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1. Resumen

Durante los Gltimos afios, numerosos estudios han demostrado la presencia de
hidrocarburos de aceites minerales (MOHs) en alimentos y envases

alimentarios, destacando los envases de papel y carton reciclados.

Los MOHs se clasifican en aceites minerales de hidrocarburos saturados
(MOSH) y aceites minerales de hidrocarburos aromaticos (MOAH), siendo
estos Ultimos posibles agentes mutagénicos y carcinogénicos. Aungue no se ha
podido fijar una ingesta diaria admisible (IDA) para estos compuestos, su

exposicion a traves de los alimentos se considera una preocupacion potencial.

El objetivo de este proyecto consistid en analizar diferentes aceites de uso
industrial y estudiar la posible contaminacion de envases de uso alimentario con
este tipo de aceites, pudiendo cuantificar los MOAH en caso de estar presentes
en las muestras. Para ello se utiliz6 la cromatografia de gases con detector de

ionizacion de llama (GC-FID) aplicando el método de Grob.

Los resultados mostraron que la concentracion de la fraccion de MOAH en los
aceites analizados coincidia con la determinada en estudios anteriores. Ademas,
las muestras de PET fueron positivas en cuanto a contaminacion con estos
compuestos, sin embargo, la concentracion fue escasa, por lo que no deberia
afectar a la seguridad del alimento. Por otra parte, los envases de carton no

mostraron signos de estar contaminados.



2. Abstract

In recent years, numerous studies have proved the presence of mineral oil
hydrocarbons (MOHSs) in food and food packaging, particularly recycled paper

and cardboard packaging.

MOHs are classified into saturated hydrocarbon mineral oils (MOSH) and
aromatic hydrocarbon mineral oils (MOAH), these last ones are possible
mutagenic and carcinogenic agents. Although it has not been possible to fix an
acceptable daily intake (ADI) for these compounds, their exposure via food is

considered a potential concern.

The objective of this project was to analyze different oils for industrial uses and
to study the possible contamination of food packaging with this type of oils,
quantifying MOAH if they were in the samples. For this, gas chromatography
with flame ionization detector was used (GC-FID) by applying Grob's method.

The results showed that the concentration of MOAH fraction in the analyzed
oils was the same as that obtained in previous studies. In addition, PET samples
were positive in contamination with these compounds, however, the
concentration was low, so it should not affect food safety. On the other hand,

carton packaging samples didn't show signs of being contaminated.



3. Introduccion

Los aceites minerales son productos obtenidos de la destilacién del petréleo que
poseen numerosos usos comerciales en la actualidad, cuya composicion se basa
mayoritariamente en hidrocarburos. Estos compuestos pueden incluirse en los
alimentos como consecuencia de la contaminacién ambiental, o bien por via
directa a través de los materiales de envasado, el uso de aditivos y coadyuvantes
tecnoldgicos, lubricantes de la maquinaria de procesado del alimento, etc.,
constituyendo una fuente de exposicion para los consumidores (AECOSAN,
2019).Los hidrocarburos procedentes de los aceites minerales (MOHS) estan
formados por miles de moléculas diferentes procedentes del petréleo crudo
mezcladas entre si, formando alcanos lineales y ramificados (parafinas), ciclo-
alcanos con sustituyentes alquilicos (naftenos) e hidrocarburos aromaticos.
Ademas, los MOHs se clasifican en aceites minerales de hidrocarburos
saturados (MOSH) y aceites minerales de hidrocarburos aromaticos (MOAH),
siendo estos ultimos los méas preocupantes debido a la posibilidad de incorporar

componentes mutagénicos y carcinogénicos (EFSA, 2012).
3.1. Clasificacién de MOHs

Los hidrocarburos de los aceites minerales son mezclas complejas de diferentes
hidrocarburos derivados del petrdleo. Ademas, pueden formarse productos

equivalentes a partir de carbén, gas natural o biomasa (EFSA, 2012).

Dada la dificultad del analisis quimico de los MOHs, su clasificacion se realiza
en funcion de sus propiedades fisico-quimicas, agrupando productos de
diferente composicion pero de similares propiedades técnicas (Tabla 1) (EFSA,
2012).



Tabla 1. Clasificacién de hidrocarburos de aceites minerales altamente refinados de
acuerdo con JECFA. (JECFA, 1995) (JECFA, 2002)

Name Class a Viscosity C-atoms at 5%
Mol. mass [mm%s] distillation point

Mineral oil. I 480-500 8.5-11 >25

medium- & Il 400-480 7.0-85 222

lowviscosity ) 300400  3.0-7.0 >17

Mineral oil,

high-viscosity 500 " 28

Wax, >500 >11 >25

microcryst.

Segun la EFSA, los aceites minerales se clasifican en dos categorias:

- Aceites minerales de hidrocarburos saturados (MOSH), los cuales incluyen
los grupos de parafinas (hidrocarburos de cadena abierta, normalmente
ramificados) y naftenos (hidrocarburos saturados ciclicos, que suelen

contener uno o mas anillos ademas de sustituyentes alquilicos).

- Aceites minerales de hidrocarburos aroméaticos (MOAH), constituidos por
moléculas mono- o policiclicas y sustituyentes alquilicos. También pueden
incluir pequefias cantidades de compuestos nitrogenados y azufrados en su
composicion (AECOSAN, 2019) (EFSA, 2012).

En funcion de la fuente de petréleo crudo de la que provengan, asi como de
las etapas de refinado que se les apliquen, el contenido en MOAH puede
alcanzar hasta un 35% (EFSA, 2012).

3.2. Posibles fuentes de contaminacién

Las posibles fuentes de contaminacion de aceites minerales en alimentos y

piensos segun el Panel de la EFSA se agrupan en:



Materiales en contacto con los alimentos: se consideran una importante
fuente de exposicion ya que los MOHs pueden migrar facilmente al
alimento. Los MOHs estan presentes en muchos materiales de envasado de
alimentos como el papel y cartdn reciclados, en las tintas de impresion
utilizadas sobre papel y carton, en plasticos, adhesivos, articulos de caucho,
y papel de cera (AECOSAN, 2019) (EFSA, 2012). Ademas, se emplean en
el procesado y ablandamiento de las fibras de yute y sisal para produccion
de sacos, asi como en la produccion de papel ya que actGan como agentes
antiespumantes. (Grob et al., 1991a) (Grob et al., 1991b) (Biedermann &
Grob, 2010). Pueden utilizarse también en ceras aplicadas directamente a
los alimentos y como lubricantes en la fabricacion de latas de conserva y
envases de plastico (AECOSAN, 2019) (Grob et al., 1997).

Contaminantes: contribuyen a la contaminacién de los alimentos. Pueden
ser de origen medioambiental (aceites lubricantes de motores, combustibles
sin quemar, restos de neumaticos, asfalto de carreteras, etc.), procedentes
del procesado de alimentos y piensos (aceites lubricantes empleados en
bombas, maquinas dosificadoras y otras instalaciones industriales) y de
materiales de limpieza a base de disolventes con aceites minerales Utiles
para el mantenimiento y limpiado de equipos de procesado de alimentos
(por ejemplo en cosechadoras, molinos, agitadores, etc.). Los MOHSs
también pueden provenir de medicamentos y del cuidado personal a través
de cremas, lociones, barras de labios, protectores solares, productos para el
cabello o aceites para bebés (AECOSAN, 2019) (EFSA, 2012).

Aditivos alimentarios, coadyuvantes tecnoldgicos y otros usos: utilizados en
la fabricacion de alimentos como antiadherentes, aceites para recubrimiento

de alimentos, agentes antipolvo en cereales, aceites minerales en piensos,

7



antiespumantes, ceras parafinicas autorizadas y coformulantes de productos
fitosanitarios (AECOSAN, 2019). Ademas de aditivos y coadyuvantes, los
MOHSs se emplean como lubricantes y agentes de liberacion (EFSA, 2012).
Estos compuestos pueden encontrarse en elevadas concentraciones en 1os
materiales en contacto con los alimentos fabricados a partir de papel
reciclado y cartén, cuyo origen se debe principalmente a las tintas de

impresion aplicadas sobre ellos (Biedermann & Grob, 2010).

3.3. (Dénde han aparecido?

A lo largo de los afios, se han realizado estudios cientificos que han demostrado

la contaminacion de alimentos por MOHs:

1991: contaminacion de avellanas, café, granos de cacao y arroz en bolsas
de yute tratadas con aceites de dosificacion basados en aceites minerales,
para mejorar la flexibilidad del material. Se encontraron niveles de hasta
100 mg/kg de MOHs (Grob et al., 1991a) (Grob et al., 1991b).

1997: contaminacion de leche en polvo para bebés y cereales en cajas de
carton impresas, cuya capa de plastico interna no evitd la migracion. Los
resultados demostraron la presencia de niveles de entre 10 y 150 mg/kg de
MOSH (Droz & Grob, 1997).

2010: contaminacion de envases de carton reciclado sin imprimir (con
niveles de 433 mg/kg de MOSH y 132 mg/kg de MOAH) asi como en una
muestra de arroz envasado en caja de cartdn reciclado (con niveles de 15
mg/kg de MOSH y 4mg/kg de MOAH). Estos niveles no procedian de la
migracion debida a tintas de impresion, barnices o adhesivos, sino que

venian del cartén reciclado.



2010: anélisis de 119 alimentos secos envasados en carton del mercado
aleman después de la recogida, cuatro meses mas tarde y en la fecha de
caducidad o después de dieciséis meses (Vollmer et al., 2011) (Biedermann
et al., 2013). Se observd como en este tiempo ascendia la cantidad de
MOHSs, ademas de que los niveles de migracion maximos fueron de 101
mg/kg de MOSH y 13,2 mg/kg de MOAH (Biedermann et al., 2013).

2012: andlisis de la contaminacion de MOHSs en diferentes tipos de pasta a
través del envase primario (carton reciclado), embalaje secundario y de
fusion en caliente para cerrar el envase. Se observé que los niveles finales
de MOHs estaban determinados por la naturaleza del alimento y que la
concentracion de MOSH y MOAH aumentaba hasta 14,5 y 2,0 mg/kg

respectivamente debido a la contaminacion ambiental (Barp et al., 2015).

2016: analisis de adhesivos de fusion en caliente (ceras, poliolefinas y
resinas de hidrocarburos) debido a su capacidad de liberacion de
hidrocarburos en los alimentos. Se concluyo que las resinas contribuian a la
contaminacion de los alimentos con hidrocarburos en el orden de 1 mg/kg

de alimento (Lommatzsch et al., 2016).

3.4. Toxicidad y exposicion

La toxicidad de los MOHs depende de su composicion quimica, seguin la cual

los MOAH son la fraccion més toxica (Purcaro, Barp y Moret, 2016).

La exposicion de MOHs en humanos deriva en la formacion de

microgranulomas en determinados érganos, asi como en el aumento del peso
del higado y del bazo (EFSA, 2012) (Barp et al., 2017a) (Barp et al., 2017b)

(Cravedi et al., 2017). Ademas, se ha demostrado en los ultimos afios como



varias fracciones de MOSH se han ido acumulando en diferentes tejidos,
destacando el de los ganglios linfaticos mesentéricos y el del bazo, ambos con
concentraciones de hasta 1,4 g de MOSH/kg (Barp et al., 2017a) (Barp et al.,
2017b) (Cravedi et al., 2017) (Barp et al., 2014) (Biedermann et al., 2015).

Algunos MOAH se comportan como carcindégenos genotdxicos y mutagénicos,

por ello se consideran mas preocupantes que los MOSH.

Los valores de exposicion cronica de MOHs en Europa se encuentran en el
rango de 0,03 a 0,3 mg/kg de peso corporal por dia, siendo los consumidores

jévenes los mas implicados. EI 20% de esas cifras corresponde a los MOAH.

Debido a las deficiencias en las bases de datos sobre dosis-respuesta, la EFSA
no ha podido fijar un valor de ingesta diaria admisible (IDA) para estos
compuestos. Sin embargo, considera la exposicion a los MOAH a través de la

alimentacion como una preocupacion potencial (EFSA, 2012).
3.5. Migracion

Para que se produzca la migracion de los MOHSs no es necesario un contacto
directo envase-alimento, ya que se produce a través de la fase gas cuando estos
compuestos se evaporan, condensandose posteriormente en los alimentos
(Lorenzini et al., 2010) (Biedermann et al., 2013). En la migracion estan
presentes numerosos MOHSs de distinta estructura, predominando la ramificada
y la ciclica, la identificacion y cuantificacion de los compuestos individuales es
compleja (Droz & Grob, 1997).

Las principales muestras de alimentos sobre las que se miden los MOHs son
aquellos que se envasan en papel y carton reciclado, ya que estos materiales

estdn frecuentemente contaminados con estos compuestos. También suelen
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medirse en las cajas de transporte en caso de que el envase primario no

proporcione las suficientes propiedades de barrera (Barp et al., 2015).

Los elevados niveles de MOHs detectados en estos materiales han derivado en

el desarrollo de alternativas de embalaje mas seguras:

Sustitucion de las tintas de impresion a base de aceite mineral por tintas de

impresion a base de vegetales.

Barreras funcionales: bolsas internas o recubrimientos de proteccion en la
parte interna del embalaje que reduzcan la migracion en un 99% como
minimo (Biedermann-Brem, Biedermann & Grob, 2016).

En 2014 se estudio la eficacia del uso de barreras en bolsas internas de
envasado de diferente composicion, frente a determinadas sustancias
(diisopropil ftalato, 4-metilbenzofenona, trietil citrato, n-heptadecano y n-
octadecano) (Richter et al., 2014). Los resultados concluyeron que los
materiales de envasado mas adecuados para garantizar la seguridad de los
alimentos eran las bolsas con papel de aluminio por su hermeticidad, y las
compuestas por materiales poliméricos multicapa (politereftalato de etileno
(PET), poliamida (PA), polipropileno (PP), etilvinilacetato (EVA) y alcohol
vinilico de polietileno (EVOH)) por su alta eficiencia como barrera frente a
los compuestos investigados. Otros estudios recomendaron ademas el
poliestireno (PS), la poliactida (PLA) y el celofan como barreras protectoras
contra la migracion de aceites minerales (Biedermann-Brem, Biedermann &
Grob, 2016) (Ewender & Welle, 2016) (Bandera et al., 2016).

Uso de carbon activado como adsorbente integrado en el papel y en el
carton, con el fin de atrapar los contaminantes evitando su migracion a los

alimentos (Smurfit Kappa, 2019).
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- Destintado: se emplea para separar las tintas de impresion de las fibras vy,
posteriormente, retirarlas de la pulpa durante el reciclado del papel y carton,
reduciendo la cantidad de MOHs en un 51-75% (Jamnicki et al. 2015).

3.6. Métodos de andlisis

A pesar de la dificultad que conlleva el andlisis cualitativo y cuantitativo de los
MOHs, tanto en alimentos como en envases en contacto con los alimentos, el
método maés eficaz para llevarlo a cabo es la cromatografia liquida (LC)
acoplada a la cromatografia de gases (GC) con detector de ionizacion de llama
(FID) (EFSA, 2012) (Biedermann & Grob, 2012a) (Barp et al., 2013).

La cromatografia de gases es una técnica empleada para la separaciéon de los
componentes de una mezcla que son arrastrados por un gas inerte (fase movil),
atravesando una columna (fase estacionaria) a distintas velocidades. En funcion
de dicha velocidad, cada molécula tiene una tendencia a interaccionar con la
fase estacionaria 0 a comportarse como un gas desplazandose a la velocidad de
la fase movil. En la cromatografia liquida, sin embargo, la fase movil es un
liquido que circula por la columna (fase estacionaria). Con esta técnica, cada
analito interacciona de una forma determinada con las fases estacionaria y
movil, consiguiendo la separacion de los componentes de la mezcla y permitir

su posterior analisis.

El detector de ionizacion de llama (FID) se encarga de detectar los electrones y
otras particulas cargadas generadas durante la combustion de los compuestos
de carbono eluidos de la columna, modificando la conductividad eléctrica de la
Ilama. Dicha llama estd compuesta de hidrégeno y aire (Ferreira, 2007).

Para una mayor caracterizacion de los MOHSs se emplea la espectrometria de
masas (Biedermann & Grob, 2015). Para conseguir mayor detalle en cuanto a
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los subgrupos v las estructuras de anillo de los MOAH, se combina previamente
la LC con la GC bidimensional (Biedermann & Grob, 2009).

Dado que la cuantificacion de compuestos individuales en las mezclas de
MOHs es practicamente imposible (Biedermann & Grob, 2015), los MOSH se

clasifican segun sus masas moleculares utilizando n-alcanos. De esta forma,

aquellos MOSH que presenten el mismo numero de atomos de carbono

actuaran segun los estandares que definen al grupo (Biedermann & Grob,
2012a) (Biedermann & Grob, 2012b).

3.7. Legislacion

Aunque el uso de aceites minerales en los materiales en contacto con los
alimentos no tiene una reglamentacion especifica, todos los materiales
destinados al envasado de alimentos deben cumplir el Reglamento
CE/1935/2004. Este reglamento establece que cualquier material u objeto
destinado a entrar en contacto directa o indirectamente con alimentos ha de
ser lo suficientemente inerte para evitar que se transfieran sustancias a los
alimentos en cantidades lo suficientemente grandes para poner en peligro la
salud humana, o para ocasionar una modificacion inaceptable de la
composicién de los productos alimenticios o una alteracion de las

caracteristicas organolépticas de éstos (Reglamento 1935/2004).

El Reglamento EU/10/2011 sobre materiales plasticos destinados al
contacto con alimentos incluye una lista de aditivos y monémeros
permitidos en la fabricacion de estos materiales. Ademas, para tratar la
superficie de productos de confiteria (exceptuando el chocolate, la papaya,
los melones, el mango, el aguacate y la goma de mascar) autoriza el uso de
las ceras microcristalinas como aditivo E905 (Tabla 2) (Reglamento
10/2011).
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Tabla 2. MOHs autorizados como aditivos por el Reglamento EU/10/2011.

Viscosity at
Substance SML Average Hydrocarbons
FCM substance No. [ma'kgl MW 100:!: with C<25 Comments
[mm?/s]
Waxes, paraffinic, refined, Restriction: Not to be
derived from petroleum based or synthetic a3 008 >350 =2.5 <40% used for articles in
hydrocarbon feedstocks, low-viscosity contact with fafty foods.
Wanxes, refined, I
derived from petroleum based or synthetic 94 nd. =500 =11 <5% 'j.l,sai F’;‘]g%ﬁf#”&"ﬁl
hydrocarbon feedstocks, high-viscosity i ¥s
White mineral oils, paraffinic, JECFA classification
derived from petroleum based a5 nd. =480 =85 =5% Mineral oil, medium- &
hydrocarbon feedstocks ow-viscosity, class |
Petroleum hydrocarbon resins, Restriction:
hydrogenated, produced by 97 Residual aromatic
polymerization of dienes and olefins monomer = 50 mg/kg

1.d. = not defined

- Recomendacion UE/2017/84 sobre la vigilancia por parte de los Estados
Miembros de los MOHs en los alimentos y en los materiales en contacto
con los alimentos: esta norma implanta el seguimiento de las directrices
especificas proyectadas por el Centro Comun de Investigacion (JRC). Sin
embargo, en ese momento los Estados Miembros tuvieron que colaborar
con el JRC para elaborar dichas directrices, ya que todavia no estaban
publicadas. Es en 2019 cuando el JRC publica la guia de muestreo, analisis
y presentacion de resultados para hidrocarburos de aceites minerales
(MOSH y MOAH) (AECOSAN, 2019) (Recomendacion 2017/84).

- En estos momentos, en Alemania se debaten dos ordenanzas dirigidas a la
prevencion de la migracion de aceites minerales del papel y cartén
reciclados a los alimentos que modifican la Ordenanza sobre bienes de
consumo. Por una parte, el proyecto de la Ordenanza 212 sobre tintas de
impresion (version del 24 de junio de 2016) incluye una lista de sustancias
autorizadas en las tintas de impresién (European Commission, 2019). Por
otra parte, el proyecto de la Ordenanza 222 sobre aceites minerales (version
del 7 de marzo de 2017) recomienda establecer un limite de migracion de
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0,5 mg/kg de MOAH a los alimentos, asi como la introduccién de barreras
funcionales (BMEL, 2019).

En Suiza esta permitido emplear aceites minerales y ceras en la fabricacion
de tintas de embalaje. Ademas, la Ordenanza suiza 817.023.21 prohibe el
papel y carton reciclados como materiales destinados a estar en contacto

directo con los alimentos (The Federal Council, 2019).
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4. Justificacion y objetivos

El objetivo de este proyecto es evaluar la contaminacion por aceites minerales
de envases alimentarios, que pueden migrar a los alimentos suponiendo un
posible riesgo para la salud de los consumidores expuestos si la ingesta es
continuada. Dado que los envases de plastico y de carton son los materiales de
envasado de alimentos que estan contaminados con mayor frecuencia por
aceites minerales, se analizan muestras compuestas por dichos materiales. De
las dos fracciones presentes en los aceites minerales el objetivo se ha centrado

en la deteccion de la fraccion de MOAH por ser la mas toxica.
Para conseguir el objetivo se aplica la siguiente estrategia:

- Aplicar el método de Grob para analizar distintos aceites minerales
mediante cromatografia de gases con detector de ionizacion de llama (GC-
FID). Mediante el método se separaran las dos fracciones de MOSH y
MOAH.

- Estudiar la contaminacion de aceites minerales en diferentes materiales de
envase alimentario (PET y carton) aplicando a las muestras el método de
Grob y GC-FID para detectar su presencia.

- Cuantificacion de la fraccion de MOAH en las distintas muestras

estudiadas.
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5. Desarrollo experimental

El método de Grob consiste en la extraccion de los hidrocarburos de aceites
minerales y separacion de las fracciones de MOSH y MOAH mediante
columnas de extraccion de silica con nitrato de plata. Una vez separadas las dos
fracciones, se analizan mediante cromatografia de gases con detector de Ilama

(FID) para identificarlas y cuantificarlas.

Este proyecto se bas6 en la aplicacion del método analitico de Grob
desarrollado por Kantonales Labor Zurich (KLZH) and the National Reference
Laboratory for Food Contact Materials at the Federal Institute for Risk
Assessment (BfR) (Bundesinstitut Fir Risikobewertung, 2019).

5.1. Muestras

Se analizaron 4 muestras de diferentes aceites para poder caracterizarlos y
comparar los resultados obtenidos con la posible contaminacion de los

materiales de envasado analizados. Dichas muestras corresponden a:

- Oil 1: aceite hidraulico.
- Oil 2: aceite lubricante para diésel y gasolina.
- Oil 3: aceite para bombas rotatorias y de vacio.

- Qil 4: aceite de uso industrial.

Posteriormente se analizaron 5 muestras, dos de envases de carton de diferentes
marcas que estaban en contacto directo con los diferentes alimentos y tres
muestras de PET reciclado proporcionadas por una empresa dedicada al envase

alimentario. Las muestras son las siguientes:

- Muestra 1: envase de carton para cuscus.
- Muestra 2: envase de carton para tapioca.

- Muestra 3: PET 1
17



- Muestra 4: PET 2
- Muestra 5: PET 3

5.2. Reactivos
5.2.1. Mix de patrones internos

El método utiliza un mix de patrones durante todo el proceso con diferentes
finalidades. Estos patrones analiticos son los incluidos en la Tabla 3 y fueron

adquiridos en Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia).

Tabla 3. Tabla de patrones analiticos y concentracion final de cada uno en el mix.

Reactivo Abreviacion Concentracion en el mix
1-metilnaftaleno 1 MN 350 ppm
2-metilnaftaleno 2 MN 350 ppm
1,3,5-triterbutilbenzeno TBB 350ppm
Perileno PER 700 ppm
Pentilbenceno 5B 350 ppm

El 1 MN y el 2 MN son los patrones de mayor importancia dado que se
emplean para el céalculo de los MOAH. Ambos compuestos se afiaden a la
misma concentracion y deben de tener areas idénticas. Si esto no ocurre, se

emplea para el calculo el pico de menor tamafio.

La finalidad de la adicion de TBB es controlar la separacion de la fracciones
MOSH/MOAH vy la incorporacion del 5B determina la posible pérdida de
sustancias volatiles. Para identificar el final de la fraccion de los MOAH se
utiliza el PER.
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5.2.2. Disolventes para la extraccion de muestras

Para la extraccion de muestras de carton, se prepard una disolucién de etanol y
hexano 1:1 (v/v). Sin embargo, para las muestras de PET y la dilucion de los
aceites se emple6 solo hexano. Ambos disolventes fueron adquiridos en
Scharlab S.L. (Barcelona, Espafia).

5.2.3. Gely eluyentes para la preseparacion de la muestra

Para el proceso de extraccion y separacion de los hidrocarburos en las
columnas, se hizo uso de dos disoluciones diferentes (A y B), asi como de un
gel de silica con nitrato de plata suministrado por Sigma-Aldrich (Madrid,
Espana).

El eluyente A era hexano, mientras que el eluyente B se elabor6é con 20 mL de
diclorometano y 5 mL de tolueno enrasando con hexano hasta los 100 mL en el
matraz. Estos disolventes fueron comprados en Scharlab S.L. (Barcelona,

Espafia).

Para obtener el gel de silice final, se empled un 10% de gel de silica altamente
activado mezclado con un 0,33% de un gel de silica recubierto de nitrato de
plata. Esta mezcla se introdujo en crisoles de porcelana, los cuales fueron

introducidos en un horno de mufla a 300°C durante 24 horas.
5.3. Técnicas de analisis

Para el analisis de las muestras se empled el modelo de GC-FID Trace GC Ultra
(Thermo Electron Corporation, Milédn, Italia) que incluia un detector de

ionizacion de llama (FID), ademas de un automuestreador AS 300.

Se inyectd 1 puL de cada muestra a 250°C en modo spitless, empleando una
columna analitica HP-5 de Algien Technoligies de 60 m x 0,25 mm i.d. y 0,25

um de espesor de pelicula.
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La temperatura del horno permanecioé 2 minutos a 50°C al inicio del programa,
aumentando posteriormente hasta los 320°C con una velocidad de 20°C/minuto
y manteniéndose a dicha temperatura durante 15 minutos. Se empled helio al
99,999% como gas portador, cuyo caudal fue de 2,0 mL/minuto. Finalmente, el

recorrido integro del programa se complet6 en 30,5 minutos.

Para poder obtener y analizar los datos de dicho proceso, se empleé el software
Chrom-Card GC (Thermo Electron). A partir de este programa, se obtuvieron
los cromatogramas de cada muestra y se calcularon las areas necesarias para
conocer la concentracion de MOAH en la muestra, en base a la siguiente

formula:

B (Area yoan - Concentracion vy )
Concentracion ygay muestra (ppm) =

Area 1 MN

Donde 1 MN es el patrdn interno 1-metilnaftaleno.

5.4. Desarrollo experimental

5.4.1. Tratamiento previo de la muestra

Dado que las muestras estaban compuestas por diferentes materiales, cada tipo
de material tuvo un tratamiento previo y se llevd a cabo un blanco para cada

muestra.

- Aceites: las muestras de aceite se diluyeron en hexano, por lo que se
tomaron 50 mg de aceite para cada réplica, afladiendo hexano hasta llegar a
1000 mg, ademas de 20 pL del mix.

El blanco se realizé siguiendo el mismo proceso pero sin afiadir muestra.

- Cartdn: de cada muestra se pesaron 2 g de carton para cada réplica, el cual
se recortd en cuadrados de aproximadamente 0,5 cm de lado, evitando los
trozos que pudieran contener adhesivos ya que modificarian el contenido en

hidrocarburos (Imagen 1). Una vez recortados, se pesaron en tubos de vidrio
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con tapon de rosca y se les anadié 20 puL del mix y 18 mL de disolucion
etanol/hexano 1:1 (v/v) a cada uno. Los tubos se agitaron en el ultrasonidos
durante 10 minutos y se dejaron reposar durante 2 horas (Imagen 2). Una
vez pasado ese tiempo, se separd el carton del liquido (Imagen 3), se
tomaron 4 mL del extracto y se agitaron con 10 mL de agua ionizada para
eliminar el etanol. Una vez separadas las fases (Imagen 4), se tomd la capa
de hexano sobrenadante (Imagen 5).

Para el blanco, se llevé a cabo el mismo procedimiento sin afiadir carton en

los tubos.

Imagenes 1, 2, 3, 4 y 5. Proceso de tratamiento de las muestras de carton.

PET reciclado: el tratamiento de las muestras de plastico reciclado se realizé
mediante un extractor Soxhlet. Para ello, se pesaron 35 g de muestra para
cada réplica, repartidos en 3 cartuchos de celulosa (Imagen 6) y se le
adicionaron 20 pL del mix a uno de ellos. A continuacion, se introdujeron
en el extractor con 250 mL de hexano, donde permanecieron 24 horas
(Imagen 7). Pasado este tiempo, se colocaron los balones de cristal que
contenian la muestra en el rotavapor a 40°C para concentrarlas hasta 1 g
(Imagen 8). Los cartuchos de celulosa se adquirieron en Scharlab S.L.
(Barcelona, Esparia).

Para obtener el blanco, se siguieron los mismos pasos pero se introdujeron

en el Soxhlet los cartuchos de celulosa vacios.
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Iméagenes 6, 7 y 8. Proceso de tratamiento de las muestras de PET.

5.4.2. Extracciény separacion de los MOAH

Antes de comenzar con el proceso de extraccion y separacion, se limpi6 todo el
material para eliminar la posible contaminacion del mismo, de acuerdo al

siguiente procedimiento:

1. Lavado con jabon y agua destilada a partir del sistema de purificacion de
agua Ultramatic GR (Wasserlab, Espafia). Secado en estufa.

2. Lavado con metanol, suministrado por Scharlab S.L. (Barcelona, Espafia).

3. Lavado con acetona, abastecido por Scharlab S.L. (Barcelona, Espafia).

4. Lavado con hexano y secado en estufa.

A continuacion, se prepararon las columnas introduciendo fibra de vidrio al
fondo, 3 g de silica y 1g de sulfato de sodio anhidro para absorber la humedad
de la muestra, en este orden. La parte de la columna que contenia la silica se
envolvio en papel de aluminio para evitar su oxidacion durante el
procedimiento y se colocaron debajo los tubos de vidrio que recogian las
distintas fases (Imagen 9). La fibra de vidrio fue comprada en Supelco
(Bellofonte, USA), mientras que el sulfato de sodio anhidro se obtuvo de

Scharlab S.L. (Barcelona, Espafia).
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Imagen 9. Preparacion de las columnas para la extraccion y separacion de los
hidrocarburos de aceites minerales.

Una vez preparadas las columnas, se llevaron a cabo los siguientes pasos:

1) Acondicionamiento. Se adicionaron 5 mL de eluyente A (hexano) en la

columna y, antes de que se secara la silica, se afiadieron otros 5 mL de la

misma disolucién.

2) Adicion de la muestra. Una vez pasados los 10 mL de eluyente A por la

3)

4)

columna, se incorporaron 0,2 g en el caso del extracto de carton, y 1g tanto
para las muestras de PET como para los aceites.

Extraccion del volumen muerto. Pasada la muestra por la silica, se
adicionaron 2 mL de eluyente A.

Extraccion de MOSH. A continuacion, se cambiaron los tubos de cristal
que recogian el extracto por otros identificados para la recogida de los
MOSH. La extraccion de esta fase se llevo a cabo afiadiendo 4 mL de
eluyente Ay, una vez recogidos, se introdujeron 6 mL de eluyente B (5 mL
de tolueno, 20 mL de diclorometano y enrasar hasta los 100 mL con

hexano).
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5) Extraccion de MOAH. Con la fase de MOSH ya recogida, se cambiaron de
nuevo los tubos de cristal por otros identificados para la recogida de los
MOAH. Esta nueva fraccion se extrajo mediante la adicion de 12 mL de
eluyente B realizada en dos partes (2 x 6 mL), y recogiendo el extracto hasta

que la silica quedara seca.

Con ambas fases ya separadas, se pesaron todos los tubos de MOAH obtenidos
y se concentraron hasta 1 g en un evaporador a 40°C con flujo de nitrogeno

bajo.
5.4.3. Analisis de MOAH

El siguiente paso a la concentracion de los extractos de MOAH de las distintas
muestras fue llenar los viales con cada muestra para cuantificarlos en el GC-
FID sacando las areas de los MOAH en los cromatogramas (Imagenes 10, 11y

12). Dichos viales se compraron en Scharlab S.L. (Barcelona, Espania).

Imagenes 10, 11y 12. Analisis de muestras en el GC-FID.

24



6. Resultados y discusion

6.1. Resultados muestras de aceites

6.1.1. Cromatogramas

Figura 1. Cromatograma del blanco obtenido para las muestras de aceites.
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Figura 2. Cromatograma obtenido del analisis de la muestra Oil 1.
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Figura 3. Cromatograma obtenido del analisis de la muestra Oil 2.
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Figura 4. Cromatograma obtenido del anélisis de la muestra Oil 3.
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Figura 5. Cromatograma obtenido del andlisis de la muestra Oil 4.
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6.1.2. Tabla de resultados y discusion

A partir de los cromatogramas de las muestras de aceites, se obtuvo el area de
los MOAH que contenia cada una de ellas, asi como la del patron 1 MN. Estos
datos se recogieron en una hoja de calculo junto con las concentraciones de 1
MN para sustituirlos sobre la formula citada anteriormente y conseguir la
concentracion de MOAH presente en cada muestra. A continuacion, se calcul6
el porcentaje de los MOAH presente en 1 ul. de muestra introducida en el

cromatografo (Tabla 4).

Tabla 4. Tabla de resultados de las muestras de aceites.

i i Concentracion
Muestra Area MOAH Areal MN %
MOAH (ng/g)
Oil 1 20707420000 8127039,67 231538,40 23,15+ 7,00
Oil 2 3431564333 4084805,67 102740,69 10,27+1,91
Oil 3 5460785667 4128910,33 156078,13 15,61+ 1,62
Oil 4 27734730000 14130915 199178,63 19,92 + 6,58

Los resultados obtenidos mostraron que la concentracion de MOAH en los
distintos aceites minerales de uso industrial variaba considerablemente. Las
desviaciones de los datos fueron considerables debido a la probabilidad de error

que conlleva el uso de un método tan manual como es el de Grob.

Finalmente, estas concentraciones reafirmaron que la cantidad de MOAH en los
aceites puede llegar a ser de hasta un 35%, ya que ninguna de muestras

analizadas superd ese limite.
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6.2. Resultados muestras de envases
6.2.1. Cromatogramas

Figura 6. Cromatograma del blanco obtenido para las muestras de carton.
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Figura 7. Cromatograma obtenido del analisis de la muestra 1 (envase de cartén para
cuscus).
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Figura 8. Cromatograma obtenido del analisis de la muestra 2 (envase de carton para
tapioca).
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Figura 9. Cromatograma del blanco obtenido para las muestras de PET.
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Figura 10. Cromatograma obtenido del analisis de la muestra 3 (PET1).
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Figura 11. Cromatograma obtenido del analisis de la muestra 4 (PET2).
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Figura 12. Cromatograma obtenido del analisis de la muestra 5 (PET3).
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6.2.2. Tabla de resultados y discusion

A partir de los cromatogramas resultantes del anlisis de las diferentes muestras
de envases destinados al contacto directo con los alimentos, se tomaron los
datos sobre el area de los MOAH y del patrén 1 MN en cada una de ellas. Una
vez recogidos, se llevaron a una hoja de calculo junto con las concentraciones
de 1 MN, y se sustituyeron sobre la formula citada anteriormente para conseguir
la concentracién de MOAH presente en cada muestra. Los resultados obtenidos

fueron:
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Tabla 5. Tabla de resultados de las muestras de envases.

; ; Concentracion
Muestra Area MOAH Area 1l MN
MOAH (ng/g)
Muestra 1 - - -
Muestra 2 - - -
Muestra 3 123182120 3032613 0,1962 + 0,0400
Muestra 4 10795786 259796650 0,0002 + 0,0001
Muestra 5 - - -

Comparando los cromatogramas de las muestras de cartén 1y 2 (Figuras 7 y 8)
con su blanco correspondiente (Figura 6), se observd que ninguna de ellas
contenia MOAH. Por lo tanto, dichas muestras no presentaban signos de estar

contaminadas por aceites minerales.

Por otro lado, al comparar los cromatrogramas de las muestras de PET 3y 4
(Figuras 10 y 11) con su blanco (Figura 9), se distingui6 una ligera presencia de
MOAMH. Sin embargo, en la muestra 5 (Figura 12) no se detectd la presencia de
estos compuestos.

Las concentraciones de MOAH encontradas en las muestras de PET se
encontraron en un rango entre 0,0002 y 0,1961 mg/kg. Comparando estos
resultados con los encontrados en envases de cartdn reciclado sin imprimir en
2010 (132 mg/kg de MOAH), o en envases de carton reciclado para pasta en
2012 (2,0 mg/kg de MOAH), las muestras analizadas en este proyecto no

supondrian un riesgo para los consumidores.

31




Conclusiones
Los resultados obtenidos tras el andlisis de diferentes aceites minerales de
uso industrial confirmaron que la presencia de MOAH en dichos materiales

es de hasta un 35% con respecto al total de los MOHs.

La presencia de MOAH en los materiales de envasado analizados fue

negativa en el caso del cartdn y positiva en dos muestras de PET.

La cantidad de MOAH en las muestras de PET presentaban rangos de
concentracion mas bajos con respecto a los encontrados durante estos afios

en envases alimentarios.

El método desarrollado ha resultado ser atil para el estudio de la
contaminacion de envases alimentarios con aceites minerales. Sin embargo,
es un método que precisa mucho tiempo tanto para el tratamiento previo de
la muestra como para la extraccion y separacion de los MOAH en las
columnas. Ademas, al ser un método tan manual, la probabilidad de error es

mayor que en los métodos que estan méas automatizados.
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. Conclusions

. The results obtained from the analysis of different mineral oils for industrial
uses confirmed that the presence of MOAH in these materials is up to 35%
of the total MOHs.

. The presence of MOAH in the analyzed packaging materials was negative

in case of carton samples and positive in two PET samples.

. The amount of MOAH in PET samples showed lower concentration levels

compared to the ones found during these years ago in food packaging.

. The method developed has been useful for the study of food packaging
contamination with mineral oils. However, it’s a time-consuming method
for pretreatment of the samples and also for extraction and separation of
MOAH in columns. Moreover, being such a manual method, the probability

of error is higher than in methods that are more automatized.
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9. Valoracién personal

Realizar este proyecto ha sido una oportunidad para poder poner en practica los
conocimientos que he adquirido a lo largo del grado en diversas asignaturas
tales como quimica general, analisis quimico, técnicas instrumentales,
legislacion, tecnologia de los alimentos, etc. Ademas, me ha permitido
profundizar en la cromatografia, conocer las distintas formas de extraer los
aceites minerales de las muestras y de la importancia que tiene la prevencion de

la contaminacion de estos compuestos sobre la salud de las personas.

Considero que realizar el Trabajo de Fin de Grado de forma experimental es de
gran ayuda para poder adquirir una mayor autonomia en el laboratorio,
enfrentandote a los diversos problemas que pueden surgir a lo largo de su
desarrollo y aumentando tu capacidad de decision a la hora de resolverlos.
También es beneficioso a la hora de mejorar en la busqueda y seleccion de
informacion fiable, asi como de saber como redactarla de forma logica y

ordenada.
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