tabla 2.13) y por tanto, presentard una
gran tendencia a migrar al Tenax ® respecto a otros compuestos con valores

mas bajos de Krenax/c.

Este hecho podria explicar por qué este compuesto, teniendo un alto
valor de Kr gi,c de 720 (Tabla 1.6 del capitulo 1), presentaba un alto
porcentaje de migracion del 40,7 % (Tabla 2.13). Para el reteno ocurria lo
contrario, que presentaba una baja Kt o1,c de 30 (Tabla 1.6 del capitulo 1),
por tanto cabria esperar una alta migracion, pero presentaba un bajo

porcentaje 8, 21 % (Tabla 2.13).
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Si se comparan los resultados de migracion entre el lam 29 y 30, se
cumple que para la mayoria de compuestos, los valores de migracion eran
mayores para el lam_29 que para el 30. Como se ha comentado, parece que
la presencia de polipropileno en el cartén reduce los procesos de migracion.
Solo el hexadecano y el octadecano mostraban valores de migracion
mayores en el lam_30. Este resultado estaba de acuerdo con los resultados
de particion que mostraban que, para estos compuestos, Kt oi/cpp (60 y 53
respectivamente a 40°C) eran menores que Kr e (150 y 110

respectivamente a 40°C), (Tabla 1.6 del capitulo 1).

4. CONCLUSIONES

Se ha desarrollado un método LE-GC-MS determinar la migracion de
compuestos presentes en distintos tipos de adhesivos (VAE, PVA, PVOH,
acrilico, almidon, termofusibles) que forman parte del envase alimentario
empleando Tenax ® como simulante alimentario. Para dicha determinacion,
inicialmente se identificaron y cuantificaron los compuestos presentes en
dichos adhesivos, encontrando un total de 41 compuestos, entre los que se
encontraban diferentes ftalatos, promotores de adhesion como derivados del
acido abiético y plastificantes como la triacetina o el TXIB. De ellos; en 9
compuestos no era posible determinar su estructura quimica y solo 2
compuestos tenian toxicidad alta segin las reglas de Cramer;

decametilciclopentasiloxano y reteno.

Un 78,7 % de los compuestos identificados inicialmente migraron al
Tenax ®, lo cual significaba que la migracion de estos es un hecho real e

importante que requiere su estudio. Algunos de los compuestos que
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migraban se encontraban en las listas positivas de las legislaciones de
plasticos Europea 10/2011/EU y el Real Decreto 847/2011. Y todos estos
estaban por debajo de los limites de migracion especifica (SML). A falta de
legislacion, algunos compuestos estaban por encima de los 10 ug/Kg para
barrera funcional que impone dichas normas, aunque todos sus valores de
migracion estaban muy por debajo de los valores recomendados por Cramer

segun sus toxicidades.

Ademas se valido el modelo MIGRATEST © para la prediccion de la
migracion. Se encontré una buena correlacion entre los valores
experimentales y predichos y se observé en general que los valores
predichos eran mayores que los calculados experimentalmente. Por lo que se
puede concluir que el modelo sobreestima los valores de migracion, hecho

positivo para la seguridad alimentaria.

Por otro lado, se ratificd la relaciéon, como cabia esperar, entre los
resultados de migracion experimental del adhesivo termofusible con las

constantes de particion y difusion anteriormente calculadas en el capitulo 1.






CAPITULO 3

IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION
DE LA MIGRACION DE COMPUESTOS NO
YOLATILES EN DOS ADHESIVOS
TERMOFUSIBLES






r

ATILES

@)MPUESTOS VOL

I Identificacion de los compuestos en los adhesivos I

I Determinacion de la concentracion inicial

Determinacion de los coeficientes de particion
entre el adhesivo y los sustratos

Determinacion de los coeficientes de difusién de
los compuestos en los sustratos

I Estudio de la migracion de los laminados

\

Adhesivos VAE, PVA, PVOH , AC y Alm

Adhesivos termofusibles EVA y APAO

Adhesivos termofusibles EVA y APAO

Adhesivos termofusibles EVA y APAO

Adhesivos VAE, PVA, PVOH , AC y Alm/

J

(@
= |
7 E
- I | Adhesivos termofusibles EVA y APAO
[~ )
-
z 7
S o |
\~
(2
QO w
= Identificacion de los compuestos en los adhesivos
=
7]
= Z
E § I Determinacion de la concentracion inicial I Adhesivos VAE,T, PVA, AC y Alm
s Q
o 2 I Estudio de la migracién de los laminados I
NG







Capitulo 3

IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE
LA MIGRACION DE COMPUESTOS NO
VOLATILES DE DOS ADHESIVOS
TERMOFUSIBLES.

1. INTRODUCCION DEL CAPITULO

Como se ha descrito en los capitulos anteriores, el primer paso en el
estudio del comportamiento de los adhesivos utilizados en la fabricacion de
envases alimentarios es la determinacion de su composicion, que permitira

conocer las sustancias que podrian migrar desde el envase alimentario.

Aunque los compuestos mas volatiles son los que mayor movilidad
tienen y por tanto tendran un mayor potencial de migracion (Athenstadt, et
al., 2012; Aznar, et al., 2011; Canellas, et al., 2010a; Nerin, et al., 2012), es
necesario también conocer aquellos compuestos menos volatiles que
podrian llegar a migrar (Athenstadt, et al., 2012; Canellas, et al., 2010b;
Sendon, et al., 2012).

La identificacion de los compuestos no volatiles supone un reto muy
importante desde el punto de vista analitico, ya que necesita técnicas de
deteccion muy potentes. Para poder llevar a cabo esta tarea son necesarias
técnicas analiticas basadas en la separacion de compuestos por
cromatografia de liquidos acopladas a detectores de espectrometria de

masas.
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Cuando se trabaja con muestras complejas, las técnicas de deteccion
mas habituales por espectrometria de masas como cuadrupolos o trampas de
iones como analizadores, no proporcionan suficiente sensibilidad cuando se
adquiere en modo barrido o full scan. Sin embargo, los analizadores de
masas por tiempo de vuelo (TOF) proporcionan una sensibilidad hasta 100
veces mayor y una selectividad necesaria para llevar a cabo una
identificacion eficiente de muestras complejas como seria el caso de los
adhesivos. Estos analizadores combinan una alta sensibilidad en modo full
scan con una alta resolucion en la medida de masas exactas, que permite
asignar composiciones elementales de los iones determinados. Por tanto,
aporta mucha informacion para la posterior identificacion de compuestos
desconocidos (Botitsi, et al., 2011; Canellas, et al., 2010b; Krauss, et al.,
2010; Pico and Barcelo, 2008; Zheng, et al., 2009).

En este estudio, se trabajdé con un detector formado por Ila
combinacion de un cuadruplo unido a un analizador de tiempo de vuelo
(QTOF), mostrado en la siguiente Figura 3.1. Este analizador, como se
explicara posteriormente, permite obtener los espectros con masa exacta de
los iones principales asi como de los fragmentos de estos iones (Lacorte and
Fernandez-Albaz, 2006). Esta técnica se ha utilizado en numerosas
ocasiones para analisis de compuestos desconocidos para seguridad
alimentaria y medio ambiente (Bobeldijk, et al., 2001; Canellas, et al., 2012;
Hernandez, et al., 2008; Martinez Bueno, et al., 2012; Pico and Barcelo,
2008; Pico, et al., 2007; Pico, et al., 2008; Zweigenbaum, 2011).
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Reflectron — |

noooo

Camara de colision T-Wave
Lentes de fransferencia

Figura 3.1: Analizador Figura 3.2: Esquema del cuadrupolo unido a

QTOF un analizador de tiempo de vuelo (QTOF)

La ventaja que presenta un cuadrupolo antes del analizador TOF, es que
este permite filtrar un ion especifico al TOF cuando se trabaja en modo
(MS/MS) o filtrar todos los iones (MS), como seria el caso de este trabajo,
para posteriormente enviarlos a una segunda camara "cdmara de colision T-
wave"(Figura 3.2), en la que se aplica un voltaje y se fragmentan los iones
procedentes del cuadrupolo, por la colision con el gas argdon. Finalmente, los
fragmentos de los iones pasan después al analizador de tiempo de vuelo
(TOF), donde un pulso de voltaje alto, acelera ortogonalmente los iones por el
tubo de vuelo y un reflectrén, los refleja de nuevo hacia el detector. Los iones
con diferentes relaciones masa/carga llegan al detector en momentos
diferentes, permitiendo la creacion de un espectro de masas con alta

resolucion.

Otra ventaja de este sistema, es que permite trabajar en modo MSF. Este
es un método novedoso de adquisicion de datos que registra la masa exacta

del 16n principal asi como la informacioén de los iones fragmentados en la
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misma prueba (Figura 3.3). Este alterna en el tiempo entre dos funciones: la
funcion 1, la adquisicion en baja energia (no se aplica voltaje en la celda de
colision) donde se obtiene el espectro de masa exacta del i16n sin fragmentar y
funcién 2 adquiriendo en elevado contenido energético (energia de colision)
donde se obtiene el espectro de los fragmentos con masas exactas del i6n
fragmentado. Esta forma de adquisicién permite obtener gran informacion

estructural de la molécula desconocida para una identificacion posterior.

235.0347 m/z

— \,
[02° 0%] L ;

Cuadrupolo Celda de colisién TOF

123.0531m/z
95.2231m/z

235.0347 m/z

Figura 3.3: Esquema ilustrativo del modo de adquisicion MS®

La identificacion de compuestos no volatiles es un trabajo muy
tedioso y complejo. En este capitulo se realiz6 primero el trabajo cualitativo
de migracion tanto para los laminados como para los sustratos y,
comparando ambas muestras, se determinaron los compuestos migrantes

procedentes del adhesivo.

Posteriormente se llevd a cabo su identificacion y se calculo la
concentracion inicial de estos compuestos en el adhesivo directamente.
Finalmente, se realizaron los ensayos cuantitativos de migracion en los
laminados, para corroborar si dichos compuestos migrantes cumplian la

legislacion vigente y no suponian ningun riesgo para la salud.
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La Figura 3.4 muestra un esquema del desarrollo del trabajo realizado

en este capitulo.

Analisis cualitativo de la migraciondelos [—> | UPLC-MS/QTOF

compuestos no volatiles 4 laminados con los
adhesivos Termofusibles
- EVAy APAO
Identificacién compuestos migrantesno |, Elerramientasde
volatiles software
________________________
(’— Optimizacion LE ~\\
So (disol y namero de exti i ) _,/

~
S ————— —————

Determinacién concentracion inicial |—>| UPLC-MS/QTOF |—> Adhesivo Termofusible APAO

___________________
_______

S~ ———— ——————

Estudio cuantitativo dela migracion de
compuestos no volatiles —> | UPLC-MS/QTOF |—> 2 laminados con eladhesivo APAO

Figura 3.4: Esquema trabajo desarrollado en el capitulo 3

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIALES

2.1.1. REACTIVOS

Tetradecanamida (638-58-4), hexadecanamida (629-54-9), 9-
Octadecenamida, (9Z) (301-02-0), 3,5-di-tert-butil-4-hidroxibenzaldehido
(1620-98-0), hexamida (628-02-4), 2,6-di-tert-butil-4-(1-metilpropil)-fenol
(17540-75-9) y acido formico suministrados por Sigma-Aldrich Quimica
S.A (Madrid, Espafia). Todos fueron de calidad analitica. Diclorometano,

metanol y agua suministrados por Scharlau Chemie S.A (Sentmenat,
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Espana), todos ellos con calidad HPLC. Tenax ® TA 80/100 fue

suministrado por Supelco (Bellefonde, Estados Unidos)
Se utilizo:

e Una disolucion A de hexamida de 200 pg/g en metanol como estandar
interno para modo ESI (+)

e Una disolucion B de 2,6-di-tert-butil-4-(1-metilpropil)-fenol de 200
ng/g en metanol como estandar interno para modo ESI (-).

e Una disolucion C que contenia cuatro estandares (tetradecanamida,
hexadecanamida, Octadecenamida, (92), 3,5-di-tert-butil-4-
hidroxibenzaldehido) a 20 pg/g en metanol para la optimizacion de la

extraccion del Tenax ®.

2.1.2. LAMINADOS Y ADHESIVOS

En este capitulo, se trabajé con los adhesivos y los laminados
previamente estudiados en el capitulo 1, es decir, con 2 adhesivos
termofusibles (T_01 y T _02) uno de base EVA (acetato de vinilo y etileno)
y el otro de APAO (alfa-poliolefina amorfa). Y con sus respectivos
laminados, formados con sustratos de carton (C) y con carton con

polipropileno (CPP) y fabricados en el laboratorio.

e Laminado 1 [C-T_01-C]
e Laminado 2 [CPP-T_01-CPP]
e Laminado 3 [C-T_02-C]
e Laminado 4 [CPP-T 02-CPP]
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2.2. INSTRUMENTAL

2.2.1. CROMATOGRAFIA LIQUIDA ULTRA ALTA
RESOLUCION

La cromatografia de liquidos se llevd a cabo en un cromatografo de
liquidos de ultra alta resoluciéon (UPLC) Acquity de Waters (Milford, MA,
EE.UU). Se utilizé una columna cromatografica UPLC BEH C18 de 1,7 um
de tamafio de particula, 2,Imm de didmetro interno y 100 mm de longitud
de Waters (Milford, MA, EE.UU). Se seleccion6 esta columna debido a su
versatilidad, que permite la separacion cromatografica de compuestos con
un amplio rango de polaridades. El resto de parametros utilizados, se

muestran en la siguiente Tabla 3.1

2.2.2. DETECCION POR ESPECTROMETRIA DE MASAS

Se utilizd un espectrometro formado por la combinacion de un
cuadrupolo a un tiempo de vuelo (QTOF), Xevo G2 de Waters (Milford,
MA, USA).

Con la fuente de ionizacion de electrospray (ESI) en modo positivo
ESI (+) y negativo ESI (-) y el analizador en modo sensibilidad. El resto de

parametros utilizados, se muestran en la siguiente Tabla 3.1
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Tabla 3.1: Parametros utilizados para los analisis por UPLC acoplado a MS/QTOF

Instrumentacion
Condiciones UPLC Fase movil (Agua —metanol con 0,1 % acido  0-24
formico) de gradiente 5 al 95% metanol al
0,1% en acido férmico (min)
Flujo fase movil (mL/min) 0,3
T* de columna (°C) 35
Volumen inyectado (uL) 5
Condiciones masas (QTOF)  Rango de masas (Da) 100-1000
Voltaje del cono (V) 20-50
(30
optimo)
Voltaje de corona, ESI+ (kV) 2,5
Voltaje de corona, ESI- (kV) 0,5
Temperatura de la fuente (°C) 150
Temperatura de desolvatacion (°C) 450
Flujo del gas de desolvatacion (L/h) 650
MS* modo (V) 5-40

Ademas, se utilizaron los programas de software MassLynx v.4.1 y
CromaLynx (Waters, Milford MA, USA) para el analisis de muestras.

2.3. ANALISIS CUALITATIVO DE MIGRACION E
IDENTIFICACION DE LOS COMPUESTOS MIGRANTES
EN LOS ADHESIVOS

Como ya se ha comentado en la introduccion, el objetivo principal de
este capitulo era identificar los compuestos no volatiles que migraban desde
los adhesivos, que forman parte de los laminados para contacto alimentario.
Para ello, se llevo a cabo un ensayo de migracion cualitativo, donde se
utilizé6 Tenax ® como simulante alimentario, en contacto con los cuatro

laminados y también con sus sustratos.

El ensayo se realiz6 segun el capitulo 2 (Vera, et al., 2011), donde 5x5

cm de laminado (donde el 100% de superficie contenia adhesivo en su
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interior) y 2 laminas de sustrato, también de 5x5 cm (donde no habia
adhesivo) se cubrieron con 1g de Tenax ® (4gTenax/dm2, segiin norma UNE-
EN 14338) formando una capa uniforme y se colocaron en el interior de una
placa Petri, para posteriormente introducirlas en el horno a 40°C durante 10
dias. Una vez transcurrido este periodo de tiempo, se extrajo el Tenax dos
veces consecutivas con 3,4 mL de metanol (cada extracto se mantuvo una
hora agitando) y se juntaron ambos extractos y se concentraron hasta 200
pL con una corriente de N,. Finalmente, los extractos se analizaron en

UPLC-MS/QTOF utilizando el modo de electrospray en ESI (+) y ESI (-).

Una vez realizado el ensayo de migracion, se procedié a la
identificacion de los compuestos migrantes. Este estudio, se llevo a cabo en
diferentes pasos que podian ser posibles gracias a la utilizacién de potentes
herramientas de software para la elucidacion estructural y por tanto, para
ayudar con la identificacion de los compuestos desconocidos. Estas
herramientas eran: Chromalynx XS, Elemental composition y Mass

Fragment ™

Para el uso de estas herramientas, es necesario trabajar en el modo de

E . ey, .
MS" antes mencionado, donde la adquisicion de datos registra la masa
exacta del 16n principal (funcién 1) asi como la masa exacta de los iones

fragmentados (funcién 2).

Los pasos llevados a cabo para la identificacion de los compuestos

migrantes fueron los siguientes, véase Figura 3.5:

I. En primer lugar, para determinar los compuestos migrantes
procedentes del adhesivo, se compararon los cromatogramas de
migracion de cada laminado con sus respectivos sustratos. Para ello,

se utiliz6 la herramienta de software Chromalynx XS en modo
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“untarget”. La cual lleva a cabo una deconvoluciéon de todos los picos
en los cromatogramas adquiridos en la funcion 1. Para después,
comparar automdticamente dos cromatogramas entre si de dos
muestras distintas y asi obtener un listado de todos los picos
diferentes.

Tras la deconvolucién de los cromatogramas resultantes del estudio de
migracion de los 4 laminados y de los sustratos, se llevo a cabo una
comparacion de cada laminado con su respectivo sustrato, obteniendo
un listado de los picos diferentes con sus tiempos de retencidn, su
masa exacta y su abundancia. Estos correspondian a los compuestos
migrantes de los adhesivos utilizados para la fabricacion de cada
laminado.

Una vez encontrados los picos y por tanto los iones procedentes del
adhesivo, se determind su formula molecular con la herramienta de
software llamada Elemental Composition dentro de MassLynx 4.1.
Esta herramienta proporciona la férmula molecular del ion en estudio
basdndose en la masa exacta medida, asi como las de sus is6topos.
También muestra el error de masa (Am), como la diferencia entre la
masa medida y la masa de la formula propuesta.

En este paso se considerd que el compuesto desconocido estaba
formado con los elementos méas comunes como (C, H, O, N, CL, S) y
Na, que estd presente en la fase movil, y a menudo, las moléculas
forman aductos con ¢l

Una vez definidas las distintas formulas moleculares para cada i6n, se
buscaron las estructuras moleculares en las bases de datos: chemspider
[www.chemspider.com] o  Scifinder [www.scifinder.cas.org]

obteniendo una serie de estructuras moleculares candidatas.
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Como en algunos casos, la cantidad de moléculas propuestas para
cada formula molecular eran cuantiosas, estas se ordenaron de mayor
a menor en funcién de las referencias bibliograficas. Y se
seleccionaron las 6 primeras estructuras moleculares mas encontradas
en bibliografia para cada formula molecular.

Con el listado de las estructuras moleculares mas probables para cada
ion, se utilizo el modo MS" de alta energia (funcion 2), con la
herramienta del software Mass Fragment, la cual fragmenta la
estructura molecular.

Las fragmentaciones de las moléculas propuestas se compararon con
la fragmentacion del compuesto desconocido (optimizando los
voltajes de colision, para la maxima ruptura del mismo), obteniendo
los candidatos mas probables para cada i6n.

Finalmente, de estos candidatos propuestos, se analizaron los
estandares puros, llevando a cabo la identificacion de los compuestos

migrantes.
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Deconvolucién de picos cromatograficos en los
laminadosy sustratos con chromaLynx XS

“

Comparacion de cada laminado con su respectivo
sustrato para encontrar los iones diferentes con
ChromaLynx XS

.

Proponer una formula molecular para cada ién con
Elemental composition

p

Busqueda delas estructuras moleculares en bases de
datos para cada formula

4

NO

Asignacion delas estructuras moleculares a cada ion o
coincide

por Massfragment

“

Comparacién delos fragmentos del candidato con el
compuesto desconocido

SI
coincide

¢

Analisis del estandar puro para la identificacién

Figura 3.5: Esquema de los pasos realizados para la identificacion

2.4. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION
INICIAL (CPy) DE LOS COMPUESTOS MIGRANTES EN
LOS ADHESIVOS

Este ensayo solo se realizé para el adhesivo T 02 (APAO), ya que,
para el otro adhesivo, no se detectd ningin compuesto no volatil en el Tenax

® tras el ensayo de migracion.

Este estudio se realizd directamente en el adhesivo, por lo tanto,
inicialmente se curd para que tuviera las mismas propiedades que el
adhesivo cuando se aplica en el laminado. Para ello, se calent6 el adhesivo

T 02 a una temperatura entre 160-180°C, hasta que este se derritid y se
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extendid sobre una superficie de papel siliconado (evitando la absorcion de
este) y formando una capa fina. Una vez frio y por tanto duro, se cort6 un

trozos pequefios para su posterior extraccion.

Previamente se optimizo la extraccidn, seleccionando el disolvente
apropiado (metanol y diclorometano) asi como el nimero de extracciones.
Para ello, 0,5 g de adhesivo T_02 previamente curado, se extrajeron con 2,5
mL de ambos disolventes, en consecutivas extracciones (hasta 4 extractos) a
40°C durante 24 horas. En el caso del diclorometano, al llevar a cabo la
segunda extraccion, se produjo una disolucion completa del adhesivo, por

tanto, se selecciond el diclorometano en este apartado.

El método final de extraccion fue: 0,5 g de T 02 se extrajo dos veces
consecutivas con diclorometano durante 24 horas a 40°C hasta la disolucion
total del mismo. Se juntaron ambos extractos y se diluyeron 1/80 en
metanol, precipitando el polimero. Se afiadié 10 puL de disolucion A y B
como estandares y se filtr6. Finalmente se analizo por UPLC-MS/QTOF, en

ESI (+) y ESI (-). Se analizaron tres réplicas de adhesivo T_02.

Para construir la recta de calibrado, se prepararon distintas
disoluciones de los compuestos a distintas concentraciones en metanol,
donde se anadi6é 10 puL de las disoluciones A y B como estdndares a cada
una. Se analizaron tres réplicas de cada concentracion por UPLC-

MS/QTOF, en ESI (+) y ESI (-).
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2.5. ENSAYO CUANTITATIVO DE MIGRACION

Una vez conocidos los compuestos migrantes asi como sus

concentraciones iniciales, se determinaron sus valores de migracion.

Para ello, se llevo a cabo el ensayo de migracién optimizado en el
capitulo 2, pero al tratarse de compuestos mas pesados, previamente se
determind el nimero de extracciones necesarias para extraer un 90 % de
estos compuestos en el Tenax. Para ello, dos muestras con 1g de Tenax ® se
doparon con 100 pL de disolucién C, formada con cuatro estandares de
compuestos que se habian identificado previamente, y se extrajeron hasta 3
veces consecutivas con 3.4 mL metanol (agitando durante 1 hora). Cada
extracto se analizd por separado en UPLC-MS/QTOF, determinando el
numero de extracciones necesarias para obtener una recuperacion superior al

90%.

Una vez optimizado el numero de extracciones se realizo el ensayo de

migracion para los laminados 3 y 4 segtn el apartado 2.3.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. ANALISIS CUALITATIVO DE MIGRACION E
IDENTIFICACION DE LOS COMPUESTOS EN LOS
ADHESIVOS

El andlisis cualitativo de migracion y la determinacion de los

compuestos migrantes procedentes de los adhesivos, se llevdo a cabo
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encontrando los iones diferentes comparando los cromatogramas de los
laminados con sus respectivos sustratos tras el ensayo de migracion. Este, se
realizé con el software Chromalynx XS, cuyos parametros escogidos para
dicho analisis eran: tipo de analisis non targeted, tolerancia en masa de +20

mDa y un tiempo de retencion de x+0,2 min.

Se obtuvo una lista con las masas diferentes, con sus tiempos de
retencidn y se seleccionaron los picos cuya abundancia estuviera por encima

de 1000 ua.

Para la migracion de los laminados 1 y 2 formados con el adhesivo
T 01 (EVA), no se encontré6 ningun io6n diferente al comparar los
cromatogramas de dichos laminados con los de sus respectivos sustratos.

Por tanto, no migraba ningiin compuesto procedente de dicho adhesivo.

Sin embargo, para los laminados 3 y 4 formados con el adhesivo T_02
(APAO) se encontraron los mismos iones en ambos laminados procedentes
del adhesivo, que correspondian para ESI (+) a 5 iones y para ESI (-) a 2

iones.

La Figura 3.6 muestra los cromatogramas de la migracion del
laminado 3 perteneciente al adhesivo T 02 comparado con el sustrato de

carton para ESI (+) y ESI (-)
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(2) Tr 19,27 masa 276,2303
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Figura 3.6: Cromatogramas de la migracion del laminado 3 y del carton C, analizadas por

UPLC-MS/QTOF con ESI + (en la parte superior) y con ESI — (en la parte inferior).

Una vez conocidos los iones pertenecientes al adhesivo T 02, se
determinaron sus formulas moleculares a través del software Elemental
Composition de MassLynx 4.1 y se seleccionaron en los casos que hubiera
propuesta mas de una formula molecular, las de mayores i-fit (ajuste
isotopico). Figura 3.7 muestra un ejemplo del software Elemental

Composition para el i6n 302,2456.
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Figura 3.7: Formulas moleculares propuestas para el ion 302,2456 con el software

Elemental Composition.

La Tabla 3.2 muestra la masa exacta medida de los iones encontrados,
con sus tiempos de retencion, las formulas moleculares propuestas con su
masa teodrica, su Am (diferencia entre masa exacta medida y la masa tedrica

de la féormula molecular propuesta) y sus iFit (%).
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Tabla 3:2: Numero de pico en el cromatograma, tiempo de retencion (Tr)

formula propuesta y con su masa teérica, Am, iFit (%), energia de colision optimizada para

la funcion 2, y compuesto identificado tras el analisis por UPLC-MS/QTOF.
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Una vez, seleccionadas las formulas moleculares con los valores de

1Fit (%) mayores, se buscaron los estructuras moleculares en las bases de

datos

Chemspider

[www.chemspider.com] y

SciFinder

[www.scifinder.cas.org], mostrando las moléculas que tenian dicha formula

molecular. La Figura 3.8 muestra las estructuras moleculares propuestas

para la formula molecular CI8H33NO ordenadas en orden descendiente de

referencias bibliograficas para SciFinder.

O SciFinder®

‘Welcome PAULA VERA | Sign Out

My Get 1 Get
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.sm by: Numbar of Raféren‘c’e”s v:$
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Spectra
Experimental Properties

Experiments| Properties

[ 6. Substance Detail
7418-02-2

[ 5. Substance Detail
3072-13-7

LglE=

Q

Experimental Properties

Figura 3.8: Estructuras moleculares propuestas para la formula C18H33NO del i6n

302,2456 con el la base de datos SciFinder.

Para el compuesto nimero 1, C14H29NO, aparecian 890 candidatos,

en el compuesto 2 (para la primera formula molecular propuesta,

C16H31NO,

se encontraban 890 candidatos

y para

la

segunda,

C13H29N303, tnicamente 1 candidato), para el tercer compuesto (en la

primera formula molecular, C18H33NO, aparecian 274 y 134 para la

segunda C18H31N303) y para el resto de formulas propuestas 714, 302,

6674 y19 candidatos respectivamente. Posteriormente, se ordenaron estos
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compuestos por orden decreciente segun las referencias bibliograficas y se

seleccionaron los seis candidatos mas referenciados.

Una vez escogidos los seis candidatos para cada formula molecular, se
llevod a cabo su fragmentacion utilizando el software MassFragment en la
(funcién 2), obteniendo los fragmentos con su masa exacta. Estos, se
compararon con los fragmentos del i6n en estudio (donde previamente se
habia optimizado el voltaje de colision, para que su fragmentacion fuera
maxima, véase Tabla 3.2,). Si ambos espectros de fragmentacion (funcion 2)

coincidian, el compuesto estaba practicamente identificado.

La Figura 3.9, muestra un ejemplo del i6n 282,2804 correspondiente

al (9-Octadecenamida, (9Z)), fragmentado con la funcién 2 en modo MSF.

1007 J 2822761
YW miz 2822807
i Am +0.7 mba
£ -
"'r“-v""v"v
m/z111.1048
Am -25mDa
m/z B3.0861
# Am-19mDa ..ﬁ.z\\./\.z\,ﬁ.m
my/z 265.2531
J/ Am-2.5 mDa
Moo oy ] J'-
hi I
m/z 97.0931 V;J‘
Am 04 mDa A /.]‘ s
R W o
97,0935 miz 1351174 Y il g
& Am-1.9 mDa mfz 247.2426
s Am-4.0 mDa
H3 (847 11
135,155
£9.0700 121 [
1491307
810703 = 163 1490
55 (453 s 191.1036 198 1967
I M rﬁ I | | l | | | 1 ‘56'|MG1| .‘” f“’f‘ | r" 2R 140 ND'FQB 264.296] ;5‘”33“ ;3-1‘"5
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Figura 3.9: Espectro de la fragmentacion del i6n 282,2804 (9-Octadecenamida,
(92)), obtenido por la funciéon de alta energia de colision MS¥, mostrando también las

estructuras propuestas para cada fragmento por el software MassFragment.
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Para confirmar dicha identificacion su tiempo de retencion, su masa

molecular y los iones fragmentados tenian que coincidir con el patrén.
La Tabla 3.2 muestra los compuestos identificados.

Para el compuesto 2, la formula molecular C13H29N303 se descarto,
ya que, el espectro del compuesto buscado con el espectro de las estructuras
moleculares propuestas no coincidia. Por tanto, se seleccion6 la féormula
molecular C16H31INO. Para esta formula un compuesto presentaba una
similar fragmentacion que el compuesto desconocido, este era el 2-

pirrolidinona, 1-dodecil- (CAS 2687-96-9).

Para el compuesto séptimo, el candidato con mayor nimero de
referencias era el heptaetilen glicol (CAS 5617-32-3), pero se confirmé que

el compuesto desconocido, no correspondia a este.

De los compuestos identificados en el adhesivo T 02, se encontraron
varias amidas (Tetradecanamida, 9,12-Octadecadienamida (9Z,127),
Hexadecanamida y 9-Octadecenamida, (9Z) conocida como oleamida) las
cuales segiin bibliografia, se utilizan como aditivo en peliculas de
poliolefina para facilitar el deslizamiento y reducir la resistencia a la
friccion (Chen, 1997; Maltby, 1999; Maltby and Read, 1999; Swanson, et
al., 1993; Zahedi, et al., 2006). El compuesto identificado para ESI (-), 3,5-
di-tert-butil-4-hidroxibenzaldehido, podria utilizarse como antioxidante en

los adhesivos en base de poliolefina.
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3.2. CONCENTRACION INICIAL DE LOS
COMPUESTOS MIGRANTES EN EL ADHESIVO

La concentracion inicial de los compuestos migrantes en el adhesivo,
se determind por una extraccion con diclorometano del adhesivo

previamente curado y dilucion 1/80 en metanol.

Para realizar la recta de calibrado, se prepararon disoluciones de los
compuestos a distintas concentraciones en metanol. En la Tabla 3.3 se
muestra los parametros analiticos para UPLC-MS/QTOF, mostrando buenos
resultados en términos de limites de deteccion (LOD) entre 0,004 pg/dm?* (9-
Octadecenamida, (9Z)) y 0,23 pg/dm’ (Hexadecanamida). Y valores de
RSD por debajo 6.32 %.

También en la Tabla 3.3 se muestra los valores de concentracion
inicial en el adhesivo. El compuesto mas abundante es el 9-Octadecenamida,
(9Z) con una concentracién por encima de 7000 pg/dm’ de laminado. El
compuesto 9,12-Octadecadienamida (9Z,12Z7) se cuantificé con el estandar

9-Octadecenamida, (9Z).
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Tabla 3.3: Parametros analiticos del UPLC-MS/QTOF. Concentracion inicial (Cpg) y

resultados de migracion expresados en pg/dm?” de laminado
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33. MIGRACION DE COMPUESTOS NO
VOLATILES

Previo al célculo de los valores de migracion, se optimizo el nimero
de extracciones necesarias para extraer los compuestos migrantes del Tenax
®. Resultando que dos extracciones eran suficientes para obtener mas del
90% de recuperacion, al igual que ocurria en el capitulo 2 con los

compuestos migrantes volatiles.

Los valores de migracion, para ambos laminados 3 y 4, se muestran en
la Tabla 3.3. Como se presenta en dicha tabla, los valores de migracion para
el laminado 4 eran ligeramente superiores que para el laminado 3. Este
suceso no era el esperado, ya que el laminado 4 estd formado por el mismo
tipo de cartéon y lo que lo diferencia es una pelicula de polipropileno que lo
cubre por una cara. En las industrias de envasado, el papel se recubre con
estas peliculas de material polimérico para reducir la porosidad y por tanto,
disminuir la migracién de compuestos volatiles (Limam, et al., 2005). Por
tanto, cabria esperar que al tratarse de un material menos poroso que el
papel, como es el polipropileno, este impidiera la difusiéon de compuestos no
volatiles, reduciendo la migracion en el laminado 4, al igual que ocurria en

el capitulo 2 con los compuestos volatiles. Sin embargo ocurria lo contrario.

La migracion es un fendémeno de transferencia de masa, consecuencia
de la tendencia al equilibrio de todo sistema quimico, y esta controlada por
los mecanismos de difusion y particion (Canellas, et al., 2010a; Dole, et al.,
2006; Tehrany and Desobry, 2004; Vera, et al., 2011). Para que los
compuestos volatiles difundan més lentamente en el papel, este se reviste de
polipropileno (Aznar, et al., 2011; Eggleston and Peirce, 1995; Horgan,
1999; Moldrup, et al., 1998; Vera, et al., 2011), pero no se ha encontrado en
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bibliografia como afecta este revestimiento a la difusion de compuestos de
mayor peso molecular. Cuando se trata de compuestos volatiles, estos
difunden a través de los poros del papel, entre el aire ocluido en el mismo,
de forma que la difusion global es rapida. Sin embargo, cuando se traga de
compuestos no volatiles, la difusion implica la disolucion en las particulas
de pulpa de papel y en el caso del recubrimiento de polipropileno, en el

polimero.

Por otro lado, los coeficientes de particion podrian verse favorecidos
mediante el recubrimiento de PP, incrementando la migracion hacia el

sustrato.

El coeficiente de particiéon, como se ha mencionado anteriormente,
dependen del pardmetro de solubilidad de Hildebrand (). Este es un valor
numérico que indica la afinidad de un compuesto especifico en un material
determinado. Esta solubilidad es posible solamente cuando sus fuerzas de
atraccion intermoleculares son similares, y por lo tanto, los valores de 6 son
similares (Durkee, 2004a; Durkee, 2004b; Tehrany and Desobry, 2004). El
valor de solubilidad & del sustrato de PP es 16,5 MPA'"? segun bibliografia
(AIC, 1984; Barton, 1990b) y la solubilidad de los compuestos cuyo grupo
funcional son las amidas son & > 25 MPA"? (AIC, 1984). Por lo tanto, al ser
tan diferentes los valores de solubilidad, estas no tendrian tendencia a

migrar al sustrato formado con PP.

Sin embargo, la solubilidad del adhesivo APAO no se conoce, pero es
un polimero fabricado por polimerizacion de una alfa-olefina, resultando ser
una estructura similar al polipropileno, y por tanto, tendrd una solubilidad
muy parecida a este. Si los compuestos, debido a la tendencia de todo

sistema a alcanzar el equilibrio, se distribuyeran de manera uniforme tanto
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en el adhesivo como en el sustrato, se incrementaria la migracién en el
laminado 4. Esta podria ser la razén de este aumento de compuestos

encontrados cuando se utiliza el papel recubierto con PP como sustrato.

Por otra parte, con el fin de estudiar los posibles riesgos en los
humanos, se realizaron busquedas en la legislacion de plasticos para estos
compuestos: Reglamento 10/2011/EU y Real Decreto 847/2011. Sélo el
compuesto 9-octadecenamida, (9Z) aparecid, pero no tenia ningun limite de

migracion especifica SML.

Para el resto de los compuestos, se calculo la ingesta diaria estimada
(EDI), establecido por la FDA (Administracion de Alimentos vy
Medicamentos de los Estados Unidos) segun la Ecuaciéon 2.2. Y se compar6
con los valores maximos recomendados de exposicion humana por Cramer
para cada clase de toxicidad ( I, IT y III son 1,8, 0,54 y 0,09 mg por persona
por dia).

Las amidas pertenecian a la clase I y 3,5-di-terc-butil-4-
hidroxibenzaldehido era de clase II, de acuerdo con las reglas de Cramer y

mediante el Software v1.5.1 (Ideaconsult Ltd.).

Ningun valor de migracion excedid de los valores recomendados por
Cramer de exposicion y también todos los valores de migracioén estaban por

debajo de los 10 pg/Kg para barrera funcional que impone dichas normas.
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4. CONCLUSIONES

Se ha desarrollado un método UPLC-MS/QTOF para identificar y
cuantificar los compuestos no volatiles que migraban desde dos tipos de
adhesivos termofusibles, cuya formulacion era distinta dependiendo del

polimero base, y que formaban parte del envase alimentario.

Las técnicas utilizadas en dicho estudio junto con los programas
informdticos, han demostrado ser unas potentes herramientas para la
identificaciéon de compuestos no volatiles en muestras complejas como son
los adhesivos. La posibilidad de poder adquirir espectros en modo full-scan
con alta sensibilidad y selectividad, ademés de la posibilidad de fragmentar
los iones y conocer la masa exacta, proporcionan una cantidad de
informacion que, después de ser analizada con estos programas informaticos
llevé a la identificacion de estos compuestos migrantes. Se identificaron
cinco compuestos, de los siete que migraron para el adhesivo de base
APAO, de los cuales se encontraban varias amidas y un compuesto de clase
de toxicidad II segun las reglas de Cramer (3,5-di-tert-butil-4-
hidroxibenzaldehido). En el adhesivo de base EVA, sin embargo, no se

detect6 ningin compuesto migrante.

Por otro lado, se ha demostrado que los compuestos no volatiles
también pueden migrar a través de las capas de los laminados y alcanzar el
alimento, lo cual significa que la migracion de estos, es un hecho real e

importante que requiere su estudio.

Sélo el compuesto 9-Octadecenamida, (9Z) de los que migraban se
encontra en las listas positivas de las legislaciones de plasticos europea

10/2011/EU y el Real Decreto 847/2011 sin limite de migracion especifica



Capitulo 3

(SML). A falta de legislacion, todos los compuestos estaban por debajo de
los 10 pg/Kg que impone dichas normas para barrera funcional y muy por

debajo de los valores recomendados por Cramer segun sus toxicidades.
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IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION
DE COMPUESTOS ODORANTES
PRESENTES EN LOS ADHESIVOS EN EL
ENVASE ALIMENTARIO
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IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE
COMPUESTOS ODORANTES PRESENTES EN
LOS ADHESIVOS EN EL ENVASE
ALIMENTARIO.

1. INTRODUCCION DEL CAPITULO

El objetivo de este capitulo era identificar los compuestos odorantes
presentes en distintos tipos de adhesivos utilizados para envase alimentario,
de los que previamente se habia estudiado su migracion dentro del Proyecto
Europeo MIGRESIVES. En este proyecto, no se hacia mencion a los
compuestos odorantes, aunque se consideraban, tras los trabajos realizados,
muy importantes, al comprobar que existia migracion desde el adhesivo,
difundiendo a través de la estructura multicapa hasta el alimento. Por tanto,
si estos también migraban, producirian un cambio en las propiedades

organolépticas de los alimentos.

En consecuencia el objetivo de este capitulo, fue identificar los
compuestos odorantes presentes en los adhesivos, para posteriormente

estudiar su migracion.

Se disponia de un amplio rango de muestras de mercado,
concretamente 30 laminados, pertenecientes al WP (paquete de trabajo) IV
del proyecto MIGRESIVES. Se seleccionaron previamente los laminados
formados por distintos tipos de adhesivos: acetato de vinilo y etileno (VAE),

termofusible (T) acetato de polivinilo (PVA), almidéon (Alm) y acrilico
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(AC). Ademas, se tuvo en cuenta, que se dispusiera de laminado, adhesivo y
sustratos por separado, para identificar los componentes que provenian del
adhesivo y llevar a cabo un analisis sensorial y asi poder seleccionar el

adhesivo mas odorante dentro de cada tipo, a través de un test triangular.

Posteriormente se llevd a cabo la identificacion de los compuestos
odorantes de los distintos tipos de adhesivos (5 adhesivos en total) mediante
GC-O-MS. Previamente se extrajeron los compuestos odorantes por dos
técnicas complementarias de extraccion, de modo que se obtuviera un
mayor listado de compuestos odorantes: HS-SPE y HS-SPME. Para el uso
de HS-SPE se utilizé un procedimiento ya optimizado para el analisis de
vinos en el laboratorio de andlisis de aroma y enologia, LAAE, de la
Facultad de Ciencias de la Universidad de Zaragoza. Para el analisis por
HS-SPME, se optimizd previamente una técnica novedosa y rapida, como

fue la cromatografia de gases directa y olfatometria, D-GC-O.

Tras este paso, los extractos se analizaron por GC-O-MS por seis
catadores que detectaban los compuestos odorantes, evaluando su intensidad

y su olor para su posterior identificacion.

Finalmente, se calcularon sus concentraciones iniciales en el adhesivo

por HS-SPME-GC-O-MS.

Parte de este trabajo se realizo en el laboratorio de analisis de aroma y
enologia, LAAE, de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Zaragoza,
que son especialistas en andlisis de aromas del vino. Durante una estancia de
2 meses aproximadamente, se adquirieron los conocimientos suficientes
para la realizacion de estos ensayos y el manejo de la nueva técnica

instrumental GC-O-MS.
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La figura siguiente, Figura 4.1, muestra un esquema del trabajo.

30 laminados de

| Seleccién de los adhesivos mas odoriferos |—> | Test triangular | —> jiferentes adhesivos

___________
——————
- S~

Seo

|  HSSPME |
Extraccion delos compuestos odorantes del
adhesivo .
| HS-SPE | ?\Zdéleswos:
L T
*PVA
| Identificacion delos compuestos odorantes |—> | GC-0O-MS | 'QIC
*Alm
| Determinacion dela concentracién inicial I—) | HS-SPME-GC-MS |

Figura 4.1: Esquema trabajo desarrollado en el capitulo 4

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIALES

2.1.1. REACTIVOS

Acetato de etilo (141-78-6), 2-metil-2-propenoato de metilo.(80-62-2),
tolueno (108-88-3), hexanal (66-25-1), 2,4,6-trimetil-1,3,5-trioxano (123-
63-7), p-dimetilbenceno (106-42-3), propanoato de butilo (590-01-2), 1-
butanol (71-36-3), 2-propenoato de butilo (141-32-2), estireno (100-42-5),
p-isopropiltolueno (99-87-6), 2-octanona (111-13-6), hexanol (111-27-3),
acetato de 2-etilhexilo (103-09-3), nonanal (124-19-6), ciclohexanol (108-
93-0), 2-etil-1-hexanol (104-76-7), alcanfor (76-22-2), acido propanoico
(79-09-4), benzaldehido (100-52-7), octanol (111-87-5), acido butirico
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(107-92-6), benzoato de metilo (93-58-3), naftaleno (91-20-3), benzoato de
2-propenilo (583-04-0), 4-tert-butilfenol (98-54-4) fueron suministrados
por Aldrich Quimica S.A (Madrid, Espafia). Diclorometano, metanol y

acido acético fueron suministrados por Chemie S.A (Sentmenat, Espafia).
Se utilizo:

e Una disolucién A que contenia 4-tert-butilfenol de 1000 pg/g en agua
como estandar interno.

e Una disolucién B que contenia 5 estandares (1-butanol, p-cimeno,
nonanal, acido acético y naftaleno) de 10000 pg/g en metanol
(disolucion madre).

e Una disolucion C que contenia 4-tert-butilfenol de 1000 pg/g en

metanol como estandar interno.

2.1.2. FIBRAS DE SPME

Se emplearon: Fibra de polidimetilsiloxano (PDMS) de 100 um de
espesor, fibra de poliacrilato (PA) de 85 pum de espesor, fibra de
Divinilbenzeno / carboxen / polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) de
50/30 pm, fibra de polidimetilsiloxano/divinilbenzeno (PDMS/DVB) de 65
um de espesor. Todas ellas suministradas por Supelco (Bellefonte, EE.UU)

2.1.3. LAMINADOS Y ADHESIVOS

En los adhesivos que forman los laminados estudiados previamente en
los ensayos de migracion del capitulo 2, mostrados en la Tabla 4.1, se llevo

a cabo una determinacion de los compuestos odorantes.
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Tabla 4.1: Muestras de laminado y adhesivo.

Tipo de adhesivo  Codigo del adhesivo Codigo muestra Sustratos
VAE VAE_01 lam_01 C/C
VAE VAE 01 lam_02 Cc/C
VAE VAE 01 lam_03 Cc/C
VAE VAE 02 lam_04 c/C
VAE VAE 02 lam_05 c/C
VAE VAE 02 lam_06 Cc/C
VAE VAE 03 lam_07 c/C
VAE VAE 04 lam_08 Cc/C
VAE VAE 04 lam_09 C/C
VAE VAE 04 lam_10 C/CPE
VAE VAE_05 lam_11 C/C
PVA PVA 01 lam_12 C/C
PVA PVA 01 lam_13 C/C
PVA PVA 01 lam_14 C/C
PVA PVA 02 lam_15 C/P/C
PVA PVA 03 lam_16 C/P/C
PVA PVA 04 lam_17 C/P/C

PVOH PVOH_01 lam_18 P/P
PVOH PVOH_01 lam_19 P/P
PVOH PVOH_01 lam_20 P/P
Alm Alm_01 lam_21 pP/P
Alm Alm_01 lam_22 pP/P
AC AC 01 lam 23 P/PP
AC AC 02 lam 24 P/PP
V+Alm V+Alm 01 lam_25 P/PC/P
V+Alm V+Alm 01 lam 26 P/PC/P
V+Alm V+Alm 01 lam 27 P/PC/P
EVA T 03 lam_28 Cc/C
EVA T 01 lam_29 Cc/C
EVA T 01 lam_30 CPP/CPP
APAO T 02 lam_31 C/C
APAO T 02 lam_32 CPP/CPP

C: carton; P: papel; CPE: carton laminado con polietileno; PC: papel corrugado; CC;
carton corrugado; CPP; carton laminado con polipropileno VAE: acetato vinilo y
etileno; PVA: acetato de polivinilo; PVOH: Polivinilalcohol; Alm: Almidon; AC:
Acrilico; V: vinilico

Se decidi6 estudiar uno de cada tipo, ya que se disponia de un numero

extenso de muestras y dicho estudio seria muy laborioso.
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Para comenzar con el trabajo, se seleccionaron aquellos laminados que
estuvieran formados por distintos tipos de adhesivos y que ademas, se
dispusiera del adhesivo asi como de los sustratos por separado, para
posteriormente  determinar los compuestos odorantes procedentes
unicamente de los adhesivos de forma inequivoca. Estos se resaltan en

negrita en la tabla anterior

De los laminados formados por los adhesivos VAE, se disponia de tres

adhesivos VAE 01, 04 y 05 que se encontraban separados del laminado.

De los adhesivos termofusibles, se disponian de todos los adhesivos
por separado, T 01 y T 03 con una base de acetato de vinilo y etileno

(EVA), asi como el T_02 con una base de poliolefina amorfa (APAO)

De los laminados formados por los adhesivos PVA, s6lo se suministro
un adhesivo por separado, que era el adhesivo PVA 01 que formaba los
laminados los lam 12,13,14. Al igual que el adhesivo de almidon, Alm 01

y cuyos laminados correspondian al lam 21y 22

De los adhesivos AC estudiados en el capitulo 2, AC 01 y AC 02
(Tabla 4.1) ninguno de estos se encontraba por separado del laminado, por
lo que la empresa que suministraba los adhesivos termofusibles estudiados
previamente, nos cedié un adhesivo acrilico para su estudio, denominado
AC 03, del cual no se precisaba mayor informacion. Este se utilizaba unido

a los sustratos de carton con polipropileno CPP y carton solo C.

Por tanto de los adhesivos PVA, Alm, AC sélo se disponia de uno de
cada tipo por separado, PVA 01, Alm 01 y AC 03 respectivamente. Sin
embargo de los adhesivos de VAE y termofusibles, se disponia de tres de

cada tipo. Este hecho hizo que se llevara a cabo una seleccion del adhesivo



Capitulo 4

mas odorifero, dentro de cada tipo, mediante un test triangular que se

explicara en el siguiente apartado.

2.2. SELECCION DEL ADHESIVO MAS
ODORIFERO Y ANALISIS SENSORIAL

Para llevar a cabo la identificacion de los compuestos odorantes de los
adhesivos, previamente, se selecciond el adhesivo mas odorifero dentro del
grupo de adhesivos en el que se dispusiera de mas de uno (VAE y

termofusible).

Para ello se realiz6 un test triangular, que de manera general, consiste
en presentar al catador simultdneamente tres muestras, dos de ellas iguales y

una diferente, y este debe sefalar la muestra diferente.

En este caso, el catador debia de encontrar las diferencias de olor entre
el laminado multicapa (sustratos mas adhesivos) y los sustratos individuales,
mostrados en la siguiente Tabla 4.2. Con lo que la diferencia de olor entre
estas muestras, provendria del olor del adhesivo utilizado para la fabricacion
de dichos laminados. Por tanto, cuanto mas odorifero fuera el adhesivo, mas

facilmente se encontrarian las diferencias entre el laminado y el sustrato.
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Tabla 4.2: Laminados estudiados para el test triangular formados con adhesivos VAE y T

Tipo de Cédigo del adhesivo y gramaje  Cédigo del Sustratos
adhesivo en el laminado (g,q,/dm’ ;) laminado (gramaje y espesor)
2 Carton
VAE VAE 01 (31,8 gugn/M 1am) (Lam_01) (350g/m’ y 502 1m)
5 Carton
VAE VAE 04 (49,1 guan/M 1am) (Lam_08) (350g/m’ y 479 um)
5 Carton
VAE VAE 05 (30,7 gaan/M 1am) (Lam_11) (350g/m’ y 485 m)
2 Carton
T T 03 (68,2 guqn/M 1am) (Lam_28) (350g/m® y 570 1im)
2 Carton
T T 01 (31,3 gag/M 1am) (Lam_29) (350g/m’ y 380 um)
T T 02 (313 gu/m’im) (Lam_31) Cartén

(350g/m’ y 380 pm)

El ensayo se realizd entre los laminados descritos anteriormente
(Lam 01, Lam 08, Lam 11, Lam 29, Lam 30 y Lam_31) y los diferentes

sustratos utilizados para fabricar dichos laminados.

El test triangular consistia en encontrar las diferencias de olor entre
tres viales incoloros, dos o uno de ellos contenian , 1*5cm? de laminado
cortados en trozos pequeios, frente a uno o dos de ellos que contenian 1*10
cm’® de sustrato (Figura 4.2). Esta diferencia dependeria de la capacidad

odorante de dicho adhesivo.

Figura 4.2: Test triangular realizado con viales incoloros que contenian el laminado o el

sustrato.
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Veinte catadores (previamente familiarizados con el olor de los
adhesivos), debian encontrar estas diferencias de olor entre estos viales a
temperatura ambiente y a 40 °C (viales inmersos en un bafio a dicha

temperatura).

Una vez realizado el ensayo, se contaba el niimero de aciertos
permitiendo conocer si habia diferencias significativas entre el laminado y
el sustrato (tablas estadisticas para el test triangular (Meilgaard, et al.,
1999)). Por tanto, el adhesivo que tuviera un mayor numero de aciertos, se
seleccionaba como el adhesivo mas odorifero dentro de cada grupo de

adhesivos.

Una vez seleccionados los dos adhesivos mas odoriferos de cada
grupo, se llevd a cabo un andlisis sensorial descriptivo de los cinco
adhesivos (VAE 04, T 01, Alm 01, PVA 01, AC 03) donde un equipo de
6 catadores, que previamente habian participado en el test triangular, debia

describir el olor de 0,5 gramos de estos.

2.3. INSTRUMENTAL

2.3.1. CROMATOGRAFIA DE GASES DIRECTA CON
OLFATOMETRIA ESPECTROMETRIA DE MASAS (D-GC-0)

El método D-GC-O (Landy, et al., 2004; Rega, et al., 2003) se
desarroll6 para llevar a cabo un test de representatividad del olor global de
diferentes extractos de HS-SPME comparandolos con el adhesivo puro.

Ademas, permitio seleccionar las mejores condiciones de extraccion.
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El método consiste en conectar una columna capilar vacia, no tratada
(sin fase estacionaria) entre el inyector y el portal olfatométrico de un
cromatografo de gases. De esta forma no hay separacion cromatografica y
por tanto todos los compuestos odorantes llegan simultineamente al portal

olfatométrico y se percibe el olor global de los compuestos extraidos.

El equipo utilizado fue un cromatografo de gases CP-3800 Varian
equipado con un portal olfatométrico ODO I de SGE (Ringwood, Australia)
y una columna capilar de silice fundida (20 cm x 0,32 mm i.d) vacia. El

resto de pardmetros utilizados, se muestran en la siguiente Tabla 4.3.

Tabla 4.3: Parametros utilizados para los analisis por extraccion por HS-SPME y D-GG-O

Instrumentaciéon para D-GC-O

HS-SPME Tiempo de preincubacion (min) 2
(Seleccion de la fibra y Tiempo extracciéon (min) 1,5,15,25
condiciones de extraccion) Temperatura de extraccion (°C) 40
Tiempo de desorcion (min) 1
Temperatura de desorcion 250
Condiciones GC Flujo de Helio (mL/min) 1
Inyector 250°C
Splitless
(2min)
Temperatura del horno 100°C

Para este ensayo, se extrajeron 5 gramos de los diferentes adhesivos
(VAE 04, Alm 01, PVA 01, AC 03y T 01) en viales de 20 mL con
diferentes fibras y a diferentes tiempos de extraccion. Estos extractos, se
introdujeron sucesivamente en el portal del GC-O, donde los compuestos
eran desorbidos térmicamente, llegando simultdneamente al portal de
olfaccion (sniffing). Alli un catador comparaba y evaluaba el olor global
resultante de dichos extractos con el adhesivo de partida y seleccionaba el
extracto que mejor lo reprodujera. Este estudio se repiti6 6 veces con

distintos catadores. Del extracto que reprodujera mejor el olor global del
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adhesivo, se escogieron las condiciones de extraccion (fibra y tiempo) para

cada adhesivo.

2.3.2. CROMATOGRAFIA DE GASES-OLFATOMETRIA-
ESPECTROMETRIA DE MASAS. (GC-O-MS)

Identificacion

Para la identificacion individual de los compuestos odorantes, se
extrajeron los adhesivos por dos metodologias: extraccion en fase sélida por
espacio de cabeza HS-SPE (mediante un procedimiento ya optimizado para
el analisis de vinos en el laboratorio de analisis de aroma y enologia, LAAE,
de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Zaragoza) y
microextraccion en fase solida por espacio de cabeza HS-SPME

(condiciones previamente optimizadas por D-GC-O).

Posteriormente, se analizaron ambos extractos por GC-O-MS,
separando los compuestos en la columna cromatografica y posteriormente,
dividiendo el flujo en dos partes: una parte se dirigi6 al portal olfatométrico,
donde un catador evaluaba los compuestos odorantes (tiempo de retencion,

olor e intensidad) y la otra parte, se dirigio al detector de masas.

El equipo utilizado fue un cromatografo de gases CP-3800 Varian
(Madrid, Espafia) conectado a un espectrometro de masas Saturn 2000 series
(Madrid, Espafia), equipado con un detector de trampa io6nica y un portal de
olfatometria antes descrito. La separacién cromatografica se llevd a cabo
con una columna BP-20 (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm) de SGE analytical
science (Madrid, Espana). El resto de parametros utilizados, se muestran en

la siguiente Tabla 4.4.
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Tabla 4.4: Parametros utilizados para los analisis por extraccion por HS-SPME y HS-SPE

acoplada a GG-O-MS

Instrumentaciéon
HS-SPME Tiempo de preincubacion (min) 2
(Para  identificacion Tiempo extraccion (min) 15
cuantificacion) Temperatura de extraccion (°C) 40
Tiempo de desorcion (min) 1
Temperatura de desorcion 250
HS-SPE Volumen inyectado (uL) 1
(Para identificacion) Inyector 30°C(0,15min)
200°C/min
250 (2min)

Pulso presion
25psi

Condiciones GC Flujo de Helio (mL/min) 1
Inyector (extracto HS-SPME) 250°C
Splitless
(2min)
Rampa temperatura del horno 40°C (5min)
10 °C/min
220 (10min)
Condiciones masas (EI) Rango de masas (m/z) 45-350
Temperatura trampa (°C) 220
Voltaje electromultiplicador (V) 1600

Para los extractos de microextraccion en fase sélida por espacio de

cabeza (HS-SPME) se utilizaron 5 gramos de los adhesivos (VAE 04,
T 01, Alm_01, PVA 01 y AC_03) colocados en un vial de 20 mL con las
condiciones de extraccion mostradas en la Tabla 4.4. Se utilizo la fibra
DVB/CAR/PDMS para la extraccion de los adhesivos VAE 04, Alm 01,
PVA 01y AC 03y la fibra de PDMS para el adhesivo T 01

Cuantificacion.

Para la cuantificacion de los compuestos odorantes, se analizaron los
adhesivos (VAE 04, T 01, Alm 01, PVA 01 y AC _03) asi como las rectas
de calibrado con HS-SPME (condiciones antes descritas) acoplado a GC-O-
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MS. La extraccion se llevo a cabo con la fibra de PDMS para el adhesivo
T 01 y la fibra DVB/CAR/PDMS para el resto de los adhesivos. Dicho
estudio se llevd a cabo en el cromatéografo de gases CP-3800 Varian
(Madrid, Espafia) conectado a un espectrometro de masas Saturn 2000 series
(Madrid, Espana) con las condiciones descritas anteriormente en la Tabla
4.1. La unica diferencia fue que la adquisicion se llevé a cabo en modo SIM,

con los iones caracteristicos que se muestran en la Tabla 4.9 y 4.10

24. EXTRACCION DE LOS COMPUESTOS
VOLATILES DESDE EL ADHESIVO

Las técnicas seleccionadas para extraer los compuestos que aportan
olor a los adhesivos fueron la extraccion en fase solida por espacio de
cabeza (HS-SPE) y la microextraccion en fase soélida por espacio de cabeza

(HS-SPME).

2.4.1. EXTRACCION EN FASE SOLIDA EN MODO ESPACIO
DE CABEZA (HS-SPE)

Esta técnica consiste en hacer pasar una corriente de nitrégeno por un
recipiente donde se encuentra el adhesivo, arrastrando los compuestos
volatiles presentes en el espacio de cabeza, quedando estos retenidos en una
resina. Posteriormente se eluyen con un disolvente apropiado para poder
analizarlos mediante un cromatografo de gases. Se trata en realidad de una
concentracion de los compuestos en una fase sélida (SPE), mediante purga

continua con nitrégeno.
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La metodologia utilizada para dicha extraccion, es un procedimiento
ya optimizado para el analisis de vinos en el laboratorio de analisis de aroma
y enologia, LAAE, de la Facultad de Ciencias de la Universidad de
Zaragoza (Culleré, et al., 2009; Escudero, et al., 2007; San-Juan, et al.,

2010) y consiste en los siguientes pasos.

I. Inicialmente se prepar6 la resina afiadiendo 400 mg de resina
Lichrolut EN en un reservorio de 0,8 cm de didmetro interno y 3 ml de
volumen interno con un frit tanto arriba como abajo para evitar su
pérdida. Posteriormente, se lavo con 20 ml de diclorometano mediante
succion a vacio.

II. Una vez preparada la resina, se afiadieron 50 mL de muestra (54.85
gramos del adhesivo VAE 04, 55.50 gramos de adhesivo de almidon,
60.05 gramos de adhesivo PVA 01, 61.60 gramos de adhesivo AC y
68.0 gramos de T 01 después de ser curado y cortado a trozos) en un

recipiente llamado “boca”, Figura 4.3.

Figura 4.3: Recipiente llamado “boca” relleno con 50 mL de adhesivo PVA

1. Posteriormente, el reservorio con la resina se situd en la parte superior
de la boca y por la otra apertura, se colocé un conducto por donde
circulaba una corriente de nitrogeno con un caudal de 500 ml/min.
Una vez montado el sistema se coloco en un bano a 40 °C, durante 140

min.

222
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Figura 4.4: Montaje para la extraccion HS-SPE

IV. Una vez transcurrido dicho tiempo, se pasé una corriente de nitrogeno
a través del cartucho, para eliminar el agua retenida en dicha resina.

V. Finalmente, se separaron los compuestos retenidos en la resina
mediante la elucion con 3,2 mL de diclorometano al 5% en metanol.
El extracto obtenido, se concentrd6 con una corriente de nitrogeno

hasta 500uL para su posterior analisis.

2.4.2. MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA EN MODO
ESPACIO DE CABEZA (HS-SPME)

Para realizar dicha extraccidn, previamente, se desarrolld una técnica
rapida y simple para evaluar la calidad sensorial de los extractos de HS-
SPME a través de la cromatografia de gases directa con olfatometria D-GC-
O, antes descrita. Esta técnica se llevo a cabo para optimizar las condiciones
de extraccion, tanto la seleccion de la fibra apropiada, como el tiempo de

extraccion para la posterior HS-SPME.

N
[\
(O8]
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Los extractos estaban formados por 1 g de los diferentes adhesivos
colocados en distintos viales a 40°C donde se extraian los compuestos
volatiles del espacio de cabeza con diferentes fibras de SPME (con distintas
caracteristicas de polaridad y porosidad, ver apartado 2.1.2) y a diferentes

tiempos de extraccion. Los ensayos llevados a cabo fueron los siguientes:
Seleccion de la fibra adecuada.

Se estudiaron cuatro fibras con distintos recubrimientos y espesores

(igual que en los capitulos anteriores):

e Fibra de Divinilbenzeno / carboxen / polidimetilsiloxano
(DVB/CAR/PDMS) de 50/30 pum.

e Fibra de Polidimetilsiloxano / divinilbenzeno (PDMS/DVB) de 65 pm

e Fibra de Polidimetilsiloxano (PDMS) de 100 um.

e Fibra de Poliacrilato (PA) de 85 pum.

Dicha seleccion se llevo a cabo por la técnica de cromatografia de
gases directa con detector olfatométrico (D-GC-O) (Landy, et al., 2004;
Rega, et al.,, 2003) antes descrita. A diferencia de la cromatografia
tradicional, no se produce separacion cromatografica de los compuestos, ya
que, se sustituye la columna cromatografica con la fase estacionaria por una
columna sin fase. Por tanto, los compuestos no quedan retenidos en la
columna, sino que llegan todos al mismo tiempo al detector obteniendo un

olor global de la extraccion.

Para llevar a cabo este estudio, se extrajeron los distintos tipos de
adhesivos con las cuatro fibras mencionadas anteriormente (a una
temperatura de extraccion de 40°C y 15 minutos de extraccion), y se

introdujeron sucesivamente en el portal de inyeccion GC-O. Un catador
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comparaba el olor obtenido en el portal de olfaccion con el del adhesivo sin

extraer (referencia), que se encontraba en un vial incoloro.

Para ello, el catador olia inicialmente dicho adhesivo, lo memorizaba
y posteriormente olia el extracto del portal de olfaccion. Comparaba dichos
olores y evaluaba el extracto en una escala entre 0 y 10, donde 10
correspondia a un olor parecido al de referencia y 0 a un olor distinto al de
referencia. Este proceso se repetia para los distintos extractos y distintos

adhesivos y para 6 catadores en total.

Se selecciond aquella fibra que tras ser evaluada presentara un mayor

valor de similitud.

Seleccion del tiempo de extraccion adecuado.

Una vez seleccionada la fibra mdas adecuada para extraer los
compuestos odorantes de la muestra de adhesivo, se selecciono el tiempo de

extraccion apropiado.

En este paso, los adhesivos se extrajeron con la fibra seleccionada
anteriormente pero con distintos tiempos de extraccion que antes. Seis
catadores evaluaron el grado de similitud entre 0 y 10, entre el olor del

adhesivo y de los distintos extractos.

El tiempo de extraccion que representaba un mayor valor de similitud

se establecié como valor Optimo de extraccion.

Una vez seleccionadas las condiciones de extraccion para cada

adhesivo (tipo de fibra y tiempo de extraccion), se extrajo cada adhesivo (5
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extractos en total) con dichas condiciones optimizadas y se analizaron por

GC-O-MS.

A diferencia de la extraccidén anterior, esta técnica esta libre de
disolvente por tanto, nos permitira determinar compuestos con igual a
menor volatilidad que el disolvente. Ya que, con la otra técnica seria
imposible, porque los compuestos mas volatiles se encontrarian

enmascarados por este.

2.5. IDENTIFICACION DE LOS COMPUESTOS
ODORANTES DE LOS EXTRACTOS OBTENIDOS
ANTERIORMENTE POR HS-SPE Y HS-SPME

Para determinar los compuestos que presentaban caracteristicas
odorantes en los diferentes tipos de adhesivos, se analiz6 1 pL de los
extractos de HS-SPE vy las fibras para los extractos de HS-SPME en el portal
de inyeccion de GC-O-MS. Dicha técnica, permitia detectar
simultdneamente los compuestos con dos detectores; la nariz humana y el

espectrometro de masas como detector “quimico”.

En el portal de olfaccion, seis catadores debian detectar los
compuestos odorantes, ya separados, provenientes de la elucion de la
columna cromatografica, anotando el tiempo al cual se detectaban, para

poder conocer en el cromatograma a que compuesto se referia. (Figura 4.5).
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Figura 4.5: Foto de un catador en el portal de olfaccion.

Ademas, se debia describir su olor y cuantificar su intensidad
mediante una escala del 1 al 3, donde 1 correspondia a olor suave (baja
intensidad), 2 olor fuerte (intensidad media) y 3 a olor extremo (alta
intensidad). Los valores intermedios también se permitian. Estos datos se

anotaban en una tabla tal y como muestra la Tabla 4.5.

Tabla 4.5: Tabla a rellenar por los seis catadores para el analisis GC-O-MS, donde se

anotaba el tiempo al cual era percibido el olor, su intensidad y su descripcion.

Compuesto detectado Tiempo Intensidad Descripcion del olor
1
2

Tras repetir el ensayo por los seis catadores y los distintos adhesivos,
se calculo la frecuencia modificada MF(%), teniendo en cuenta todas las
percepciones encontradas, para priorizar los olores mas importantes

encontrados.

Dicha frecuencia se calculdo con la siguiente ecuacion (Dravnieks,

1985):

227
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MF (%) = [F(%)xI(%)]%° (Ecuacion 4.1)
Donde:

F(%) es el porcentaje de catadores que detectaron el olor, e 1(%) es el

porcentaje de intensidad calculado a partir de la media de los valores de

intensidad obtenida por los distintos catadores que detectaron el olor,

dividido por el maximo valor de intensidad posible, es decir, entre tres.

Una vez calculadas las frecuencias modificadas para las distintas

percepciones detectadas, se seleccionaron aquellos compuestos cuya MF(%)

fuera mayor que 50 y también aquellos que estaban presentes en mas de un

adhesivo.

Una vez seleccionados las percepciones mas importantes que aportan

olor a cada adhesivo, se llevaron a cabo los siguientes pasos para su

identificacion.

L.

II.

Se calcularon los indices de retencion (Retention index, RI)
conociendo el tiempo al cual se detectaba el olor e inyectando una

muestra patron de alcanos, Ecuacion 4.2

(Ecuacion 4.2)

RI = 100xn + [100x tr(desconocido)—tr(n)]

tr(N)=tr(n)
Donde:

N y n: Numero de carbonos del alcano mayor y menor
respectivamente entre los que se encuentra el compuesto desconocido.
t.. tiempo retencion encontrado para (N) alcano mayor, (n) alcano
menor y el compuesto desconocido.

Busqueda en la libreria de espectros de masas (NIST y WYLEY) de
los candidatos ofrecidos por la misma, segin los espectros de dichos

compuestos.
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IV.
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Busqueda en bibliografia (Barron, et al., 2005; Czerny and Buettner,
2009; Choi, 2004; Jirovetz, et al., 2002; Jurado, et al., 2007; Landy, et
al., 2004; Lecanu, et al., 2002; Maggi, et al., 2010; Perez-Cacho, et al.,
2007; Rega, et al., 2003; Tyapkova, et al., 2009) de posibles
candidatos y en la pagina web de flavornet [www.flavornet.org] (en
cuya pagina aparecen compuestos odorantes ordenados por sus RI
segun las distintas columnas y sus caracteristicas de olor), (Figura

4.6).

ov101  DBS OW17  C20M Odorant Odor
L2 Le ) reu) ui WS w A e nan
[483] a00 [551] G496 methanethiol sulfur, gasoline, garlic
oo oo Ton Too heptane alkane
418 427 [518] 714 ethanal pungent, ether
827 a5 [596] T16 dimethyl sulfide cabbage, sulfur, gasaline
ana 200 200 200 actane alkane
Tag GE2 [F53] a1 isobutyraldehyde pungent, malt, green
BE2 A96 [687] 832 hutanal pungent, green
530 [547] [581] 848 ethyl formate pungent
[F17] T34 [3258] 00 diethyl acetal fruit, cream
qa0 qa0 400 900 nanane alkane
602 628 [719] a07 ethyl acetate pineapple
641 Ba0 T28 a10 methylhutanal malt
G639 Gd1 729 912 methylhutanal cocoa, almond
[6EE] G5 T44 927 methyl methylpropanoate floweer
G649 GES [Fa4] 4929 ethanal sweet
791 T3z 76T 435 pentanal almond, malt, pungent
[580] 497 [6E88] [945] methyl ethyl ketone ether
[E96] T13 TES 951 ethyl propionate Truit
TET Ta6 ana 955 ethyl isobutyrate sweet, rubber

Figura 4.6. Pagina web de flavornet

Se seleccionaron aquellos candidatos que presentaban un indice de
retencion y un olor similar al compuesto desconocido.

Inyeccién de los estandares puros de todos los candidatos
Confirmacion de cada uno de ellos segiin su coincidencia tanto en el
indice de retencidén, como en el espectro y olor del patréon con el

compuesto desconocido.
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La siguiente Figura 4.7 muestra el protocolo seguido en forma de

esquema para llevar a cabo la identificacion.

Catador 1 Catador2 Catador 6
Compuesto Tiempo Intensidad Olor Compuesto Tiempo Intensidad Olor Compuesto Tiempo Intensidad Olor
detectado detectado detectado

Y N (N K (N SO K I R [P 1

2

3

i
\M

FRECUENCIA MODIFICADA (MF %)

MF<50%, PERO PRESENTES EN MF>50%
VARIOS ADHESIVOS
INDICE DE RETENCION (IR)

RIY OLOR RIY ESPECTRO

A
/

BIBLIOGRAFIA | [ LIBRERIA(NISTYWYLEY)

/
\

— | CANDIDATOS

l PATRONES

| GC-0-MS |

l

Coindice:
*Olor
*RI
*Espectro

/ \
COMPUESTONO COMPUESTO
IDENTIFICADO IDENTIFICADO

Figura 4.7: Protocolo para la identificacion de compuestos odorantes.
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2.6. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION
INICIAL DE LOS COMPUESTOS ODORANTES EN LOS
ADHESIVOS

Los compuestos odorantes extraidos por ambas técnicas de
extraccion se analizaron cuantitativamente por la técnica HS-SPME-GC-
O-MS debido a su alta sensibilidad y por ser una técnica libre de

disolventes.

Para ello, los adhesivos (VAE 04, T 01, Alm 01, PVA 01 y AC 03)
se analizaron por HS-SPME acoplados a GC-O-MS (15 minutos de

extraccion con la fibra PDMS para el adhesivo T 01 y con la fibra

DVB/CAR/PDMS para el resto de adhesivos).

Previa a la cuantificacion, se llevo a cabo un estudio para evitar el
posible efecto matriz de los adhesivos en el espacio de cabeza. Para ello, los
adhesivos en base agua, VAE 01, Alm 01, PVA 01 y AC 03 se diluyeron
con la misma cantidad de adhesivo y con diferentes porciones en agua
expresado en masa/masa (1, 5, 50, 100, 200, 500). Una alicuota de 5 gramos
de cada una de estas disoluciones se dopd con los compuestos identificados
previamente para obtener una concentracion final de estos de 1 pg/g.
Posteriormente se analizaron por HS-SPME-GC-O-MS dos réplicas de cada

muestra.

La sefal obtenida con los adhesivos diluidos y dopados se compard
con la senal obtenida cuando los adhesivos se diluyeron a las mismas
proporciones pero sin dopar. Este incremento de sefal, se compard con la
sefal obtenida con el mismo ensayo con los patrones a la misma

concentracion de 1 pg/g, pero preparados con 100% de agua.
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Se selecciono el factor de dilucion que obtuviera un minimo efecto
matriz y una maxima sensibilidad para alcanzar unas recuperaciones

superiores al 90% para todos los compuestos.

Una vez conocido el factor de dilucion 6ptimo, se procedio al calculo
de la concentracion inicial de los compuestos odorantes en los adhesivos

base agua (VAE 01, Alm 01, PVA 01y AC 03).

Para construir las rectas de calibrado, se prepararon alicuotas de 5
gramos con diferentes concentraciones en agua y se afiadieron 10 uL de
disolucion A como estandar interno. Se analizaron tres réplicas para cada

concentracion mediante HS-SPME-GC-MS con la fibra DVB/CAR/PDMS.

La concentracion inicial del adhesivo termofusible, como es un
adhesivo so6lido a temperatura ambiente, se determiné a través de la adicion
estandar. Para ello se prepararon 5 gramos de adhesivo puro en distintos
viales y se calentaron a 160°C (proceso de curado) y una vez fundidos se
afiadieron 10 pL de disolucion B a diferentes concentraciones de los
compuestos identificados, asi como 10 pL de disolucion C como estandar

interno.

Se analizaron tres réplicas de cada muestra por HS-SPME-GC-MS
con la fibra de PDMS.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. SELECCION DEL ADHESIVO MAS
ODORIFERO DE CADA TIPO Y ANALISIS SENSORIAL
PARA CADA UNO DE ELLOS

De los laminados utilizados en el capitulo 2 para el estudio de la
migracion, se seleccionaron aquellos laminados que estuvieran formados
por distintos tipos de adhesivos y que ademas, se dispusiera del adhesivo y
sus sustratos por separado, para posteriormente determinar de forma
individual los compuestos odorantes procedentes de los adhesivos. Para los
adhesivos de almidon, acetatos de polivinilo y acrilicos, se seleccionaron los
adhesivos Alm 01, PVA 01 y AC 03 respectivamente. Sin embargo para
los adhesivos de acetato de vinilo y etileno (VAE) y termofusibles, se
disponia de mas de uno, por tanto, se selecciono6 el mas odorifero a través de

un test triangular.

En el caso del adhesivo VAE, se disponia de tres adhesivos distintos
(VAE 01, VAE 04 y VAE 05) con sus respectivos laminados (lam 1,
lam_8 y lam_11) y sus sustratos de carton. Se realizo el test a temperatura
ambiente, sin obtener diferencias significativas entre el laminado y el
sustrato, y a 40 °C, donde se encontraron diferencias para el VAE 01 (p<

0,4), para VAE 03 (p<0,01) y para el VAE 05 (p<0,01). Véase Tabla 4.6.
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Tabla 4.6: Resultados del test triangular (diferencias entre los laminados y los sustratos)

para los adhesivos VAE y los termofusibles a temperatura ambiente y 40°C

Laminado .N " Diferencia N aciertos Diferencia

(adhesivo) a;l::;lgs significativa (p) T40°C significativa (p)
Lam 1 (VAE_01) 5 NO 8 SI (0,4)
Lam 8 (VAE 04) 7 NO 13 SI(0,01)
Lam 11(VAE _05) 3 NO 12 SI(0,01)
Lam 28 (T_03) 9 SI (0,2) 10 S1(0,1)
Lam 29 (T _01) 11 SI (0,05) 16 SI (0,001)
Lam 31 (T 02) 7 NO 7 NO

Por tanto, se selecciond el adhesivo VAE 04 ya que el niumero de
aciertos en el test triangular tanto a temperatura ambiente como a 40°C era

mayor.

Como muestra la Tabla 4.6, en los adhesivos termofusibles se
encontraron diferencias significativas a temperatura ambiente y a 40°C. El
mayor nimero de aciertos se encontré para el adhesivo T 01 donde a
temperatura ambiente existian diferencias significativas entre el lam 29 y

los sustratos con una (p< 0,05) y a 40°C con una (p< 0,001).

Una vez seleccionados los adhesivos mas odoriferos (VAE 04, T 01),
se realizd6 un andlisis descriptivo de los mismos junto con los otros

adhesivos de otros tipos (Alm_01, PVA 01 y AC _03).

Los atributos descritos por los catadores se muestran en la siguiente

Tabla 4.7:

Tabla 4.7: Atributos descritos por los catadores para los distintos adhesivos

Adhesivo  Atributos descritos

VAE 04 Olor a pegamento blanco, plastico, punzante y humedad.

T 01 Olor a madera, lefioso, cera depilatoria, fenodlico, cuero y neumatico.

Alm_01 Olor a rancio, fermentacion, pegamento blanco y humedad pero menos
intenso que el VAE 04.

PVA 01 Olor punzante, vinagre.

AC 03 Olor a humedad, musgo y alcanfor.
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3.2. OPTIMIZACION DE LA MICROEXTRACCION
EN FASE SOLIDA POR ESPACIO DE CABEZA (HS-
SPME)

Para la extracciéon con HS-SPME, se llevo a cabo la optimizacion,

seleccionando el tipo de fibra asi como el tiempo de extraccion.
Seleccion de la fibra mas adecuada

La siguiente Figura 4.8, muestra los resultados de similitud, (media de
los seis catadores) respecto al olor global obtenido por D-GC-O, entre la
muestra de adhesivo y los cuatro extractos obtenidos para las distintas fibras

de SPME.

0,5
— 1,3
VAE_04 = . 23
r—’——q 6,5
—t—los | l [ l l
—F— 623
T_Ol ,_'__. 5,5
T |45
] 3,5 OFibrade PA
»—'—}—c 2,2 aFi
Alm_01 17 Fibra de PDMS
. 68 T Fibrade PDMS/DVB

:IiL‘,o_L { OFibra de DVB/CAR/PDMS

PVA 01 -2 L 44
——— 84

—— 1,0] LS ‘

AC_03 e 62
r—'——c 5
[ [ [ [ [ [ [
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 4.8: Rangos de similitud desde 0 (distinto al de referencia) a 10 (similar al de

referencia) entre los extractos con las distintas fibras de SPME y la muestra de adhesivo.

Como muestra la figura, los maximos valores de similitud obtenidos

corresponden a valores comprendidos entre 6,3 y 8,4.



Capitulo 4

Para el adhesivo VAE 04, el mayor valor medio de similitud fue 6,5
para la fibra de DVB/CAR/PDMS, valor significantemente mayor que para

el resto de fibras, cuyos valores medios estaban por debajo de 2,3.

La misma tendencia presentaron los adhesivos PVA 01 y Alm 01
cuyos valores de similitud correspondian con valores de 6,8 y 8,4
respectivamente para la fibra DVB/CAR/PDMS. Sin embargo para el
adhesivo acrilico AC 03, los extractos mas representativos se obtuvieron
para las fibras PDMS y DVB/CAR/PDMS, aunque esta tltima se selecciono

también, ya que el valor medio fue maés alto (7,5 frente a 6,2)

La fibra de DVB/CAR/PDMS es una fibra con una estructura de
microporos por tanto sélo extrae compuestos de bajo peso molecular,
presenta una polaridad media y posee gran capacidad de extraccion

(Kataoka, et al., 2000). (Véase la Figura 1.7 del capitulo 1).

Para el adhesivo T 01 los extractos mas representativos fueron los
obtenidos por las fibras de PDMS, PDMS/DVB y DVB/CAR/PDMS
(medias de 6,3, 5,5 y 4,5 respectivamente). Al contrario, la fibra PA
presentd el extracto con un valor medio de similitud significativamente mas
bajo. De las tres fibras anteriores, se selecciond la fibra de PDMS por tener
el valor mas alto de la media de similitud y ademas, por ser la fibra utilizada
para los estudios previos de la identificacion de los compuestos volatiles en

este adhesivo en el capitulo 1 (Vera, et al., 2011).

La fibra de PDMS es una fibra apolar con capacidad de extraccion
media (Kataoka, et al., 2000). Probablemente la mayoria de los compuestos
odorantes encontrados en este tipo de adhesivo seran de poca polaridad,

igual que ocurrid en los estudios previos descritos en el capitulo 1 (Vera, et

al., 2011).
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Seleccion del tiempo de extraccion.

Una vez seleccionada la fibra para cada adhesivo, se continu6 con la
optimizacion del tiempo de extraccion. La Figura 4.9 muestra la media de

los valores de similitud para los distintos tiempos de extraccion.

= |
VAE_04 — 1.6
- 1 6,5

———1— 56

—— M |
T 01 22

——1—— 64 |
I i 4,0 J O Imin
} 4,6 :
Alm 01 - 1 2, O 5min
_| =1 | g5
»—'——c 6,8 O15min
——T 135 ‘ O25min
PVA 01 4,2
11— 84
— 6,5
——— T ]
3.8
AC_03 1
r—'—c
s e s s B
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 4.9: Rangos de similitud obtenidos para distintos tiempos de extraccion en un panel
de 6 catadores; los rangos de la escala desde 0 (distinto al de referencia) a 10 (similar al de

referencia)

La mayoria de adhesivos mostraron diferencias significativas entre 1y
5 minutos (rangos medios de similitud entre 1,2 y 4,6) con respecto a 15 y
25 min (rangos entre 5,6 y 8,5). Para los tiempos superiores de extraccion se
consiguieron rangos de similitud mayores y al no existir diferencias
significativas entre 15 y 25 minutos, se seleccioné el menor tiempo de

extraccion, es decir, 15 minutos.
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3.3. IDENTIFICACION DE LOS COMPUESTOS
ODORANTES DE LOS EXTRACTOS DEL ADHESIVO
MEDIANTE HS-SPE-GC-MS Y HS-SPME-GC-MS

Las Figuras 4.10, 4.11, 4.12, 4.13 y 4.14 muestran los cromatogramas
de los extractos de VAE 04, T 01, Alm 01, PVA 01 y AC 03
respectivamente, analizados por HS-SPE-GC-MS y HS-SPME-GC-MS.

20

Mcounts |
25|
7 - P-dimetil benceno
17 - Nonanal

20 20 - Acido acético

i 24 -Benzaldehido

27 - Acido butirico

29 - Butirato de metilo

184 31-Ni
17
|
1.0
7
31
| |
os 2429 |
(AN
oo
b = = = = minutes
e
20
| 4 -Tolueno
2.0 7 - P-dimetilbenceno
9- 1-butanol
15 - 1-hexanol

18 - Ciclohexanol

18 20 - Acido acético

24 - Benzaldehido

28 - Benzoato de metilo

ol s o = el rminutes|

Figura 4.10: Cromatograma del adhesivo VAE 04 analizado por HS-SPE-GC-MS (parte
superior) y HS-SPME-GC-MS con la fibra DVB/CAR/PDMS (parte inferior)
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Figura 4.11: Cromatograma del adhesivo T 01 analizado por HS-SPE-GC-MS (parte
superior) y HS-SPME-GC-MS con la fibra de PDMS (parte inferior)
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Figura 4.12: Cromatograma del adhesivo Alm_01 analizado por HS-SPE-GC-MS (parte
superior) y HS-SPME-GC-MS con la fibra DVB/CAR/PDMS (parte inferior)
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Figura 4.13: Cromatograma del adhesivo PVA 01 analizado por HS-SPE-GC-MS (parte
superior) y HS-SPME-GC-MS con la fibra de DVB/CAR/PDMS (parte inferior)

MCounts

MCounts
1.00
7
0.75 9 - 1-butanol
S - 11 -Ni
0.50. 12 -Vinil benceno
S 2 12 20 - Acido acético
a 0.25 25 - 1-octanol
" 27 - Acido butirico
= 0.00. 30 - Naftaleno
5 0 15 minutes
2
25 27 30
1.
o L“MA—A_‘AA_’\—J\
10 15 20 25 minutes
16 21
MCounts 3 - 2-metil-2-propenoato de metilo
8 - Propanoato de butilo
7 10 - 2-propenoato de butil
12- Vinil benceno
S- 16 - Acetato de 2-etilhexilo
21 - 2-etil-1-hexanol
=- 25 -1-octanol
a-
3
10
3 12
=2 8
25
q
o
10 15 =20 25

minutes

Figura 4.14: Cromatograma del adhesivo AC_03 analizado por HS-SPE-GC-MS (parte
superior) y HS-SPME-GC-MS con la fibra de DVB/CAR/PDMS (parte inferior)
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Como muestran las figuras, se detectaron treinta y tres compuestos en

los adhesivos, ordenados por sus indices de retencion (RI).

La Tabla 4.8 muestra los compuestos identificados para cada
adhesivo, de forma ordenada segun sus indices de retencion. También se
muestran los olores descritos por los catadores, asi como sus MF(%)

calculadas seglin la técnica de extraccion.
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Tabla 4.8: Compuestos odorantes identificados con IR y sus atributos de olor percibidos por

HS-SPE y HS-SPME
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Se detectaron un 33% de los compuestos por ambas técnicas de
extraccion: el p-dimetilbenceno, 1-butanol, estireno, 1-hexanol,
ciclohexanol, acido acetico, benzaldehido, 1-octanol, longifoleno, benzoato
de alilo y calameneno. Aunque algunos de ellos presentaron distintas MF
(%), por ejemplo el p-dimetilbenceno encontrado en el adhesivo VAE 04
con mayor valor de MF(%) para la extraccion por HS-SPE que para la
extraccion HS-SPME (un 65,3% frente a un 50,3% respectivamente). Lo
contrario ocurrio con el 1-octanol, encontrado en el adhesivo AC 03 con un

72,7% frente a un 85,0% con HS-SPE y HS-SPME respectivamente.

El resto de compuestos uUnicamente se identificaron con una
MF(%)>50 para una de las dos técnicas de extraccion (HS-SPME o HS-
SPE). Para la otra técnica, o bien su MF(%) era menor que 50 o
simplemente no fueron detectados por los catadores en el portal de
olfaccion. Esto resalta la importancia del uso de estas dos técnicas de
extraccion, que se comportan como complementarias para este trabajo,
incrementando la lista de compuestos odorantes detectados para su posterior
identificacion. Consecuentemente también se incrementd la lista de los

posibles compuestos migrantes para estudios posteriores.

Por ejemplo, los compuestos con un indice de retencién menor que
1092 (donde se detectaba el disolvente), solo se detectaron al extraerlos por
HS-SPME. Esto se produce porque esta técnica es libre de disolvente, y por
tanto, permitia que los catadores olieran en el tiempo en el que para la otra

técnica salia el disolvente, enmascarando los compuestos odorantes.

Entre los compuestos identificados se encontraron varios acidos como
acético, propanoico y butirico que proporcionan caracteristicas
organolépticas comunes a los adhesivos como punzante, agrio, rancio y

queso. También varios ésteres, como butirato de metilo, con olor a queso y
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benzoato de metilo y alilo, con olor dulce. También compuestos del grupo
de los aldehidos como el hexanal y nonanal con olor a grasa rancia y verde
respectivamente, asi como compuestos del grupo de los alcoholes, como

ciclohexanol y 1-butanol, con olor a alcanfor y medicina respectivamente.

Para el adhesivo VAE 04, se detectaron cinco compuestos que no se
encontraron en los otros adhesivos no vinilicos; p-dimetilbenceno (dulce),
1-hexanol (verde), ciclohexanol (alcanfor), benzaldehido (azicar quemado)
y un compuesto no identificado con olor a plastico, el cual podria ser el
responsable del olor a plastico encontrado en el andlisis sensorial
descriptivo. Otros dos atributos definidos en dicho analisis, como cola
blanca y punzante, podrian venir del 4cido acético. El tolueno podria ser el

responsable del atributo definido como humedad.

Para el adhesivo T 01 se encontraron los compuestos calameneno y
longifoleno con olores a pino, lefia, hierba y madera producidos por dichos
compuestos. Segun la bibliografia encontrada (Jeong-Ho, et al., 2008), estos
compuestos suelen estar presentes en los aceites esenciales que provienen de
la resina utilizada para la obtencion de esta clase de adhesivos. Algunos de
los atributos sensoriales encontrados en el analisis sensorial previo eran cera

depilatoria, madera, lefioso, que podrian venir de estos compuestos.

En el adhesivo de almidon Alm 01, se identificaron cuatro
compuestos que no aparecian en el resto de adhesivos (2,4,6-trimetil-1,3,5-
trioxano, acrilato de butilo, 4cido propanoico y benzoato de alilo). Acido
propanoico y acido butirico (cuya MF(%) era mayor para este adhesivo)
podrian ser los responsables del olor rancio encontrado para este adhesivo
en el andlisis sensorial descriptivo. Y los olores a cola blanca y humedad

encontrados podrian venir del 4cido acético y tolueno respectivamente.
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Para el adhesivo PVA 01 se describieron en el andlisis sensorial los
atributos de olor a vinagre y muy punzante, que podrian venir del &cido
acético encontrado en este adhesivo, con el mayor valor de MF (%)

correspondiente al 100% para ambas técnicas.

En el adhesivo acrilico AC 03 se encontraron los compuestos
alcanfor, 1-octanol (musgo y champifion) y un compuesto desconocido con
un RI de 1216, con un olor a champifiéon que no se encontraron en los otros
tipos. Estos compuestos podrian ser los responsables de los olores a
alcanfor, musgo y humedad descritos por los catadores en el anélisis

descriptivo sensorial realizado.

3.4. CUANTIFICACION DE LOS COMPUESTOS
ODORANTES POR HS-SPME-GC-0O-MS

Tras identificar los compuestos odorantes, se procedi6 al célculo de la
concentracion inicial de estos en todos los adhesivos mediante HS-SPME-

GC-O-MS.

Previamente, se calcul6 el factor de dilucion, que minimizara el efecto
matriz que se produce al pasar los compuestos odorantes al espacio de
cabeza. Este estudio se realizd con los adhesivos base agua (VAE 04,
Alm 01, PVA 01 y AC 03). Se eligi6 el minimo factor de dilucion que
proporcionara una mayor sensibilidad, con recuperaciones superiores al
90% para todos los compuestos odorantes. Este factor fue de 1/200

masa/masa para todos los adhesivos.

La Tabla 4.9 muestra la recta de calibrado de los compuestos

identificados en los adhesivos base agua.
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Tabla 4.9: Parametros analiticos, método HS-SPME-GC-O-MS (fibra DVB/CAR/PDMS)
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Para construir esta recta de calibrado, se prepararon alicuotas de estos
compuestos en agua pura a distintas concentraciones. Los pardmetros
analiticos del método HS-SPME-GC-O-MS (fibra DVB/CAR/PDMS) asi

como los iones seleccionados se muestran en la tabla anterior.

Se encontraron buenos resultados en términos de linealidad, limites de
deteccion y reproducibilidad. Los valores de limites de deteccion se
calcularon entre 0,03 ng/g (naftaleno) y 5,02 pg/g (acido butirico) y los
valores de RSD estaban comprendidos entre 2,03 y 15,1%.

Para cuantificar los compuestos identificados en el adhesivo
termofusible (1-butanol, p-cimeno, nonanal, acido acético y naftaleno), se
llev6 a cabo una adicion estandar de estos compuestos a distintas

concentraciones en el adhesivo.

Los parametros analiticos del método HS-SPME-GC-O-MS (fibra de
PDMS) y los iones caracteristicos (M") utilizados para estos compuestos

afiadidos sobre el adhesivo, se muestran en la siguiente Tabla 4.10.

Tabla 4.10: Parametros analiticos del método HS-SPME-GC-O-MS (con la fibra PDMS).

Compuestos M Ecuacion R’ RSD (%)
1-butanol 56 y=0,0008x+0,007 0,998 8,77
P-cimeno 119 y=0,0053x+0,1315 0,989 8,77
Nonanal 57 y=0,0217x+0,2714 0,985 6,88
Acido acético 43 y=0.033x+0.0612 0,989 12,3
Naftaleno 128 y=0.6104x+1.7662 0,985 4,30

Se obtuvieron buenos resultados en términos de linealidad asi como

RSD con valores entre 6,8 y 14,2 %.

Posteriormente, se muestra en la Tabla 4.11 la concentracion de los

compuestos odorantes identificados.
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Tabla 4.11: Concentracion inicial de los compuestos odorantes expresados en pg de
compuesto por g de adhesivo.

Compuestos M VAE_04 T 01 Alm_01 PVA 01 AC 03
ug/gadh  pg/gadh pg/gadh ug/gadh  pg/gadh

Acetato de etilo 43 460+41

2-metil-2-

propenoato de 69 56+4,5

metilo

Tolueno 91 030,02 +0.000001

Hexanal 44 0,3+0,02 1,2+0,02

3o # 024001

P-dimetilbenceno 91 0,4+0,03

Propanoato de 55 0,140,02

1-butanol 56 <LOQ <LOQ <LOQ 60+5,4 8,9+0,9

Acrilato de butilo 55 0,01+0,009 8,2+0,6

Estireno 104 0,4+0,02

P-cimeno 119 28425

2-octanona 43 0,3+0,02

1-hexanol 56 7,5+£0,8 114£0,9

Nonanal 57 0,4+0,03 2,6+0,2 0,1£0,01

Ciclohexanol 57  4,4+0,31 4,4+0,3

Acido acético 43 430+34 23+2.1 53+4,7 8900+790  73+6,50

2-etil-1-hexanol 57 510+41

Alcanfor 95 6,1+0,5

Acido propanoico 74 <LOQ

Benzaldehido 106  6,4+0,5

1-octanol 56 1,4+0,1

Longifoleno® 161 1,4+0,1

Acido butirico 60 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

ﬁi?izlgato de 105 1,802 6,9+0,7

Buthale de 43 <L0Q  <L0Q  <LOQ

Naftaleno 128 2,5+0,2 0,4+0,05

Benzoato de alilo 105 4,1+£0,4

Calameneno® 159 1,3+0,1

* Cuantificado con naftaleno como estandar
® Cuantificado con propanoato de butilo como estandar
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Debido a la dificultad de encontrar algunos estandares: longifoleno y
calameneno se cuantificaron con naftaleno y butirato de metilo con

propanoato de butilo.

Como cabia esperar existe una relacion clara para un determinado
compuesto entre su MF(%) y su concentracion, es decir, cuando la
concentracion del compuesto se incrementa, su MF(%) se ve incrementada,
bien porque los catadores detectaban el olor con una mayor intensidad o
bien porque lo detectaban un mayor nuimero de estos. Por ejemplo, el
tolueno cuya MF(%) se incrementd dependiendo del tipo de adhesivo, desde
13,6 en el adhesivo Alm_01 hasta 68,3 en el adhesivo VAE 04 mostrado en
la Tabla 4.8, su concentracion aument6 desde 0,00007 a 0,3+0,02 pg/g
respectivamente (Tabla 4.11). La misma tendencia se encontr6 para el
compuesto 1-butanol identificado en todos los adhesivos, donde su MF(%)
incrementaba de 9,2 a 100 (Tabla 4.8) dependiendo del tipo de adhesivo,
aumentando su concentracion desde <8,8 a 60+5,4 pg de compuesto por g

de adhesivo.

Por otro lado, comparando distintos compuestos con la misma MF(%),
esta relacion entre la concentracion y la MF(%) desaparece, ya que
compuestos con MF(%) similar tienen concentraciones totalmente distintas.
Por ejemplo el acido acético y el acido butirico mostraban MF(%)similar en
el adhesivo Alm 01 y en el adhesivo VAE 04 para el extracto HS-SPE
(65,0 y 65,3 respectivamente mostrado en la Tabla 4.8) y sin embargo, sus
concentraciones eran totalmente diferentes con valores de 53+4,7 y <16,7
nug/g respectivamente (Tabla 4.11). Este hecho, se puede explicar por su
diferente umbral de olfaccion encontrado en bibliografia, mientras el 4cido
acético tiene 0,363 (mg/m’) para Devos y col. o 0,145 (mg/m’) para
SchiMFFan y col. (Schiffman, et al., 2001), el acido butirico es 0,0145
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(mg/m’) para Devos y col. o 0,00389 (mg/m’) para SchiMFFan y col
(Czerny, et al., 2008; Schiffman, et al., 2001). Esto significa que el acido
butirico sera mas perceptible en el portal de olfaccion que el acido acético
porque su umbral de olfaccion es mas bajo, por tanto, con una MF(%)

similar, la concentracion de este serd menor.

El compuesto odorante mas abundante encontrado en todos los
adhesivos fue el acido acético y su concentracion estaba comprendida entre
23+2,1 a 8900+790 ng/g dependiendo del tipo de adhesivo. El adhesivo
PVA 01 presentd la mayor concentracion, coincidiendo con los catadores
que en el ensayo sensorial habian asignado a este adhesivo los atributos de
punzante y vinagre. Otros compuestos con concentraciones altas fueron p-
cimeno (28+£2,5 ng/g) encontrado en el adhesivo T 01, acetato de etilo
(460+41 pg/g) y 1-butanol (60+5,4 pg/g) para el adhesivo PVA 01 y 2-
metil-2-propenoato de metilo (56+4,5 ng/g), acetato de 2-etilhexil (69+5,5
ng/g) y 2-etil-1-hexanol (510+41 ng/g) para el adhesivo AC 03.

4. CONCLUSIONES

Se ha desarrollado un método GC-O-MS para identificar los
compuestos odorantes presentes en cinco adhesivos (VAE, termofusible,
almidon, PV A y acrilico) que formar parte del envase alimentario. Para ello,
dichos adhesivos se extrajeron por dos metodologias complementarias HS-
SPE y HS-SPME (optimizando previamente el tipo de fibra y el tiempo de
extraccion por una técnica novedosa D-GC-O). Estas resultaron ser unas
herramientas muy utiles para identificar un gran numero de compuestos

odorantes en estos adhesivos. Se identificaron un total de 33 compuestos,
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entre los que se encontraban, en todos los adhesivos, algunos 4cidos como el
acético y butirico con olor a vinagre y queso rancio, también el butirato de

metilo, nonanal y 1-butanol.

Ademas de la identificacion se llevo a cabo la cuantificacion de la
concentracion inicial en el adhesivo, resultando el acido acético el

compuesto mas abundante con un rango de concentracion entre 23+2,1 y

8900+790 png/g

Este estudio resalta la importancia de determinar los compuestos
odorantes responsables de los olores en los adhesivos, ya que es una gran
ayuda para las compaiias de adhesivos, para reformular o reemplazar estos
compuestos odorantes por otros que no lo sean cumpliendo su misma
funcion. Asi, se evitaria, que la presencia de estos compuestos provoque
cambios organolépticos en el alimento envasado, que se traducen en mala
imagen de la empresa y lleva consigo costes elevados asociados a la pérdida

de mercado.
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ESTUDIOS DE MIGRACION DE LOS
COMPUESTOS ODORANTES PRESENTES EN
LOS ADHESIVOS UTILIZADOS EN EL ENVASE
MULTICAPA PARA ENVASAR ALIMENTOS

1. INTRODUCCION DEL CAPITULO

El objetivo de este capitulo fue determinar la migraciéon de los
compuestos odorantes identificados en los cinco adhesivos estudiados en el
capitulo anterior. Para ello, se disponia de muestras de mercado para envasar
alimentos, en las que los adhesivos formaban parte de los laminados [sustrato-

adhesivo-sustrato] estudiados en el capitulo 2.

Se estudiaron dichos laminados, primero determinando la concentracion
de los compuestos odorantes en los propios laminados, y posteriormente
determinando su migracion. Estos estudios ya se han descrito en el capitulo 2,
con la salvedad de que ahora se determinard la migracién especifica de
compuestos odorantes que no habian sido identificados en el capitulo 2. Por

tanto a diferencia del estudio anterior se requeria la técnica GC-O-MS.

Una vez realizados los ensayos de migracion, con igual metodologia que
los desarrollados en el capitulo 2, los simulantes se analizaron por GC-O-MS,

con dos propdsitos:
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I. Que el panel de catadores que antes habia identificado los compuestos,
realizara el mismo ensayo y detectara si los compuestos migrantes eran
percibidos por el olfato, determinando sus intensidades.

I. Se calculara su valor de migracion, con el fin de comprobar si dichas
concentraciones se encontraban por debajo de los limites establecidos

como toxicoldgicos.

La Figura 5.1 muestra un esquema del desarrollo del trabajo realizado en

este capitulo.

| Determinacion de concentracion inicial |—> | LE-GC-MS
12 laminados

formados con los
adhesivos :

— *VAE 04

*T 01

*Alm_01

Ensayos de migracién |—> | LE-GC-O-MS .I/;\(/:Aﬁg 1

<€

Figura 5.1: Esquema trabajo desarrollado en el capitulo 5

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIALES

2.1.1. REACTIVOS

Acetato de etilo (141-78-6), 2-metil-2-propenoato de metilo.(80-62-2),
tolueno (108-88-3), hexanal (66-25-1), 2,4,6-trimetil-1,3,5-trioxano (123-
63-7), p-dimetilbenceno (106-42-3), propanoato de butilo (590-01-2), 1-
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butanol (71-36-3), 2-propenoato de butilo (141-32-2), estireno (100-42-5),
p-isopropiltolueno (99-87-6), 2-octanona (111-13-6), hexanol (111-27-3),
acetato de 2-etilhexil (103-09-3), nonanal (124-19-6), ciclohexanol (108-93-
0), 2-etil-1-hexanol (104-76-7), alcanfor (76-22-2), acido propanoico (79-
09-4), benzaldehido (100-52-7), octanol (111-87-5), 4acido butirico (107-92-
6), benzoato de metilo (93-58-3), naftaleno (91-20-3), benzoato de 2-
propenilo (583-04-0), 4-tert-butilfenol (98-54-4) suministrados por Aldrich
Quimica S.A (Madrid, Espana). Diclorometano, acetona y acido acético (64-
19-4) suministrados por Chemie S.A (Sentmenat, Espafia). Todos los

disolventes fueron de grado de HPLC.
Se utilizo:

e Disoluciéon A de 4-tert-butilfenol a 1000 pg/g en diclorometano
utilizada como estandar interno.
e Disolucién B de 4-tert-butilfenol a 1000 pg/g en acetona utilizada

también como estandar interno.

Tenax TA 80/100 suministrado por Supelco (Bellefonde, Estados
Unidos)

2.1.2. LAMINADOS Y ADHESIVOS

De los laminados [sustrato-adhesivo-sustrato] suministrados por las
distintas compaiiias Europeas en el PROYECTO MIGRESIVES, cuyos
ensayos previos se han descrito en el capitulo 2, se escogieron los doce
laminados que estuvieran formados con los adhesivos que se habian
estudiado en el capitulo anterior es decir; VAE 04, T 01, Alm 01, PVA 01

y AC 03. En este capitulo se estudiard la migracion de los compuestos
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odorantes previamente identificados en estos adhesivos. La tabla 5.1

muestra las caracteristicas de los laminados estudiados.

Tabla 5.1: Codigo de los laminados y de los adhesivos, los sustratos que forman el
laminado con su gramaje (g/m?) y espesor (um), factor de dilucion (dr) expresado en
(dm*/dm?) y los gramos de adhesivo por dm® de laminado

Codigo Codigo Substratol/Substrato2 dp gadh/dmzlam
laminados adhesivos (Gramaje g/m2 ,espesor um) (dm*/dm?)

Lam_ 08 VAE 04 C/C (350 g/m’, 479um) 63,9 0,491
Lam 09 VAE 04 C/C (350 g/m?, 439 pm) 34,1 0,491
Lam 10 VAE 04 C/C (245 g/m?, 443 pm) 70 0,491
Lam 29 T 01 C/C (380 g/m?, 350 pm) 17,1 0,313
Lam 30 T 01 CPP/CPP (410 g/m?, 510 pm) 17,1 0,313
Lam 21 Alm_01 P/P (38 g/m?, 43 pm) 97,8 0,389
Lam 22 Alm 01 P/P (35 g/m?, 45 um) 398,5 0,389
Lam 12 PVA 01 C/C (350 g/m?, 502 pum) 52,3 1,02
Lam 13 PVA 01 C/C (290 g/m?, 428 pum) 52,3 1,02
Lam 14 PVA 01 C/C (300 g/m?, 390 pum) 52,3 1,02
Lam 33 AC 03 C/C (380 g/m?, 350 um) 37 0,156
Lam 34 AC 03 CPP/CPP (410 g/m?, 510 pm) 37 0,156

VAE: acetato de vinilo y etileno; Alm: Almidén; T: termofusible; PVA: acetato dc
polivinilo; AC: Acrilico; C: carton; P: papel; CPP: cartén con polipropileno
d¢ factor de dilucion

2.1. INSTRUMENTAL

2.1.1. CROMATOGRAFIA DE GASES-OLFATOMETRIA-
ESPECTROMETRIA MASAS (CG-O-MS)

El equipo utilizado era un cromatdgrafo de gases CP-3800 Varian
(Madrid, Espaia) conectado a un espectrometro de masas Saturn 2000 series
(Madrid, Espafia) con un detector de trampa idnica y un portal de
olfatometria descrito antes. La separacion cromatografica se llevd a cabo
con una columna BP-20 (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm) de SGE Analytical
Science (Madrid, Espana). El resto de parametros utilizados, se muestran en

la siguiente Tabla 5.2
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Tabla 5.2: Parametros utilizados para los analisis por extraccion por LE acoplada a GG-O-

MS
Instrumentacion
Inyeccion directa Volumen inyectado (nL) 1
(Para cuantificacion del Inyector 30°C(0,15min)
laminado y estudio 200°C/min
migracion) 250 (2min)
Pulso presion
25psi
Condiciones GC Flujo de Helio (mL/min) 1
Inyector Splitless
(2min)
Rampa temperatura del horno 40°C (5min)
10 °C/min
220 (10min)
Condiciones masas (EI) Rango de masas (m/z) SIM Tabla 5.3
Temperatura trampa (°C) 220
Voltaje electromultiplicador (V) 1600

2.3. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION
INICIAL (Cpy) DE LOS COMPUESTOS ODORANTES EN
LOS LAMINADOS

Previa a la determinacion de la migracion, se calculd la concentracion
de los compuestos odorantes en los laminados (lam 08, lam 29, lam 21,
lam 12 y lam 33). Para el resto de laminados, no se llevdo a cabo su
determinacion, ya que tenian la misma cantidad de adhesivo por dm” y por

tanto la misma concentracion de estos compuestos odorantes.

Para su determinacion, se extrajeron los laminados segun el
procedimiento optimizado (Vera, et al., 2011). Es decir, se cort6 1 gramo de
cada uno de los distintos laminados en trozos pequefios y se extrajo tres
veces consecutivas con 2,5 mL de diclorometano durante 24 horas a 40°C.

Posteriormente se mezclaron los tres extractos y se afadié 10 pL de
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disolucion A como estandar interno. Posteriormente, se concentré la
disolucion con una corriente de nitrogeno hasta 200 pL y se analizo por GC-

O-MS. Se analizaron tres réplicas de cada muestra.

Para construir las rectas de calibrado, se analizaron disoluciones de los
diferentes compuestos a distintas concentraciones en diclorometano junto
con 10 pL de disolucion A con la misma metodologia GC-O-MS,

analizando tres réplicas de cada disolucion.

2.4. ENSAYOS DE MIGRACION

Los ensayos de migracion igual que en el Capitulo 2, se llevaron a
cabo con Tenax® como simulante alimentario, ya que los laminados estan
formados por cartén o papel, y los simulantes liquidos no pueden usarse con
estos materiales. Ademds la mayoria de estos laminados son para envasar
alimentos secos y se recomienda el Tenax® para estos ensayos, en el

Reglamento 10/2011/EU.

El ensayo de migracion se desarrolld segun el procedimiento
optimizado anteriormente (Vera, et al., 2011) en el capitulo 2. Es decir,
trozos de laminado de 1 x 8.5 cm’® se colocaron sobre placas Petri y se
cubrieron con 0,34 gramos de Tenax formando una capa uniforme (4 g
Tenax por dm’ laminado segin UNE-EN 14338). Ademas, el conjunto se
recubri6 con papel de aluminio para evitar que se desplomara el Tenax ®.
Este sistema se mantuvo en el horno a 40°C durante 10 dias (UNE-EN
14338). Después de este tiempo, se extrajo dos veces consecutivas con 3,4

mL de acetona y 1 hora de extraccion agitando. Posteriormente, se juntaron
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los extractos y se afiadieron 10 pL de disolucion B como estdndar interno.

Finalmente se concentr6 hasta 200 uL. con una corriente de nitrogeno.

Se prepararon tres réplicas de cada laminado y se analizaron por GC-
O-MS. Seis catadores olieron los extractos de migracién eluidos de la
columna cromatografica, anotando el tiempo, el olor y la intensidad (desde
1 que significa olor suave, 2 olor intenso y 3 corresponde a un olor
extremadamente fuerte). Posteriormente, igual que en el capitulo anterior, se
calculd la frecuencia modificada MF(%), teniendo en cuenta el porcentaje
de personas que detectaron el olor F (%) y el porcentaje de intensidad I (%)
con la media de las intensidades entre 3, aplicando la siguiente Ecuacion 5.1

(Dravnieks, 1985).
MF (%) = [F(%)xI(%)]%° (Ecuacion 5.1)

Por otro lado, se calcularon las concentraciones de los compuestos que
. 2 .
migraban a Tenax ®, en pg de compuesto por dm” de laminado en contacto

con este.

Para determinar los posibles riesgos de los migrantes, los valores de
migracion expresados en pg de compuesto/dm® de laminado, se expresaron
en pg de compuesto/Kg de simulante (dividiendo por sus dr y suponiendo
1Kg de alimento/1 dm?). Véase Tabla 5.1. Estos valores se compararon con
el limite de migracion especifico para cada compuesto de las legislaciones
legislaciones de plasticos; Europea, Reglamento 10/2011/EU y espaiiola,
Real Decreto 847/2011.

Ademas se calcul6 la ingesta diaria estimada (EDI) establecida por la
FDA (Food and Drug Administration of United States) a partir de la

Ecuacion 2.2. Posteriormente, se compararon estos valores de EDI con los
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maximos valores recomendados por Cramer segin la toxicidad de los
compuestos, correspondiente a 1,8, 0,54 and 0,09 mg por persona y dia para
clase de toxicidad I, II y III respectivamente. Por tanto, previamente se
determino la toxicidad tedrica de dichos compuestos segun las reglas de

Cramer mediante el Software v1.5.1 (Ideaconsult Ltd.)).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION
INCIAL (Cpy) DE LOS COMPUESTOS ODORANTES EN
LOS LAMINADOS

Previa a la determinacion de la migracion de los compuestos
odorantes en los laminados, se determind su concentracion inicial en el
laminado. Para ello se extrajeron dichos laminados (lam 08, lam 29,
lam 21, lam 12 and lam 33) tres veces consecutivas con diclorometano y
se analizaron por GC-O-MS. Los pardmetros analiticos de dicho método se

muestran en la Tabla 5.3.
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Tabla 5.3: Parametros analiticos de GC-O-MS
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Se obtuvieron buenos resultados en términos de linealidad, limites de
deteccion y limites de cuantificacion y de RSD. Los limites de deteccion,
estaban comprendidos entre 0,01 pg/dm® (tolueno) y 25,7 pg/dm® (acido
acético). Y los valores de RSD estuvieron en todos los casos por debajo de

9.74 %.

La mayoria de compuestos odorantes identificados en el capitulo
anterior eran de clase 1 segln las reglas de Cramer (Tabla 5.4 y 5.5). Tres
compuestos presentaban clase II de toxicidad como el ciclohexanol,
benzoato de alilo y calameneno y tres compuestos presentaban toxicidad de

clase III (alta); 2,4,6-trimetil-1,3,5-trioxano, alcanfor y naftaleno.

Las Tablas 5.4 y 5.5 muestran las concentraciones de los compuestos
odorantes en los laminados fabricados con los adhesivos VAE 04, T 01 y
Alm (Tabla 5.4) y PVA y AC (Tabla 5.5). Estas se expresan en pug de

compuesto por dm” de laminado.

Debido a la dificultad de encontrar los estandares de longifoleno (M"
161) y calameneno (M" 159) estos se cuantificaron con naftaleno como

estandar.
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Tabla 5.4: Compuestos odorantes en el adhesivo VAE 04, con sus toxicidades (T), Cp, en

los laminados y valores de migracion expresados pg/dm? laminado y sus MF (%).
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Tabla 5.5: Compuestos odorantes en los adhesivos T 01 y Alm 01, sus toxicidades (T),
Cpo en los laminados y valores de migracion expresados pg/dm?” laminado y sus MF (%).
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Tabla 5.6: Compuestos en PVA_01y AC_03, (T), Cp, y migracion (ug/dm?) y sus MF (%).
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Para el adhesivo VAE 04, el compuesto con mayor concentracion
encontrado fue el 4cido acético con 200+18 pg/dm®. Este acido se utiliza
habitualmente en la fabricacion de esta clase de adhesivos, ya que para la
produccion del mondmero, acetato de vinilo, se le anade acido acético al
etileno (Petrie, 2000a). Cuatro compuestos encontrados en el trabajo inicial
del Capitulo 4 (Vera, et al., 2012) de identificacion en los adhesivos,
estuvieron por debajo de sus limites de deteccion en el laminado lam 08 (1-

butanol, nonanal, acido butirico y butirato de metilo).

Para el adhesivo T 01 en el lam_29 el compuesto més abundante fue
el p-cimeno cuya concentraciéon correspondia a 7.9+1,2 pg/dm’. Este
compuesto es un constituyente de los aceites esenciales que provienen de la
resina utilizada en la constitucion de este adhesivo (Jeong-Ho, et al., 2008;
Vera, et al, 2011). Igual que ocurria en el adhesivo VAE 04, tres
compuestos encontrados en el trabajo inicial del capitulo, no aparecieron en
el laminado (4cido acético, acido butirico y butirato de metilo) ya que sus

concentraciones estuvieron por debajo de los LOD o LOQ.

Para el adhesivo de almidon Alm 01 en el laminado lam_ 21, s6lo se
cuantificaron tres compuestos (benzoato de metilo, naftaleno y benzoato de
alilo) ya que para el resto, sus composiciones estuvieron por debajo de sus
LOD o LOQ. El benzoato de metilo se encontré en una concentracion de
2,540,2 pg/dm’ y el benzoato de alilo de 1,5+0,1 pg/dm®. Los ésteres de

benzoatos son comunmente utilizados como plastificantes (Petrie, 2000a).

Para el adhesivo PVA 01, el compuesto mas abundante fue el acido
acético, con una concentracién de 8500+680 pg/dm”. Como ya se ha
comentado anteriormente, este se utiliza para la fabricacion del mondémero
de acetato de vinilo. Otro compuesto identificado fue el acetato de etilo con

una concentracion de 470+42 pg/dm?®. Este es un éster muy volatil, con una
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amplia aplicacion como disolvente para los plasticos protectores y adhesivos
basados en acetato de polivinilo, etil celulosa, acetato butirato de celulosa y
propionato de baja viscosidad de acetato de celulosa, polimetilmetacrilato,
cauchos de polivinilo-butiral, poliestireno y sintéticos (Petrie, 2000a). El 1-
butanol también se utiliza como disolvente y presentd una concentracion de

57+6,8 pg/dm’.

Para el adhesivo acrilico, el compuesto mas abundante en el laminado
lam_ 33 fue el 2-etil-1-hexanol (82+7,4 ng/dm?). Este, junto con el acetato
de 2-etilhexil (11£1,4 pg/dm?) son impurezas del metacrilato de metilo
utilizado para la fabricacion de este tipo de adhesivos (Canellas, et al., 2010;

Nerin, et al., 2009a).

3.2. ENSAYOS DE MIGRACION

Los ensayos de migracion se realizaron con Tenax® como simulante

alimentario.

La Tabla 5.4 muestra las concentraciones de la migracion para los
laminados fabricados con los adhesivos VAE 04, la Tabla 5.5 los valores de
migracion para T 01 y Alm_01, y la Tabla 5.6 muestra la migracion para
los adhesivos PVA 01 y AC_03. Los valores de migracion se expresaron en
ug de compuesto por dm’® de laminado utilizado para cada experimento y

solo se mostraron las MF (%) mayores de 20%.

El 66% de los compuestos detectados en los adhesivos, migraron a

Tenax®.
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Para el adhesivo VAE 04 (Tabla 5.4), s6lo 4 compuestos migraron al
Tenax® (tolueno, p-dimetilbenceno, ciclohexanol y benzaldehido) y los
valores de migracion fueron muy similares entre los laminados, siendo un
poco mayores para el laminado lam_10. Este hecho se puede explicar por
las caracteristicas del carton, ya que cuanto menor es el gramaje o el
espesor, como es el caso de los sustrato de carton que forman este laminado
(Tabla 5.1), la difusién se incrementard y por tanto la migracién (Dole, et
al., 2006; Fieldson and Barbari, 1995; Escobal, et al., 1999; Limam, et al.,
2005).

Tanto el ciclohexanol como el benzaldehido se detectaron por los
catadores con un rango de MF entre 24 y 51 % (Tabla 5.4). Al contrario,
algunos compuestos no se detectaron en los ensayos de migracion ya que
sus valores estaban por debajo de sus LOD o LOQ.Sin embargo, estos se
detectaron por los catadores en un rango entre 24% y 38 % (Tabla 5.4)

como el 4cido acético y benzoato de metilo con olores de vinagre y dulce.

Para el adhesivo T_01 (Tabla 5.5), los compuestos que mas migraron
en ambos laminados (lam_29 and lam_30) fueron el p-cimeno y nonanal.
Estos compuestos también se detectaron con una MF (%) de 31 al 41 %
respectivamente por los catadores. Los valores de migracion de todos los
compuestos fueron mayores en el lam 29 que en el lam_30. Este hecho se
puede explicar, ya que la migracion es un fendmeno de transferencia de
materia que estd muy relacionado con los coeficientes de particion y de
difusion, como se ha demostrado en el Capitulo 1. A su vez los coeficientes
de particion entre el adhesivo y los sustratos C y CPP estin muy
relacionados con la solubilidad de ambos compuestos en ambos medios.
Esta solubilidad se conoce como solubilidad de Hildebrand (3), explicada

ampliamente en el Capitulo 1 (AIC, 1984; Durkee, 2004a; Tehrany and
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Desobry, 2004). Los compuestos con solubilidad parecida al polimero EVA
permaneceran mas unidos a este y por tanto la migracion disminuird en el
lam 29. Por el contrario, los compuestos con solubilidad parecida al
polimero PP tenderan a unirse a este y por tanto la migracion se
incrementard en el lam 30. La solubilidad de los compuestos encontrados
presentard (Barton, 1990b; Barton, 1991) unos valores mdas cercanos al
adhesivo EVA que al PP por tanto sus coeficientes de particiéon seran mas
bajos en el lam 29 que en el lam 30. Este hecho podria explicar que la
migracion sea mayor en el lam 29 que en el lam_30. Ademas la presencia
de PP en el carton reduce la porosidad del sustrato y por tanto su difusion,
con lo cual reduce su migracion (Dole, et al., 2006; Fieldson and Barbari,

1995; Escobal, et al., 1999; Limam, et al., 2005).

Para el adhesivo de almidon Alm 01 (Tabla 5.5) de los compuestos
encontrados en el laminado (benzoato de metilo, naftaleno y benzoato de
alilo) este ultimo no migré al Tenax®. El compuesto que presentd una
mayor migracion fue el benzoato de metilo, con un valor de 1,3+0,09
pg/dm?® en el lam 21 y MF(%) 45%. Algunos compuestos no detectados en
el ensayo de migracion, se detectaron con un rango de MF (%) comprendido
entre 20 y 33 % por los catadores. Por ejemplo, el 2.4,6-trimetil-1,3,5-
trioxano, acido propanoico, acético, butirico, con olor a punzante, rancio,

vinagre y queso respectivamente.

En los laminados que contienen el adhesivo PVA 01 (Tabla 5.6), los
compuestos con mayor valor de migracion fueron acetato de etilo y 1-
butanol, ambos compuestos con una alta concentracion inicial en el
laminado. Aunque el 4cido acético tenia una alta concentracion en el
laminado sus valores de migracion, estuvieron por debajo de su LOQ (85,6

ng/dm?® Tabla 5.3) pero tanto este compuesto, como el ciclohexanol se
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detectaron por los catadores con unas MF(%) entre 27 y 39%. Sin embargo
el acetato de etilo present6 un valor alto de migracion, aunque los catadores
no fueron capaces de detectarlo, ya que salia al mismo tiempo de retencion

que el disolvente.

De los laminados formados con el adhesivo AC 03 (lam 33 vy
lam_34), migraron cinco compuestos de los ocho encontrados en el
laminado. El compuesto con mayor valor de migracion fue 2-etil-1-hexanol
con un valor de 2542,2 pg/dm” para el lam 33 y 6,5+0,5 pg/dm” para el
lam_34. También en estos casos, los catadores proporcionaron los valores
mas altos de MF (%) 73 y 52% respectivamente. Aunque el alcanfor no

migro, este se detectd por los catadores con 21% de MF(%).

Una vez calculadas las MF(%) y las concentraciones de migracion en
ng de compuesto por dm?® de laminado, para estudiar los posibles riesgos
asociados a dichos compuestos , primero se convirtieron los datos en mg de
compuesto por Kg de alimento (dividiendo por el factor de dilucion de la
Tabla 5.1 y asumiendo una densidad del alimento de 1 kg/dm’) y se
compararon con los limites de migracion especificos SML. Unicamente el
tolueno y 2-etil-1-hexanol tienen SML y corresponde a 1,2 mg/Kg (segun
Real Decreto 847/2011) y 30 mg/Kg (segin Reglamento 10/2011/EU)

respectivamente.

Para los laminados lam_08, 09 y 10, los valores de migracion fueron
0,02+0,002 pg/dm?, que corresponden a 3.13 E-7 mg/Kg, 5.87 E-7 mg/Kg
and 2.86 E-7 mg/kg respectivamente (para dg de 63,9, 34,1 y 70,1 dm’/dm’
respectivamente) y para 2-etil-1-hexanol en los laminados lam 33 y lam 34
fueron 25+2,2 y 6,5+0,5 pg/dm?” respectivamente, que corresponden a 6,7 E-
4 mg/Kg and 1,76 E-4 mg/Kg (para di de 37 dm’/dm’ en ambos laminados).

Todos estos valores de migracion estuvieron por debajo de sus SML.
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Para el resto de compuestos se calculd la ingesta diaria estimada
(EDI), segun la Ecuacion 2.2 y se compar6 con los valores recomendados
por Cramer de ingesta diaria segin su toxicidad, resultando que ningun

compuesto supero estos valores.

4. CONCLUSIONES

Se ha desarrollado un método GC-O-MS para determinar la migracion
de los compuestos odorantes presentes en doce de los laminados, formados
por cinco adhesivos de diferentes tipos (VAE, termofusible, almidon, PVA
y acrilico) que forman parte del envase alimentario. El método ha resultado
una herramienta muy util, no solo para calcular la concentracion de los
migrantes y evaluar los posibles riesgos para la salud de la poblacion, sino
al mismo tiempo, para estudiar si esta migraciéon puede producir cambios

organolépticos en el alimento envasado.

Se ha encontrado un amplio rango de compuestos odorantes en los
laminados, de los que previamente se habian identificado en los adhesivos,
de los cuales un 66% migraban al Tenax ® empleado como simulante
alimentario. Aunque sus concentraciones estaban en todos los casos por

debajo de sus SML o de los valores recomendados por Cramer.

Algunos de los compuestos se encontraron por debajo de sus LOD o
LOQ, sin embargo, estos fueron detectados por los catadores con una alta
MF (%), por ejemplo, el acido acético, butirico o ciclohexanol con olor a

vinagre, rancio y alcanfor respectivamente.
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Este estudio recalca la importancia de estudiar la migracion no so6lo de
la forma tradicional con GC-MS, sino acoplada también a olfatometria, para
poder analizar aquellos compuestos que se encuentran por debajo de los
limites del detector de masas, pero que sin embargo tienen limites de
percepcion olfativa muy bajos. Estos son muy importantes, ya que podrian
cambiar los propiedades organolépticas del producto envasado, provocando
rechazos de los consumidores y por tanto costes relacionados con

produccion
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CONCLUSIONES

A partir del trabajo realizado en esta tesis se han obtenido las

siguientes conclusiones:

II.

Se ha desarrollado un método HS-SPME-GC-MS para identificar los
principales compuestos volatiles presentes en varios adhesivos
termoplasticos (termoestables, vinilicos, acrilicos) y otro de almidon,
los cuales se utilizan habitualmente para envase alimentario multicapa
formado con diferentes tipos de sustratos de carton o papel. Este
método ha demostrado ser una herramienta de gran utilidad para el
logro de este objetivo, ya que ha permitido identificar una gran
cantidad de compuestos de forma rapida y con alta sensibilidad. Y por
tanto ha demostrado que los adhesivos son muestras complejas donde
se encuentran compuestos con distinta composicidon quimica,
funcionalidad y con distinta toxicidad segun el modelo teodrico de
Cramer.

Se ha desarrollado un método LE-GC-MS para determinar las
composiciones iniciales de todos estos adhesivos en los laminados.
Por otro lado, este método ha permitido determinar los coeficientes de
particién entre el adhesivo termofusible EVA y los distintos sustratos
(Kass). Asi como la difusion (D) en el adhesivo y en los diferentes
materiales utilizados para la fabricacion de los laminados formados
con este adhesivo. Resultando ser datos muy importantes e influyentes
para evaluar el potencial de migracion de estos compuestos.

Los resultados han mostrado una gran variedad de coeficientes de
particion (Kass) y difusion D, dependiendo del compuesto y del
sustrato de carton que formaba el laminado. Los pardmetros mas

determinantes en la particion han sido la solubilidad del compuesto
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tanto en el adhesivo como en el sustrato y la facilidad de dichos
compuestos para ser absorbidos por el carton. Los coeficientes de
difusion dependen de la naturaleza del compuesto migrante, matriz del
adhesivo y del sustrato. La temperatura es otro factor muy importante
que afecta a ambos coeficientes de manera opuesta, mientras que al
incrementarse, por un lado todos los coeficientes de particion
disminuyen. Por el contrario, todos los coeficientes de difusion
aumentan.

Se ha estudiado la migracion al simulante alimentario Tenax ® de los
compuestos volatiles de treinta muestras de mercado fabricadas con
estos adhesivos termoplasticos y el adhesivo de almidén. Para ello se
ha optimizado un método de extraccion para el Tenax y un método de
analisis para el extracto de migracion por LE-GC-MS

Los resultados de migracion han demostrado que un 78,7% de los
compuestos identificados inicialmente migraron al Tenax ®,
demostrando que la migraciéon de estos es un hecho real e importante
que requiere su estudio. Aunque algunos compuestos que migraban se
encontraban en las listas positivas de las legislaciones de plasticos
10/2011/EU y Real Decreto 847/2011, todos estaban por debajo de sus
SML. A falta de legislacion para algunos compuestos, estos se
encontraban por encima de los 10 pg/Kg para barrera funcional
aunque por debajo de los limites recomendados por Cramer para sus
toxicidades.

Por otro lado, se valido el modelo el modelo MIGRATEST © para la
prediccion de la migracién obteniendo una buena correlacion entre los
valores experimentales y los predichos por el modelo. Observando en

general, que los valores predichos eran mayores que los calculados
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experimentalmente, por tanto el modelo sobreestima los valores de
migracion, hecho positivo para la seguridad alimentaria.

Finalmente, se ratifico la relacion, como cabia esperar, entre los
resultados de migracién para los laminados fabricados con el adhesivo
termofusible y las constantes de particion y difusion calculadas.

Para la identificacion de los compuestos no volatiles que han migrado
desde cuatro laminados formados con dos tipos de adhesivos
termofusibles, se ha desarrollado un método analitico de LE-UPLC-
MS/QTOF. Esta técnica ha sido de gran apoyo para la identificacion,
ya que ha permitido adquirir los espectros con alta sensibilidad y
resolucion, ademas de la posibilidad de fragmentar los iones y conocer
la masa exacta del i6n principal y sus fragmentos. Este hecho
combinado con las herramientas informaticas, han permitido la
identificacion de la mayoria de compuestos no volatiles migrantes. De
los dos adhesivos termofusibles el de base EVA, no migré ningun
compuesto, sin embargo en el adhesivo APAO se identificaron varias
amidas y un compuesto de clase II segin Cramer. Por tanto, se ha
demostrado que los compuestos no volatiles también pueden migrar a
través de las capas de los laminados y alcanzar el alimento.

De los resultados obtenidos, al igual que ocurria para la migracion de
de los compuestos volatiles, los valores de migracién estaban por
debajo de sus SML pero por encima de los 10 pg/Kg para barrera
funcional que impone dichas normas para compuestos que no
aparecen en las listas positivas, aunque en todos los casos estuvieran
por debajo de los valores recomendados por Cramer segin sus
toxicidades.

Se ha desarrollado un método GC-O-MS para identificar los

compuestos odorantes presentes en cinco tipos diferentes de adhesivos
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antes estudiados (VAE, PVA, T, AC y Alm). Dichos adhesivos se han
extraido por dos metodologias complementarias de extraccion HS-
SPE y HS-SPME, resultando ser unas herramientas muy Ttiles para
identificar un total de treinta y tres compuestos odorantes, entre los
que se encontraban varios acidos, ésteres, alcoholes, etc., los cuales se
caracterizaban por diferentes propiedades organolépticas. También se
cuantificaron por HS-SPME-GC-O-MS.

Se han realizado ensayos de migracion para dichos compuestos
odorantes identificados para estos adhesivos, llevando a cabo el
ensayo de migracion para doce laminados formados con estos
adhesivos hasta el Tenax ®. Los extractos de migracion se han
analizado por LE-GC-O-MS resultando una herramienta muy Ttil, no
solo para calcular los valores de migracion y evaluar los posibles
riesgos humanos, sino también, para estudiar si los catadores percibian
los compuestos migrantes y por tanto, estos podrian producir cambios
organolépticos en el alimento envasado. Este hecho resultd ser una
herramienta muy interesante para las empresas de adhesivos que
podrian remplazar estos compuestos por otros con la misma funcion
pero que no fueran odorantes.

De los resultados obtenidos el 66% de los compuestos identificados
migraban al Tenax ® y al igual que ocurria anteriormente, se
encontraban por debajo de sus SML y de los valores recomendados
por Cramer. Algunos de los compuestos migrantes se encontraban por
debajo de sus LOD pero los catadores los detectaron. Por tanto, este
estudio recalca la importancia de estudiar la migraciéon no s6lo de

forma tradicional por GC-MS, sino acoplada a olfatometria.
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