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RESUMEN

El PET (polietileno tereftalato) es uno de los plasticos més abundantes en el mundo actual,
debido a sus amplias aplicaciones (destacando, sobre todo, los envases de alimentos). Su
gran extension ha forzado a crear métodos eficientes de reciclado para combatir la falta
de sostenibilidad que presenta el modelo lineal que se encuentra implantado
mundialmente (fabricacion del polimero, uso y posterior desecho de los residuos). Con el
emergente empleo de rPET (PET reciclado), surgen nuevas cuestiones que se deben tratar,
como son la aparicion de nuevos contaminantes (en especial los NIAS, Non Intentionally
Added Substances), que deben ser regulados por las legislaciones correspondientes, y es
por esto que los andlisis de muestras de rPET adquieren una gran importancia con el
objetivo de aportar datos fiables a las entidades tanto productoras como reguladoras de

estos materiales.

En este trabajo se desarrollaron algunos de los anélisis mas comunes que se suelen aplicar
a este tipo de muestras, como son el andlisis de bisfenoles por cromatografia liquida,
ademas de proponer nuevos procedimientos para evaluacion de contaminantes en
concreto (se ha intentado desarrollar una determinacion del acetaldehido en muestra por
UPLC-MS-MS). Otro de los estudios que se llevaron a cabo fue la influencia que tienen
en los resultados las configuraciones de los instrumentos involucrados en el desarrollo de
un andlisis (en este caso se comparan las fuentes de ionizacion ESI vs UNISPRAY). Esta
comparacion se realiza tanto para bisfenoles como para aminas seleccionadas, obteniendo
de los resultados algunas conclusiones ciertamente interesantes para el desarrollo de los

analisis del laboratorio.

En resumen, se aplicaron evaluaciones de contaminantes en PET para determinar su

contenido y comprobar que se cumplen las legislaciones pertinentes.



1. INTRODUCCION

1.1. Contexto actual

En la actualidad, el uso de plasticos esta sumamente normalizado y las aplicaciones que
surgen gracias a las propiedades de estos materiales son incontables. Esto se debe a la
elevada cantidad de materiales plasticos existentes (y otros que estan en desarrollo), ya
que entre todos ellos se consigue cubrir un rango de propiedades envidiable por parte del
resto de materiales que se pueden utilizar. Entre estas propiedades, se pueden destacar
generalmente el coste econdmico asequible asociado a estos productos, ademds de la

durabilidad y resistencia que pueden llegar a presentar.

Como resultado de estas circunstancias, la produccidon de plasticos a nivel mundial se
encuentra en unos niveles extremadamente elevados. Por ejemplo, en el afio 2021 se
registrd una cantidad de 390,7 millones de toneladas de plasticos producidas a escala

mundial. Este valor a nivel europeo el mismo afio se fijo en 57,2 millones de toneladas .

Asociados al uso de plésticos, aparecen ciertos problemas y preocupaciones que deben
ser consideradas a la hora de producir o trabajar con estos materiales. Uno de los
principales problemas notables viene relacionado con los aditivos que se encuentran en
los materiales plasticos, ya que muchos de ellos son compuestos toxicos que pueden
escapar de la matriz pléstica provocando contaminacion, como pueden ser los ftalatos o
el BPA (bisfenol A)2. Ademads de éstos, son innumerables los compuestos que deben ser
controlados presentes en los plasticos y, en consecuencia, hay legislacion establecida
(Food and Drug Administration, FDA; en EEUU)® y en Europa con el objetivo de vigilar
los niveles en que se encuentran los diferentes contaminantes (se comenta mas adelante

la reglamentacion existente en Europa).

Por otro lado, el origen de los mondémeros y polimeros constituyentes de un plastico
influye en el gasto global de recursos, y también en la emision de contaminantes. Hasta
nuestros dias, la fuente principal de mondémeros ha sido y es el petroleo y derivados
(fuentes fosiles), pero la tendencia estd evolucionando hacia la produccion de plésticos
bio-basados. El objetivo es reducir el gasto de fuentes fosiles (agotables) y utilizar, en
cambio, fuentes de biomasa que permitan llevar a cabo un uso efectivo de gran cantidad
de compuestos y residuos abundantes (como pueden ser plantas, animales,

microorganismos...). Ademads, en muchos casos el uso de fuentes de biomasa en vez de



fosiles se traduce en una menor contaminacion generada en el proceso de produccion. La
cifra de produccion de plasticos bio-basados en el 2021 se encontraba en torno al 1% de
la produccién global de plésticos, pero con el paso de los afios y gracias al avance de

investigaciones se espera que este porcentaje siga aumentando *.

Ademéas de estos problemas, el propio material polimérico representa una amenaza contra
el medioambiente y contra la salud, principalmente siendo objeto de mayor preocupacion
los plasticos no biodegradables y persistentes en la naturaleza. La acumulacion de
plasticos y microplasticos en aguas (principalmente océanos) es uno de los procesos mas
preocupantes debido a las consecuencias negativas que genera en la fauna marina
principalmente. Algunos de los plasticos que se suelen encontrar en mayor cantidad en
estos ambientes son el polietileno (PE), polipropileno (PP), poliestireno (PS), policloruro

de vinilo (PVC), poliamida (PA) o polietileno tereftalato (PET)?.

1.2. Legislacion referente

A lo largo de las ultimas décadas se ha ido promoviendo a escala mundial un desarrollo
de la legislacion referente a los plasticos, debido principalmente al uso masivo que se
hace de estos materiales. Como se ha comentado en el apartado anterior, junto con el uso
y produccion de éstos aparecen diferentes inconvenientes, los cuales se intentan reducir
por medio de reglamentos y politicas. Por lo general, se clasifican segiin su tamafio
(microplasticos, medianos y macroplasticos) y a cada grupo se le asigna unas condiciones.
Cabe destacar que, segin el pais del que se trate, la reglamentacion puede variar
considerablemente. Se han probado distintos métodos de control (con buenos resultados),
desde impuestos implicitos al uso de los plasticos o prohibiciones directas en ciertos
materiales (bolsas de LDPE en varios paises), hasta cobrar las bolsas de pléstico en los

supermercados °.

Por otro lado, uno de los sectores que mas preocupa a la comunidad de los materiales
plasticos es el alimenticio (ademas del sector farmacéutico®), ya que la produccion de
envases basados en plastico (food contact materials; FCM’s) es una practica sumamente
extendida en el mercado. Los problemas que pueden generarse a raiz de este caso se
denominan contaminacion por migracion, lo cual consiste en la migracion de ciertos
aditivos y contaminantes presentes en el envase plastico hacia el propio alimento que se
estd conteniendo, provocando por lo tanto posibles riesgos contra la salud del consumidor.

Debido al impacto que pueden llegar a tener sobre la salud humana, los controles



impuestos son exhaustivos y la reglamentacion referente a este caso se debe cumplir

estrictamente’.

A nivel europeo, es esencial que los fabricantes aseguren que no se producen migraciones
en cantidades que puedan poner en riesgo la salud humana (Regulation (EC) N°
1935/2004)8. Ademas, se debe tener en cuenta el listado de sustancias autorizadas para su
uso en FCM’s, el cual se recoge en el REGLAMENTO (UE) N°10/2011 DE LA
COMISION?, y que también presenta los limites permitidos de migraciones, los cuales
suelen expresarse en miligramos de sustancia migrada/ kilogramo de alimento (mg/Kg).
Segun el peligro que presente la sustancia, los limites fijados seran mas o menos estrictos,
y con respecto a los estudios de migracion, se determinan los simulantes alimentarios que
mejor pueden mimetizar el alimento en cada caso, siendo alguno de los mas comunes el
etanol (a distintos %) o el acido acético. Dentro de estos andlisis, se diferencia la
migracion global (el peso de todas las sustancias que migran) de la migracion especifica

de cada sustancia (identificacion individual de cada sustancia que migra).

En la Tabla 1 se muestran contaminantes cominmente encontrados en diferentes tipos de

FCM’s.

Tabla 1. Contaminantes tipicos en FCM’s plasticos.

Material Contaminantes tipicos
Polietileno
tereftalato Formaldehido, acetaldehido
PET
Polietileno POSH (Polyolefin Oligomeric Saturated Hydrocarbons),
PE nonifenol, antioxidantes
Policloruro de
Plasti vinilo Cloruro de vinilo, ftalatos
cosS PVC
Poliestireno ]

PS Estireno
PO“ngFEJ'Ieno POSH, BHT, antioxidantes
Policarbonato ]

PC Bisfenol A

Ademéas de los plasticos, otros materiales de envases como los metales, papel, vidrios...
pueden contener contaminantes, asi como adhesivos, tintas de impresion, colorantes, etc.

entre los que destacan metales pesados, ftalatos o compuestos bencilicos, entre otros '°,



Una vez tratados los métodos de “control” de los contaminantes plasticos, merece la pena
b
poner el foco en los modos de reciclaje que se llevan a cabo para reducir los residuos

plasticos generados y aumentar la vida util de los materiales.

1.3. Reciclado de plasticos

La elevada cantidad de residuos plasticos generados a lo largo de los afios ha provocado
que sea necesario el desarrollo de técnicas de reciclado que permitan disminuir la
produccion de estos materiales, reduciendo asi los residuos y mejorando la economia
global. El tipo de reciclado que se aplica depende del plastico en cada caso y de sus

caracteristicas.

Segun el tipo de plastico, el porcentaje del reciclado producido con respecto al material
virgen varia debido a las dificultades mayores o menores que se presentan en el reciclaje.
Por ejemplo, en el afio 2015 se recicld sobre el 18% de PET, mientras que en otros
plasticos como el HDPE o el PP, los porcentajes fueron menores (10 y <1%,

respectivamente) '

Inicialmente se deben separar los plasticos para tratarse individualmente ya que, si se
dispone de una mezcla, es mas complicado establecer la técnica de reciclado a causa de
las propiedades del compuesto. Existen distintas técnicas de separacion e identificacion
de polimeros, pero no es relevante en este caso profundizar en este aspecto. Unicamente
es significativo conocer que son técnicas basadas en las propiedades fisicoquimicas de

los materiales '2.

Una vez obtenido el pléstico final separado, la ruta de reciclado aplicada puede elegirse

segun las necesidades. En la Figura 1 se muestran las posibilidades que pueden adoptarse.
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Figura 1. Tipos de reciclado de plasticos.

Dentro del reciclado mecanico entrarian tanto el reciclado primario y secundario,
mientras que el quimico se corresponde con el reciclado terciario y la valorizacion
energética (incineracion) con el cuarto. El reciclado quimico, presenta gran interés debido
a que mediante distintos métodos quimicos como puede ser hidrolisis, glicdlisis,
pirdlisis..., se pueden obtener materias primas a partir de las cuales se pueden alcanzar

productos de gran interés, como combustibles y polimeros .

En este trabajo, entre todos los materiales plasticos existentes se pone el foco en el PET,
por lo tanto, es interesante centrarse en su caso de reciclaje concreto. Uno de los casos de
reciclado de PET mediante ruta quimica es la glicolisis, donde se usa un exceso de
etilenglicol en presencia de diferentes catalizadores (se llevan a cabo varios estudios para

encontrar el mejor catalizador entre liquidos idnicos, sales metélicas...) 1.

Otro tipo de reciclados quimicos que se aplican al PET se basan en procesos de alcohdlisis
(medio alcohdlico a altas temperaturas y presiones), en los que el reactivo mas
comunmente estudiado suele ser el metanol (metandlisis). En estos procedimientos, el
alcohol utilizado se prueba en diferentes fases (liquida, vapor o supercritica), resultando
en un gran éxito del proceso que usa fluidos supercriticos y con ellos se llevan a cabo
estudios para optimizar el resto de pardmetros de este tipo de reciclado (Temperatura,
presion, relacion alcohol/PET, tiempo de reaccion). El resultado final consiste en la
obtencion de los monomeros dimetil tereftalato (DMT) y etilenglicol. Otros procesos
quimicos comunmente aplicados al PET son la hidrdlisis, amino6lisis y amondlisis. En
todos ellos se obtienen distintos mondémeros que pueden usarse como base de partida para

nuevos polimeros y productos '*.

1.4. Polietileno Tereftalato (PET)

El PET es uno de los polimeros termoplasticos més extendidos en todo el mundo, y se
encuentra dentro del grupo de poliésteres. Para hacerse una idea de la importancia de este
material, basta con saber que, segiin datos de 2018, el PET ronda cerca del 8% del
mercado europeo de plésticos, colocandolo en el sexto puesto de polimeros mas
extendidos (por detras de algunos como PP o PVC). En el caso concreto de la industria
del envasado, el PET se sittia en el tercer puesto de importancia (cerca del 16% del
consumo europeo) y se prevé un aumento continuo con el paso de los afios. Los usos

principales del PET se centran en la produccion de botellas para bebidas, asi como en la



elaboracion de laminas y films en la industria alimentaria '°. La estructura del PET se

muestra en la Figura 26

R R
C@C—O—(CHZ)Z-O

Figura 2. Estructura del PET.

n

En el apartado anterior se ha tratado como puede llevarse a cabo el reciclado del polimero
para obtener nuevos productos o PET reciclado. Este (iltimo gana con el paso de los afios
mayor relevancia y va sustituyendo al PET virgen, ya que las propiedades que ofrece el
rPET son similares a las del virgen (reciclabilidad indefinida), aunque hay que tener en
cuenta el aumento de contaminantes que se produce y la degradacion de los colores!” . El
factor que mas se esté tratando de desarrollar ultimamente es la produccion de polimeros
biobasados para reducir el uso de fuentes fosiles. De todas maneras, aunque se alcancen
usos cercanos al 100% de PET reciclado y biobasado, éste sigue siendo un material no
biodegradable, por lo que se debe seguir trabajando en encontrar las mejores formas de
degradacion del polimero posibles, principalmente para evitar la contaminacion del

medioambiente '3,

Volviendo a la importancia del PET en el sector de envasado alimentario, cabe resaltar
las diferentes propiedades que hacen que este polimero se encuentre en situacion de ser

uno de los més importantes mundialmente '°:

e Esun material ligero, por lo que es muy comodo para botellas de liquidos.

e Es termoplastico, robusto, bastante rigido, resistente a impactos y estirable
durante el procesado.

e Protege de la humedad y del CO», (buenas propiedades barrera), evitando
efectos negativos en el alimento.

e Es incoloro y transparente o translucido, segin la estructura en que se
encuentra.

e (Comparado con otros plasticos, es muy inerte. Ademds, no necesita
plastificantes (fuente de contaminantes), ni antioxidantes ni practicamente

ningln aditivo, a diferencia de otros plasticos.
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e Es posible crear mezclas (multicapas) con otros plasticos para alcanzar las
propiedades que se deseen en casos concretos.

e Por ultimo, cabe destacar la posibilidad de formar copolimeros.

Una vez tratados algunos datos sobre el PET, asi como sus caracteristicas mas relevantes,
no se puede dejar de lado la contaminacidon que puede producirse a raiz del uso de
plasticos de PET principalmente en envases de alimentos. En muchos de los casos hay
numerosos contaminantes que se sabe que estan presentes y pueden causar toxicidad, pero
la mayor dificultad para controlar la contaminacion viene dada por la aparicion de
impurezas o productos de descomposiciones en el material, denominados NIAS (Non
Intentionally Added Substances)'. En la reglamentacién existente se tiene en cuenta,
ademas de la toxicidad intrinseca del contaminante, las impurezas que puede contener y
la reactividad y posibles degradaciones que pueden ocurrir, para tener un control mas
amplio de la toxicidad potencial. Algunas de las sustancias que pueden aparecer en las
muestras analizadas de PET (por ejemplo, en botellas de agua) son: trazas de metales (por

ejemplo, Antimonio®

; LME:0.04 ppm), compuestos carbonilicos (formaldehido y
acetaldehido, los méas comunes; LME:15 y 6 ppm, respectivamente), plastificantes
(ftalatos son los mas comunes; LME hasta 18 ppm), antioxidantes, estabilizadores UV,

lubricantes o bisfenol A (BPA; TDI: 0.05 mg/kg food; LME: 0.6 mg/kg)2!.

De entre estos contaminantes, lo mas probable es que algunos de ellos puedan aparecer
tras procesos de reciclado en el rPET debido a que, en diferentes fases del proceso de
reciclado, como por ejemplo en la recogida de los residuos plasticos, puede surgir
contaminacion proveniente de otros plésticos, o incluso de las etiquetas y tapones de
botellas o bien del mal uso que los consumidores hacen con las botellas o bandejas una
vez consumido el producto. Esto se ha comprobado en estudios previos, concluyendo que
cuando se acumulan los residuos de diferentes plasticos juntos (en vez de reciclar el PET
por separado) aparecen mayores niveles de contaminantes, ademéas de que estos

incrementos se ven aumentados tras cada ciclo de reciclado 2.

1.5. Analisis del PET

Muchos de los estudios realizados sobre el PET se centran en la identificacion de
compuestos volatiles por cromatografia de gases tras el proceso de extraccion en GC-MS,
pero también tiene mucha relevancia llevar a cabo el andlisis de sustancias no volatiles®.

Existen muchos menos del segundo caso como consecuencia de la dificultad que conlleva
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seleccionar la técnica correcta para cada circunstancia, ademas de la falta de librerias de
espectros de masas para gran cantidad de compuestos. A estos dos condicionantes hay
que afiadirle la falta de selectividad con respecto a los analisis de gases, pero gracias a la
técnica de UPLC y a detectores de MS de alta resolucion (orbitrap, QTOF)?*, se consiguen

mejorar estos registros (mejora de selectividad y resolucion) 2.

Muchos analisis de oligomeros, que son sustancias que aparecen comunmente en los
analisis de PET, se realizan por cromatografia liquida en UPLC-MS-QTOF. Estos
estudios, como se comentaba anteriormente, se enfrentan a la falta de bases de datos y de
estandares, pero pueden llegar a determinarse varios compuestos. Para este tipo de
procedimientos, lo méas comun es extraer los compuestos no voldtiles mediante
migraciones con simulantes seleccionados, como se recoge en la legislacion
anteriormente tratada, para posteriormente inyectar el liquido resultante en el instrumento

de medida %,

1.6. Perspectiva futura de los plasticos

Como se ha tratado a lo largo de la introduccion, los plasticos, y en este caso concreto el
PET, conllevan problemas como el gasto de materias primas fosiles o la falta de
biodegradabilidad (lo que provoca acumulacion medioambiental). Las tendencias a
futuro, por lo tanto, van a buscar reducir todos estos puntos negativos asociados a los

plésticos.

En primer lugar, gracias a las nuevas legislaciones y cambios de mentalidad en la
sociedad, se esta impulsando el desarrollo de plasticos bio-basados y biodegradables y
también el aumento del porcentaje de plastico reciclado en los FCM’s?’. De igual manera,
las fuentes de biomasa con respecto a las fosiles van ganando importancia y provocando
un aumento progresivo en la aparicion de polimeros bio-basados. Es cierto que todavia
falta mucho desarrollo en ambos casos, pero el futuro para los plasticos bio-basados y

biodegradables es prometedor %%,

Con respecto al futuro del reciclado del PET, cabe comentar que su progreso y mejora
depende en gran parte del desarrollo de una legislacion que la apoye y de los propios
consumidores. Es cierto que surgen problemas como la posible pérdida de propiedades o
el aumento del precio, pero con los estudios necesarios es probable que el reciclado del
plastico, pasados unos afos, serd una técnica fiable y provocard mejoras ambientales,

econdmicas y de prestaciones a nivel global »°.

12



2. PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS

El andlisis del PET es un campo de gran extension, donde se pueden elaborar infinidad
de estudios, desde screenings de sustancias volatiles o no volatiles, hasta controles
especificos de un compuesto (generalmente contaminante). También se pueden realizar
migraciones con simulantes alimentarios con el objetivo de controlar que los niveles
obtenidos cumplan con la legislacion vigente. Es por ello que este trabajo se centra en
algunos de estos procedimientos, varios de ellos ya establecidos y otros aun por

desarrollarse:

e Uno de los principales compuestos carbonilicos que se encuentra como
contaminante en el PET es el acetaldehido, producto de descomposicion del PET,
por lo que uno de los objetivos del andlisis es desarrollar un procedimiento que

permita determinar el contenido de acetaldehido en muestras del plastico.

e Los bisfenoles (BPA, BPS, BPF) son otro tipo de contaminantes que deben estar
regulados, y su determinacion esta ya definida en los procedimientos del dia a dia
del laboratorio. Por lo tanto, se aplican estas practicas para conocer la metodologia

que se debe adoptar.

e Ademas de los analisis de los compuestos nombrados con anterioridad, se realiza
un tipo de procedimiento cuyo objetivo principal es conocer como varia la
sensibilidad de un procedimiento analitico (en este caso con UPLC-MS-MS)
segun se utilice una interfase para ionizacién de los compuestos u otra (ESI vs

UNISPRAY) en cromatografia liquida.

A continuacion, se desarrollaran los conceptos descritos y se profundizara en cada uno de

ellos, con sus correspondientes resultados y conclusiones.

13



3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

3.1. Materiales y reactivos

Resumidamente, los diferentes materiales y compuestos con los que se trabaja son:

e Muestras: PET.

e Materiales de laboratorio: viales, matraces, probetas, micropipetas, pipetas.
e Reactivos: DNPH (2,4-Dinitrofenilhidracina)

e Disolventes: acetonitrilo, agua Milli-Q, HFIP, metanol.

e Patrones: Bisfenoles, aminas y ampollas de derivados de DNPH.

e Acido fosforico (85%) como acidificante

3.2. Instrumentacion
e Cromatografo de liquidos ACQUITY UPLC® H-Class System con autosampler
y distribuidor cuaternario de disolventes (QSM), acoplado con un espectrometro
de masas AQUITY Xevo® TQ cuadrupolo en tdandem con fuente de ionizacién
ESI en modo negativo (o0 UNISPRAY), ambos de Waters (Milford, MA, USA)

e Estufa de calentamiento UF 110, Memmert.

3.3. Determinacion del acetaldehido

3.3.1. Concepto del estudio

En este procedimiento se lleva a cabo una derivatizacion del acetaldehido con el reactivo
2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH). De este modo, se consigue que el compuesto en un
principio extremadamente volatil (acetaldehido) y dificilmente manipulable, pase a ser
un derivado no volatil (acetaldehido-DNPH) mucho mas manejable para realizar el

analisis. La reaccion que estaria sucediendo seria la mostrada en la Reaccion 1°°:

Q Q Q Q
_N* N* _N? N
SR O G- G ¢
_NH -H,0 _N=C—-CH
N 2 2 N H 3
H H
acetaldehido 2,4-dinitrofenilhidrazina acetaldehido-DNPH

Reaccion 1. Derivatizacion del acetaldehido con DNPH.
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Inicialmente se prepard una adicidon estandar con unas muestras seleccionadas de PET
con el objetivo de, posteriormente, poder procesar mas muestras de PET de manera

sencilla y rapida.

La reaccion de derivatizacion depende de ciertos parametros que, debido a las diferentes
opciones proporcionadas en distintos articulos, se decidid optimizar mediante un DOE
(Design of Experiments) para encontrar los valores 0ptimos, en este caso de pH y cantidad

de exceso de DNPH.

3.3.2. Procedimiento

Como se explica anteriormente, inicialmente se realizé un DOE (disefio de experimentos)
para optimizar la reaccion de derivatizacion. Este se llevo a cabo preparando diferentes
muestras con los valores de pH y exceso de DNPH que se querian estudiar. Por lo tanto,
las muestras preparadas se resumen en los experimentos representados en la Tabla 2. Hay
que destacar que el acetaldehido es muy volatil y se requiere mantener el patron en el

congelador y manipular las disoluciones en ftrio.

Tabla 2. Representacion de los factores a optimizar en el DOE.

Exceso Factor A Factor B pH
(x170,7) 2 2 [6.8]
(x150) 1 1 [6]
(x100) 0 0 [3-4]
(x50) -1 -1 2]
(x29,3) -2 -2 [1.2]

Una vez expuestos los factores a analizar, el siguiente paso ya seria la preparacion de las
diferentes muestras, cubriendo todas las combinaciones posibles de las variables. Para
todas las muestras se debe disponer de una concentracion de acetaldehido similar, en este
caso en torno a los 10 ppm. Inicialmente, se prepard una disolucion de 1000 ppm de
acetaldehido (en vial de 20 ml), para posteriormente afiadir 150 pl a los viales de 20 ml
(que seran 15 ml en total aprox.), de tal manera que la concentracion final de acetaldehido

final fuera de unos 10 ppm.

Por otra parte, se afiadieron los 15 ml de derivatizante a los viales anteriores para obtener
la concentracion del acetaldehido deseada. De esta manera, hubo que preparar
anteriormente disoluciones del DNPH para que, en los 15 ml que se cogen, se encontrase
el exceso que queremos estudiar en cada caso. Por ejemplo, para el caso de un exceso de

x50, los célculos se realizaron de la siguiente manera:
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e Inicialmente se calculan los moles de acetaldehido (10 ppm en 15 ml):

1051—91 * 15ml = 150ug de acetaldehido

150 * 1075g

44,05256 -2
mol

= 3,405 * 10~ %moles acetaldehido

e Se multiplican los moles por el exceso que se desee en cada caso:
3,405 * 10" °moles * 50 (exceso) = 1,7025 * 10 *moles DNPH

e Se calculan los gramos de DNPH a pesar:

1,7025 * 10~*moles DNPH 198,14% — 0,034 g DNPH
e Posteriormente, para acidificar se anaden gotas de acido fosforico (85%),

comprobando con tiras de pH.

Una vez preparadas todas las muestras (tres réplicas de cada una), se inyectaron en el
cromatodgrafo de liquidos y se llevd a cabo la comparacion entre los resultados obtenidos

para dar con las condiciones dptimas.

Con las condiciones Optimas obtenidas, se prepard la adicion estandar del acetaldehido.
Para ello, se dispuso de un total de 21 viales para cada tipo de muestra, de tal manera que
cada tanda de tres viales se correspondiese con tres réplicas de una misma concentracion
de la adicion estandar y los tres primeros fueron blancos de método (sin muestra). A los
18 viales restantes se les afiadieron 2 gramos de PET (pellets, molido o flakes) y a éstos
se les anadid la cantidad necesaria de acetaldehido (100 pl a todos para un total de 15 ml,
pero para cada uno una disolucion madre distinta; 30-90-150-225-300 ppm) para tener la
concentracion de adicion estandar deseada (0-0,2-0,6-1-1,5-2 ppm). Se hizo la suposicion
de que el PET contiene unos 2 ppm de acetaldehido para poder realizar los célculos

necesarios.

Una vez anadido el acetaldehido a las muestras, se llevaron los viales a una estufa a 120°C
durante 30 minutos, donde se provoca la evaporacioén del acetaldehido afiadido y del
presente en la muestra de PET. Pasado este tiempo, los viales se dejaron enfriar a
temperatura ambiente antes de meterlos a un congelador durante aproximadamente una
hora. Asi, se consiguié que todo el acetaldehido que se habia evaporado durante el

calentamiento pasase a fase liquida y fuese posible llevar a cabo la derivatizacion.
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Posteriormente, se afiadieron 15 ml de derivatizante inyectandolo a través del septum (el
disolvente fue durante todo el procedimiento 65/35 agua Milli-q/Acetonitrilo), de tal
manera que se dispusiera de un exceso proximo al 6ptimo. Una vez afiadido el DNPH, se
adicionaron las gotas necesarias de 4cido fosforico para variar el pH. Pasada una hora de
reaccion, la muestra se diluyo (0,04 g de muestra en 14 ml de disolvente) para que la
concentracion entrase dentro del rango de 0-15 ppb (rango lineal de calibracion previa,

ANEXO I).

Tras su preparacion, la adicion estandar se analizé en UPLC-MS-MS, obteniendo la recta

correspondiente con la que se podrian procesar el resto de las muestras.

3.3.3. Condiciones del analisis de acetaldehido en UPLC-MS-MS

Tabla 3. Condiciones analisis acetaldehido.

INYECTOR COLUMNA
ACQUITY UPLC® BEH C18 column
Temperatura: 35°C (100 x 2.1 mm diametro interno, 1.7 um tamafio particula,

130 A tamafio poro
Flujo: 0,3 mL/min
Fase mavil: H,O/MeOH
PRECOLUMNA
BEH C18 VanGuard™ pre-column
5 x 2.1 diametro interno, 1.7 um tamafio particula
Gradiente de elucion

Volumen de inyeccion: 5 L

Tiempo Proporcion
(min) H20/MeOH Modo
0 65/1%5 Rampa lineal
10 0//100 P
Fuente de ionizacion Voltaje de capilar
ESI 3 kV
Voltaje cono extractor (V)
2
Voltaje lente RF (V) Temperatura de fuente (°C)
0,2 150
Flujos de conoy N2 (L/h) Temperatura de desolvatacion (°C)
60 | 650 350
Tabla 4. Transiciones acetaldehido.
Analito ion precursor [m/z] ion producto [m/z] Voltaje cono [V]




Acetaldehido 1 223 163 7
Acetaldehido 2 223 122 10

3.4. Determinacion de bisfenoles

3.4.1. Procedimiento
La determinacion de los bisfenoles es una de las practicas mas comunes en el laboratorio

de andlisis del PET, y consta de dos pasos principales:

e Preparacion de las rectas de calibrado a partir de los patrones de BPA, BPS y BPF
solidos, para posteriormente analizar muestras de PET.

e Analisis de las muestras de PET para conocer su contenido en bisfenoles.

Para la preparacion de las rectas, se prepararon en viales de 20 ml disoluciones de 1000
ppm de los tres bisfenoles, y a partir de éstas en otros tres viales se prepararon
disoluciones de 1 ppm. La recta de calibrado a preparar debe tener los siguientes puntos:
1-5-10-20-30-50-75-100 ppb. En total se dispone de 9 viales contando el blanco, y en
cada uno de ellos la concentracion de cada bisfenol serd similar. Una vez realizada la

preparacion, se procede con la inyeccion en el cromatdgrafo.

Para la preparacion de las muestras, el procedimiento llevado a cabo se corresponde con

el mostrado por Ubeda et al®!

. Se partio de pesar unos 0,4 gramos de PET molido en
viales de 20 mL y afadirles 4 mL de HFIP. El vial se cerrd con tapon de rosca y se
introdujo en un horno a 40°C durante 24 horas, con el objetivo de asegurar la disolucién
completa del polimero. Pasado este tiempo, el vial se enfrio a temperatura ambiente y se
afiadieron 8 mL de metanol, que actlia como anti disolvente. Es importante mantener el
vial agitado para garantizar el contacto entre el disolvente y el polimero. Durante 1 hora
se mantuvo el vial a 4°C para favorecer la precipitacion del polimero. Posteriormente, la
mezcla se centrifugd a 4000 rpm durante 10 minutos y se extrajo el sobrenadante. Por
otra parte, el precipitado residual se lavé con 1 mL de metanol y se juntaron todas las
fases liquidas resultantes. Finalmente, el resultado deben ser tres réplicas de cada muestra

de PET a analizar, ademas de los blancos necesarios. Estas réplicas se inyectaron en el

UPLC-MS-MS para llevar a cabo el analisis de bisfenol presente.

3.4.2. Condiciones del analisis de bisfenoles en UPLC-MS-MS

En el ANEXO 11, se encuentran las tablas con estas condiciones.
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3.5. Comparacion ESI vs UNISPRAY

Dentro del laboratorio analitico, la optimizacion de la instrumentacion que se utiliza es
uno de los pasos determinantes a la hora de llevar a cabo un procedimiento de medicion.
Es imprescindible calibrar desde lo mas simple, como pueden ser las balanzas, hasta el
cromatografo y su detector. Ademas, dentro de este Ultimo se pueden variar algunos
factores para mejorar el resultado del andlisis. Este es el caso, por ejemplo, de la fuente
de ionizacion, la cual puede influir en caracteristicas de las determinaciones (por ejemplo,
en la sensibilidad). Las dos interfases que se comparan son la ESI (electrospray
)32

ionization) vs UNISPRAY (fuente de ionizacidn a presion atmosférica) °~, y para ello se

han comparado mediciones de bisfenoles y aminas en ambos casos.

N, N,
[
Capilar liguide
Tuho nehulizador
Calentador
FUENTE DE
ALIMENTACION DE
ALTO YVOLTAJE
1-3 mm

Boyuilla EE alm % C“:z“te 7 mm

Figura 3. Funcionamiento de la interfase UNISPRAY 3.

5mm

En el caso de bisfenoles, se prepar6 una recta de calibrado (0-100 ppb) de tal manera que
se mostrasen las diferencias en las caracteristicas de la regresion obtenida. Para ello, se
dispuso de BPA, BPF y BPS (solidos), de disolvente (33/66% HFIP/MeOH) y de viales
de 20 ml. Tras la preparacion de los viales se inyectaron en el UPLC-MS-MS para obtener

la recta de regresion.

Por otro lado, con las aminas el estudio que se llevd a cabo es ligeramente distinto. En
este caso, se predefinid una concentracioén (en este caso 10 ppb) para todas las aminas
analizadas. Los analitos fueron inyectados con las diferentes interfases y se comprobo la

variacion de area cromatografica resultante al variar la fuente de ionizacion.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados de la determinacion del acetaldehido

Inicialmente se llevé a cabo una optimizacion de la reaccion de derivatizacion del
acetaldehido con DNPH, teniendo en cuenta factores como el pH o el exceso usado de
derivatizante. El resultado final se obtuvo introduciendo los resultados experimentales en
un programa especifico, el cual ofrece finalmente las mejores condiciones. El grafico
representado a continuacion (Figura 4) muestra la respuesta obtenida segun el

experimento del analisis:

Contour Plot of Response vs pH; Excess

Response
< 2000
2000 - 4000
W 4000 - 6000
W 6000 - 8000
M 8000 - 10000
] > 10000

50 75 100 125 150

Excess

Figura 4. Grafico de respuesta segun las variables.

El resultado 6ptimo obtenido presenta unos valores de exceso=x112 y pH=4. Por lo tanto,

las muestras y patrones preparados deben seguir este criterio.

Tras la realizacion del DOE, la siguiente fase del anélisis consistia en preparar una adicion
estandar con el objetivo de obtener la concentracion de acetaldehido en muestra. Los

resultados obtenidos se muestran en la siguiente grafica (Tabla 5):

Tabla 5. Resultados de la adicion estandar.

Muestra (ppm Ad. Estandar) Conc ppb Area

Empresa x (0 ppm) 0 71,91
Empresa x (0,2 ppm) 0,75 485,63
Empresa x (0,6 ppm) 2,51 1362,40
Empresa x (1 ppm) 3,64 2003,84
Empresa x (1,5 ppm) 5,66 2959,31
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Empresa x (2 ppm)

7,21

\ 3921,44

Si los resultados fuesen fiables, la composicion calculada del acetaldehido en muestra en

este caso seria =285,74 ng/g muestra. Sin embargo, el resultado no es fiable y el método

no puede validarse, ya que al analizar el blanco de método (solamente derivatizante, sin

muestra) se observa que el DNPH presenta sefial en lo que corresponderia al acetaldehido

derivatizado, ademas de en su propio pico, por lo que estara generando una interferencia

que aporta mas seial de la que realmente debe ser. En el cromatograma 2 mostrado a

continuacion (Figura 5), se puede observar la interferencia a la que se hace referencia:

24

100

100

100

240118 Ace DNFH Scan RZ

Figura 5. Cromatogramas: blanco (1), DNPH (2) y Acetaldehido-DNPH (3).

4.2. Resultados del analisis de bisfenoles

Los resultados de bisfenol en las muestras se obtienen tras el analisis en UPLC-MS-MS,

haciendo uso de la recta de calibrado obtenida inicialmente (Figura 6):
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Figura 6. Recta de calibrado de BPA.

Con la ecuacion de recta obtenida, se puede conocer la concentracion (ppb; pg/kg) a la
que corresponde la sefial obtenida para cada una de las muestras analizadas. Procediendo

de esta manera, los valores obtenidos fueron los representados en la Tabla 6:

Tabla 6. Concentraciones de BPA en varias muestras de PET reciclado.

Empresa (muestra) Mg*kglde muestra DSR %
Empresa 1 (1) 757,11 7,51
Empresa 1 (2) 140,87 11,6
Empresa 1 (3) 144,94 12,31
Empresa 2 (1) 147,21 11,32
Empresa 2 (2) 73,61 50,4
Empresa 2 (3) 931,75 3,94
Empresa 2 (4) 1251,81 8,43
Empresa 3 (1) 198,33 11,42
Empresa 3 (2) 462,57 5,07
Empresa 4 (1) 346,27 67,3
Empresa 4 (2) 545,31 451
Empresa 5 (1) 223,41 1,45
Empresa 5 (2) 312,14 7,04
Empresa 6 (1) 50,3 45,4
Empresa 6 (2) 171,46 7,47
Empresa 7 (1) 44,77 9,44
Empresa 7 (2) 191,81 6,92
Empresa 8 (1) 328,97 8,09
Empresa 8 (2) 456,47 13,59
Empresa 9 (1) 597,34 511
Empresa 9 (2) 80,17 19,09

Empresa 10 (1) 180,24 3,88
Empresa 10 (2) 936,68 10,99

De este modo, se debe comprobar que se encuentran dentro de los limites permitidos, o
darse cuenta de que no estan cumpliendo con la reglamentacion establecida para

determinados contaminantes del PET.

4.3. Resultados de la comparacion ESI vs UNISPRAY

Como se ha comentado anteriormente, la comparacion de las fuentes de ionizacion se iba

arealizar con dos tipos de compuestos distintos, como son los bisfenoles y las aminas. El
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objetivo de esta comparacion no es otro que encontrar diferencias significativas en

parametros del analisis segun la interfase que se esté utilizando.

4.3.1. Comparacion con bisfenoles

La recta de calibrado preparada para ser medida con ambas interfases contiene tanto BPA
como BPS y BPF. Los viales estan preparados de tal manera que la concentracion de cada
uno de los tres bisfenoles sea similar. Teniendo en cuenta las pesadas realizadas, los

puntos de la recta tendran las siguientes concentraciones:

Tabla 7. Concentraciones preparadas de bisfenoles.

NuUmero de punto BPA (ppb) BPF (ppb) BPS (ppb)

1 0 0 0

2 1,128 1,28 1,40

3 6,65 6,29 6,54

4 12,70 11,81 12,10

5 25,54 23,91 24,22

6 38,25 37,83 35,91

7 65,19 63,87 66,57

8 97,79 97,91 96,76

9 128,93 128,81 128,51

Los patrones preparados se analizan en UPLC-MS-MS, inicialmente con la interfase ESI
y posteriormente con la UNISPRAY. Los parametros de las rectas obtenidas para cada

caso se muestran a continuacion:

Tabla 8. Resultados obtenidos de las rectas de calibrado.

Bisfenol Interfase Pendiente (sensibilidad) 0.0. RN2
BPA ESI 2,246 -2,277 0,981
UNISPRAY 17,814 43,04 0,9615
ESI 9,209 -9,249 0,9855

BPF UNISPRAY 242,77 -462,89 0,987
ESI 56,781 -75,697 0,9829

BPS UNISPRAY 636,22 -925,41 0,986

Las graficas representadas se encuentran en ANEXO III.

A la vista de los resultados, se observa facilmente que en andlisis de bisfenoles la
sensibilidad del procedimiento se ve realmente aumentada al trabajar con interfase

UNISPRAY, con respecto a los resultados obtenidos usando la ESI.

También se calcularon los limites de deteccion (LoD) y los limites de cuantificacion

(LoQ) para ambos casos en los diferentes bisfenoles:
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Tabla 9. LoD y LoQ calculados.

Bisfenol - ETEL ESl
LoD ppb 1,254 3,114
BPA PP
LoQ ppb 3,799 9,436
LoD 2 1.2
BPE oD ppb 0,296 ,268
LoQ ppb 0,896 3,842
LoD ppb 0,181 0,631
BPS PP
LoQ ppb 0,550 1,913

En vista de los datos obtenidos con ambas fuentes de ionizacidon, queda claro que los

limites disminuyen (lo que es bastante positivo para los analisis) al utilizar UNISPRAY,

con respecto a ESI.

4.3.2. Comparacion con aminas

En este caso, las aminas (a la misma concentracion, 10 ppb) analizadas en el UPLC-MS-

MS se comparan usando ambas interfases. Las aminas seleccionadas se agrupan en dos

grupos (segun la reglamentacion), y se comparan las sefiales obtenidas haciendo uso de

las dos fuentes de ionizacion. La Tabla 10 muestra los resultados obtenidos en el

procedimiento desarrollado:

Tabla 10. Areas obtenidas con ambas interfases, del analisis de aminas.

UNISPRAY ESI

Acrénimo o nombre CAS Area Area
MOCA 101-14-4 66940,141 63276,094
OAAT 97-56-3 847090,25 582634,13
GRUPO 1 _ MDA 101-77-9 4121169,8 2319154,8
4-aminoazobenzene 60-09-3 6159785 2820211,3
4-Chloro-2-methylaniline 95-69-2 317052,97 213749,97
4-Chloroaniline 106-47-8 128024,9 149080,38
4,4’-Oxydianiline 101-80-4 2593687,5 843784,19
4-Aminobiphenyl 92-67-1 1209946,4 985966,56
GRUPO 2 2,4,5-Trimethylaniline 137-17-7 32422,41 4642,135
o-Toluidine 95-53-4 57337,164 76717,906
Aniline 62-53-3 3307351,3 172714,38

Se comprueba cdmo, para muchas de las aminas, el area obtenida tiende a ser mayor al

utilizar la fuente UNISPRAY (mejor respuesta), en vez de la ESI. Este efecto se ve

claramente representado en la grafica comparativa (Figura 7) entre ambos casos:
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Figura 7. UNISPRAY vs ESI para aminas del grupo 1.

Como se puede observar en la Figura 7, las areas obtenidas son, en algunos de los casos,

considerablemente mayores en el caso de la interfase UNISPRAY. En otras ocasiones, la

sefal se iguala bastante, pero en ninglin caso se presenta un area claramente mayor al

trabajar con ESI. Con las aminas del grupo 2 (ANEXO IV), el resultado obtenido resultd

ser el mismo, es decir, aminas con mucha mayor sefial en UNISPRAY y otras mas

igualadas. (Cromatograma ejemplo en ANEXO V)
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S. CONCLUSIONES

Se ha estudiado y optimizado el analisis de acetaldehido en PET mediante derivatizacion
y posterior analisis por UPLC-MS-MS, pero la aplicacion a PET reciclado en este caso

no ha podido ser validada.

Se ha realizado el analisis de Bisfenoles en una serie de muestras de PET reciclado,

confirmando su presencia en todas las muestras.

Se ha comparado la sensibilidad de la ionizacion de los compuestos en UPLC-MS-MS a
partir de patrones puros de bisfenoles y de aminas aromaticas primarias, confirmando la
mejor sensibilidad de la nueva interfase UNISPRAY frente a la ESI, considerada de uso

universal.

Como parte de la formacion universitaria, la realizacion de este TFM me ha permitido
aprender técnicas de alto nivel, que estdin normalmente fuera del alcance de los
estudiantes. Ademads, he aprendido mucho mas sobre muestras reales, reciclado de
plésticos y trabajo de laboratorio en el que se investiga intensamente los materiales en

contacto con alimentos.
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ANEXO1

La recta de calibrado obtenida para patrones de acetaldehido-DNPH, para comprobar el

rango lineal, se muestra a continuacion:

Recta de calibrado Acetald-DNPH
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ANEXO II

Tabla. Condiciones del analisis de bisfenoles UPLC-MS-QqQ

Condiciones de cromatografia UPLC

INYECTOR COLUMNA
ACQUITY UPLC® BEH C18 column
Temperatura: 35°C 100 x 2.1 mm diametro interno, 1.7 um tamatfio particula, 130

A tamafio poro
Flujo: 0,3 mL/min
Fase movil: H,O/MeOH
PRECOLUMNA
BEH C18 VanGuard™ pre-column
5 x 2.1 diametro interno, 1.7 um tamafio particula
Gradiente de elucion

Volumen de inyeccion: 10 pL
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Tiem fo
mimy | tizo/meon Modo
0 10//90 Isocrético
L 10//90 Rampa lineal
5 0//100
8 0//100
| Espectrometrodemasas |
Fuente de ionizacion Voltaje de capilar
ESI (UNISPRAY) 3kV (2,9 kV)
Voltaje cono extractor Voltaje cono muestreo
2V 43V
Voltaje lente RF Temperatura de fuente
0.10V 150°C
Flujos de cono y N2 (L/h) Temperatura de desolvatacion
50 (60) | 500 (650) 450°C (350°C)

Tabla. Transiciones de bisfenoles en MRM

Analito ion precursor [m/z] ion producto [m/z] Colision [V]
BPA 1 227.2 133.0 25
BPA 2 227.2 212.2 17
BPF 1 199.2 105.0 25
BPF 2 199.2 93.5 20
BPS 1 249.3 156.1 25
BPS 2 249.3 107.8 25

ANEXO III

A continuacién, se muestran las graficas de las rectas obtenidas para bisfenoles en la

comparacion de la interfase ESI vs UNISPRAY.

Primero se muestran las graficas correspondientes a ESI:
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Las siguientes graficas son las obtenidas con UNISPRAY:

32






ANEXO 1V

La comparacion de las sefiales obtenidas para el grupo 2 de aminas se muestra en la

grafica siguiente:
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ANEXO YV

Los cromatogramas representan, de arriba a abajo, la amina correspondiente al CAS 60-

09-3, todas las aminas del grupo 1, y un blanco:
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