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Todo pasa por algo, y si no pasa también es por algo.

Nada sucede por casualidad,
en el fondo las cosas tienen su plan secreto,

aunque nosotros no lo entendamos.

Carlos Ruiz Zafon
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CAriTUuLO 1

INTRODUCCION Y OBJETIVOS



Vivir bien es, entre otras cosas, vivir despierto, vivir con los ojos abiertos, darse
cuenta de quienes somos y donde estamos, practicar la virtud de la lucidez.

Vivir bien implica dar rienda suelta a nuestra curiosidad, asumir nuestra
dimension espiritual y participar en la aventura intelectual de nuestro tiempo.

En efecto, a pesar de todos sus horrores, nuestro tiempo es una
época dorada del espiritu, una fiesta del conocimiento.

Jesus Mosterin

Ciencia viva. Reflexiones sobre la aventura intelectual de nuestro tiempo
Espasa, 2001




CAPITULO I

I.1. Marco normativo de una tesis doctoral

La presentacion y defensa de esta memoria preceptiva para poder obtener el
grado académico de doctor se realiza en el dmbito legal definido por el Real
Decreto 99/2011, de 28 de enero, por el que se regulan las ensefianzas oficiales de
doctorado en Espaiia. El articulo quinto del Real Decreto 99/2011 relaciona las
competencias que debe adquirir un doctorando durante su formacién como
investigador:

1.  Comprension sistematica de un campo de estudio y dominio de las habilidades
y métodos de investigacion relacionados con dicho campo.

2. Capacidad de concebir, disefiar o crear, poner en practica y adoptar un proceso
sustancial de investigacion o creacion.

3.  Capacidad para contribuir a la ampliacién de las fronteras del conocimiento a
través de una investigacion original.

4.  Capacidad de realizar un analisis critico y de evaluacién y sintesis de ideas
nuevas y complejas.

5. Capacidad de comunicacion con la comunidad académica y cientifica y con la
sociedad en general acerca de sus ambitos de conocimiento en los modos e
idiomas de uso habitual en su comunidad cientifica internacional.

6. Capacidad de fomentar, en contextos académicos y profesionales, el avance
cientifico, tecnoldgico, social, artistico o cultural dentro de una sociedad basada
en el conocimiento.

Ademas, la obtencion del titulo de doctor debe proporcionar una alta capacitacion
profesional en ambitos diversos, especialmente en aquellos que requieren creatividad
e innovacion. Los doctores habran adquirido, al menos, las siguientes capacidades y
destrezas personales para:

1.  Desenvolverse en contextos en los que hay poca informacion especifica.

2. Encontrar las preguntas claves que hay que responder para resolver un problema
complejo.

3. Disefiar, crear, desarrollar y emprender proyectos novedosos e innovadores en
su ambito de conocimiento.

4. Trabajar tanto en equipo como de manera autbnoma en un contexto
internacional o multidisciplinar.

5.  Integrar conocimientos, enfrentarse a la complejidad y formular juicios con
informacion limitada.

6. Lacritica y defensa intelectual de soluciones.

—
()]
—



Introduccién y objetivos

La adquisicion de estas competencias conduce a hacer viable, desde el punto de vista
del doctorando, la afirmacion contenida en el predmbulo del mismo Real Decreto: "E/
doctorado debe jugar un papel fundamental como interseccion entre el Espacio de
Educacion Superior y el Espacio Europeo de Investigacion, ambos pilares
fundamentales de la sociedad basada en el conocimiento".

Es decir, la formacion doctoral debe procurar que el futuro doctor sea capaz de
responder a una cuestion nunca antes planteada. Esto es clave para actuar de forma
eficiente en el ambito de la investigacion, el desarrollo y la innovacion.

La investigacion recogida en esta Tesis Doctoral, se ha desarrollado en la Universidad
de Burgos, en el Area de Quimica Analitica del Departamento de Quimica, y por ello,
en el contexto del Codigo de Buenas Précticas de la Escuela de Doctorado. Este
cédigo tiene como finalidad promover que el proceso de formacion de investigadores
se desarrolle en las mejores condiciones y concluya satisfactoriamente en la defensa
de una Tesis Doctoral con el rigor cientifico exigible al pensamiento universitario. El
articulo cuarto del predmbulo afirma: "Se parte de una concepcion antropologica en
virtud de la cual el mundo de la investigacion, el progreso cientifico y el avance del
conocimiento debe plegarse al servicio del ser humano y al respeto escrupuloso a la
dignidad de la persona y a la razon, teniendo en cuenta el acervo historico-cultural
comun, el cuidado del medioambiente y la sostenibilidad como parametros rectores
de actuacion. Este Codigo de Buenas Practicas invoca, pues, postulados morales
complementando o inspirando la filosofia que debe animar al ambito formal de la
legislacion en materia de investigacion".

En resumen, la formacion doctoral no solo ha de contribuir a formar en competencias
a las personas que lideraran el avance en el conocimiento y su transferencia a la
sociedad, a la innovacion y al desarrollo, sino que, ademas, ha de contribuir al
crecimiento moral del doctorando para que el ejercicio de su liderazgo profesional sea
ejemplar.

1.2. Contextualizacion

Una de las finalidades de la Quimica Analitica es la identificacién inequivoca y la
cuantificacion de sustancias de interés en el ambito econéomico, ambiental o de la
seguridad alimentaria. Esto supone un conflicto, nunca resuelto del todo, al
enfrentarnos a la matriz en el que se encuentran estos analitos y como todo conflicto
requiere instrumentos, tactica y estrategia para resolverlo.

En el diccionario, estrategia y tactica aparecen definidas en un contexto militar, pero
su significado es aplicable a cualquier tarea necesaria para resolver un conflicto. Se
puede afirmar que estrategia es el arte para dirigir un asunto y tactica es arte de
disponer y emplear los instrumentos para una tarea. Los libros de Analisis Quimico
en general se centran en describir las "tacticas" analiticas propias del Area

—
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CAPITULO I

(espectroscopia, cromatografia, etc.), mientras que la "estrategia" trata de aspectos
mas generales y sobre todo de la cuestion de qué tactica y cuando usarla.

La estrategia en Quimica Analitica, en el sentido antes mencionado, se ha impuesto
por lanecesidad de manejar sefiales multivariantes y/o multivia, por lo que el conflicto
al que se enfrenta todo analista, identificar y cuantificar analitos, se desarrolla en
medios siempre complejos que exigen combinar esfuerzos tacticos (por ejemplo,
empleo de técnicas cromatograficas con detectores multivariantes). Y por supuesto,
no tiene sentido separar el uso de los instrumentos del analisis de los datos que los
mismos nos proporcionan. Una vez definido el problema analitico es necesario tener
presente la estructura de los datos experimentales y su relacion con la finalidad de la
investigacion. Necesitamos tener la seguridad de que los datos son relevantes para el
problema que queremos resolver y que el problema es relevante como objetivo
cientifico. Es mejor que el andlisis de nuestros datos conduzca a una respuesta
aproximada a la cuestion propuesta, que un magnifico analisis para una cuestion mal
planteada.

En lo referente a los analisis de datos, no es razonable la adhesion ciega a una
estrategia que se supone consolidada, pero tampoco lo es demostrar la destreza en el
manejo de datos mediante el uso indiscriminado de tacticas exoticas. Se tiene que
buscar la aproximacion mas simple y efectiva, sobre todo para evitar que la respuesta
sea un completo artefacto matematico.

Sin duda la estrategia en el ambito del andlisis quimico estd asociada a la
Quimiometria, que siempre sugerira el uso de sefiales multivariantes y/o multivia. El
uso, de informacion multivariante y de las optimizaciones multirrespuesta permite
convertir en informacién util la ingente cantidad de datos proporcionada por la
instrumentacion moderna.

En este contexto, biisqueda de estrategias necesarias que organizan las tacticas para
resolver el conflicto permanente de identificar y cuantificar inequivocamente analitos,
se desarrolla la investigacion recogida en esta memoria.

L.3. Objetivos

Objetivo general. Disefiar procedimientos de medida cromatograficos con bajo coste

economico y medioambiental, utilizando como marco de referencia la reglamentacioén
legal en el campo de los migrantes. Haciendo especial hincapié¢ en lo referente a la
identificacion inequivoca de los mismos junto con el cumplimiento de los criterios de
funcionamiento de los métodos analiticos siguiendo normativas europeas. Se
utilizaran y/o desarrollaran distintas herramientas quimiométricas multivariantes
(PARAFAC, PARAFAC?2, disefios D-6ptimos, frente Pareto, algoritmos genéticos,
coordenadas paralelas) para obtener la informacion contenida en los datos quimicos.




Introduccién y objetivos

Este objetivo general se desglosa en seis objetivos especificos:

1.

Desarrollar una metodologia sostenible que permita ahorrar costes tanto
economicos como medioambientales cuando se utiliza una técnica
cromatografica (HPLC-FLD y HPLC-DAD) en la determinacion de fenol y
bisfenoles (en material en contacto con alimentos, juguetes y material clinico).

Abordar el problema de la identificacion inequivoca y de la cuantificacion
cuando se hacen ensayos de migracion de formaldehido y melamina desde
material que va a estar en contacto con los alimentos, y en cuyos extractos de
migracion se espera encontrar interferentes que coeluyan y posean espectros
similares cuando se utiliza una técnica de HPLC-DAD. Se utilizara la técnica
quimiométrica PARAFAC (PARAFAC2) para aprovechar la "ventaja de
segundo orden" que tienen las mismas.

Proponer y evaluar la ventaja de utilizar una descomposicion PARAFAC
(PARAFAC?2) para construir las curvas cinéticas de migracion con datos de
cromatografia liquida cuando se va a determinar melamina desde utensilios de
cocina de resina de melamina.

Comprobar que existe sobreestimacion de la cantidad migrada desde los
materiales en contacto con los alimentos (FCM, por sus siglas en inglés) al
simulante cuando se utiliza un método univariante para realizar los calibrados
"area de pico versus concentracion" en vez de utilizar la metodologia
multivariante proporcionada por las descomposiciones PARAFAC utilizando
"loading muestral versus concentracion" en matrices complejas donde coeluyan
interferentes.

Desarrollar nuevas metodologias de disefio de experimentos y de inversion de
modelos de prediccion en variables latentes, en el &mbito de la Calidad Analitica
Disefiada (AQbD). Se propondran las caracteristicas deseadas para el
cromatograma en el denominado "perfil analitico objetivo" (ATP) para obtener
los "parametros de control del método" (procedimiento cromatografico) (CMP)
y se aplicard a la determinacion de una familia de cinco bisfenoles con una
técnica de HPLC-DAD.

Comparar las distribuciones de poblaciones de concentracion encontrada en
ensayos de migracion hechos con vasos de policarbonato "libre de bisfenol A"
frente a las obtenidas con blancos analiticos para poder evaluar estadisticamente
las probabilidades de dar falsos positivos o falsos negativos con los
procedimientos analiticos que se han puesto a punto.

—
(o2¢]
—
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1.4. Contenido

La memoria recoge los contenidos de los objetivos mencionados en la seccion anterior
y esta organizada en ocho capitulos ademas de esta introduccion.

El Capitulo II se dedica a describir el marco legal y las sustancias analizadas en esta
memoria. Se resefian aspectos de las normativas sobre migrantes, tanto en materiales
en contacto con alimentos, FCM, asi como en otras sustancias como juguetes. Se
detalla la normativa sobre ensayos de migracion y dependiendo del tipo de alimento
que vaya a estar en contacto con el FCM se indican los tipos de simulantes
establecidos en el Reglamento 10/2011 junto con las condiciones de ensayo de
migracion. Para finalizar, se describen las sustancias determinadas y los posibles
efectos nocivos para la salud humana, ya que muchos de ellos son agentes
posiblemente mutagénicos como el fenol, carcinogénicos (melamina y formaldehido)
o disruptores endocrinos (bisfenol A) y otros cuatro bisfenoles pendientes de
clasificacion.

El Capitulo III, continia con los aspectos mdas relevantes de las técnicas
quimiométricas utilizadas en el desarrollo de todos los trabajos de investigacion
contenidos en la memoria (Capitulos V a VIII). Después de una revision exhaustiva,
se hace especial hincapi¢é en la importancia que tiene la técnica de
PARAFAC/PARAFAC?2 por su "propiedad de segundo orden" para poder identificar
inequivocamente las sustancias de interés cumpliendo con la reglamentacion legal. Se
describe como realizar un disefio D-6ptimo por su importancia en la reduccion del
numero de experimentos a realizar en el laboratorio, lo que incide en la reduccion del
coste, tanto desde el punto de vista econdmico como medioambiental. Se expone qué
es y como se obtiene un frente Pareto de soluciones optimales, para finalizar
el capitulo hablando de la Tecnologia Analitica de Procesos (PAT) y Calidad
Disefiada (QbD) y su paralelismo con la AQbD (Calidad Analitica Disenada)
en procedimientos analiticos cuando se utiliza una técnica cromatografica
(HPLC-DAD/HPLC-FLD).

El Capitulo IV, es una mera descripcion de la técnica instrumental utilizada en el
desarrollo de los trabajos.

Los Capitulos V a VIII, muestran los resultados de la investigacion realizada. Todos
tienen la misma estructura, un breve resumen, una introduccion que contiene una
revision bibliografica mostrando el estado del arte de la investigacion en cada caso,
una descripcion de la parte experimental, para acabar con los resultados y las
conclusiones.

El Capitulo V, describe un procedimiento sencillo para optimizar un método
cromatografico para determinar bisfenol A y fenol, mediante cromatografia liquida
con deteccion fluorescente. Se utiliza un diseno de experimentos de varios factores a
diferentes niveles, y en las condiciones optimizadas se determina el contenido de fenol
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Introduccién y objetivos

y BPA migrado desde juguetes utilizando dos simulantes diferentes. Asimismo se han
determinado ambos analitos en ampollas de suero fisioldgico y bolsas de suero salino
para uso médico.

El Capitulo VI a su vez se subdivide en tres epigrafes, con identidad propia cada uno
de ellos, pero con un nexo comun, el analisis de migrantes en utensilios de resina de
melamina-formaldehido.

En el Epigrafe VLI se recogen los resultados obtenidos de ensayos de migracion de
melamina y formaldehido y de las cinéticas de migracion encontradas para utensilios
de cocina de resina de melamina. El trabajo muestra que la cantidad acumulada de
melamina y formaldehido alcanzo los limites de migracion especifica, incluso cuando
el nimero de ciclos realizados no era elevado.

En el Epigrafe VLIl se muestra la importancia del uso de la metodologia multivia
cuando se analizan matrices complejas, para resolver problemas de interferentes que
coeluyen junto a la melamina, que muestran absorcion en el mismo rango espectral,
en determinaciones realizadas mediante HPLC-DAD. En este caso la matriz proviene
de la migracién en recipientes de cocina ("melaware") empleando simulante
alimentario.

En el Epigrafe VLIII se realiza un andlisis para contrastar los valores obtenidos
mediante un analisis univariante convencional (utilizando las areas de pico como
respuesta) y los procedentes de la descomposicion PARAFAC/PARAFAC2. La
comparativa muestra que hay una sobreestimacion de la concentracion de melamina
cuantificada cuando se utiliza un analisis univariante.

El Capitulo VII, muestra un nuevo enfoque basado en la inversion de un modelo PLS2
para buscar un perfil analitico predeterminado (ATP) que se ha aplicado en la
determinacion de cinco bisfenoles mediante HPLC-DAD. Se logra mediante lo que se
conoce como Calidad Analitica Disefiada, es decir, encontrar qué valores de la fase
movil ternaria y del flujo de la misma (factores del procedimiento) han de ser
seleccionados para obtener unas caracteristicas predefinidas en el cromatograma
consiguiendo que la resolucion entre picos contiguos sea excelente y ademas un
tiempo de analisis corto. En el capitulo se desarrolla por completo desde el disefio del
D-6ptimo inicial para elegir los cromatogramas con los que construir el modelo PLS2,
hasta la inversion del mismo utilizando un algoritmo genético para obtener el frente
Pareto de las soluciones optimales.

El Capitulo VIII, con la metodologia puesta a punto en el capitulo anterior se realizan
ensayos de migracion desde vasos de policarbonato "libre de bisfenol A" segun su
etiquetado. Se muestra la comparacion entre poblaciones (concentraciones) obtenidas
de blancos analiticos y las de las muestras resultantes de los test de migracion. Esta
comparacion se ha realizado ajustando las distribuciones de probabilidad para ambas
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CAPITULO I

poblaciones (blancos analiticos y muestras de test de migracion) para cada uno de los
cinco bisfenoles analizados.

Las conclusiones se recogen en el Capitulo IX de la memoria, figurando al final de la
misma las tres publicaciones que han dado origen los trabajos de investigacion y otros
dos articulos que estan en este momento en proceso de revision, asi como los
congresos en los que se ha participado y algunos otros trabajos de divulgacion
cientifica.
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MARCO LEGAL Y SUSTANCIAS ANALIZADAS



CAPITULO II

I1.1. Migracion

I.1.1. Proceso de migracion

El término migracion se define de forma generalizada como movimiento o
desplazamiento, y puede aplicarse en el ambito de las especies animales, los humanos,
la informatica y la ciencia [1].

En el campo cientifico se entiende por migracion el movimiento de particulas
pequefias (4tomos, iones, moléculas) desde una matriz relativamente estatica hacia
fuera de la misma. En este proceso ocurre el transporte o transferencia de masa pero
también de energia (térmica) e intervienen diversos fendémenos sujetos a un control
cinético y termodinadmico, algunos fisicos como la difusion (que puede describirse
mediante la segunda Ley de Fick) o la conduccion, pero también quimicos como
pueden ser las fuerzas de van der Waals [2-4].

Este término por tanto, puede aplicarse al movimiento de contaminantes hacia los
alimentos desde cualquier material que se encuentre en contacto con los mismos,
entendiendo como "en contacto" la existencia de alguna via (aunque no signifique
implicitamente un contacto fisico) a través de la cual se produce la transferencia de
masa desde la matriz al exterior [2]. De aqui en adelante el acronimo FCM se utilizara
para hacer referencia a todos los materiales y articulos destinados a entrar en contacto
con alimentos, iniciales que provienen del inglés Food Contact Materials.

Existen multiples factores que influyen en la migracion de sustancias quimicas desde
los FCM a los alimentos, los cuales se pueden agrupar en cinco categorias [3-6]:

n Naturaleza del FCM.

En el proceso de migracion pueden influir propiedades como tamafio, forma o
grosor del material, cuyos parametros modifican los coeficientes de particion
y de distribucion, los cuales dependen a su vez de la concentracion del
migrante. Ademas, factores intrinsecos como la naturaleza, localizacion,
movilidad y reactividad molecular, asi como el grado de cristalinidad del
material, también afectan a la transferencia de masa.

Segun la movilidad de los migrantes se puede distinguir tres tipos de
materiales [3] (ver Figura I1.1).

(A)  Materiales impermeables.

Metal, vidrio y ceramica pertenecen a este grupo, que podria
considerarse como materiales "duros". No existe migracion desde el
interior, Unicamente se limita a un fendmeno superficial.

(B)  Materiales permeables.
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En esta categoria se incluyen los materiales "plésticos" como cauchos,
elastomeros y plasticos en general. La migracion tiene lugar tanto
desde la superficie como desde el interior del material.

(C)  Materiales porosos.

Este grupo lo forman materiales de papel y cartdon, que presentan una
estructura a modo de red abierta por cuyos huecos migran con rapidez
las moléculas, sobre todo aquellas de bajo peso molecular.

A) () ©)
Material Alimento Material Alimento Material Alimento
e T— . ! — . G R .
M y y
Al T = A T T T > /AR B >

Figura II.1. Clasificacion de los materiales en contacto con alimentos segin la movilidad

de los migrantes desde la matriz hacia el exterior.

Por otro lado, para los FCM multicapa se debe considerar también que la
presencia de una capa barrera puede retrasar o evitar que ocurra la migracion.
Sin embargo, en ocasiones durante la comercializacion de estos materiales la
superficie de contacto con los alimentos se almacena en contacto con la
superficie que no estd en contacto con los alimentos, situacion que puede dar
lugar a la transferencia de sustancias, conocida como migracion "set-off" [7].

Naturaleza del alimento.

Sus propiedades fisicas (por ejemplo, el estado liquido o sélido) y quimicas
son factores determinantes en el proceso de migracion. Destaca por ejemplo el
contenido en grasa.

Naturaleza del migrante.

La diferente solubilidad segin la categoria de alimento (acuoso, acido,
alcoholico, graso o seco) es uno de los aspectos influyente en el proceso de
migracion.

Caracteristicas del contacto.

En la migracion influye el tipo de contacto (directo o indirecto, fisico o no),
asi como la diferencia de viscosidad entre los dos medios (FCM y alimento).
La superficie de contacto también es relevante, sobretodo en proporcion al
volumen del alimento.
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n Condiciones del contacto.

El tiempo y la temperatura son los dos factores mas importantes dentro de esta
categoria. Ademads, agentes externos como cambios en el oxigeno, la humedad,
la luz y la temperatura del ambiente pueden suponer un incremento en la
cantidad de sustancias que se transfieran en el proceso de migracion.

Los FCM estan disefiados para proteger los alimentos de cualquier contaminacion
externa (microbioldgica o quimica) y para prolongar su vida util, asi como para
facilitar su transporte y almacenamiento. Estos materiales se pueden clasificar en
17 categorias: materiales inteligentes, adhesivos, ceramica, corcho, caucho, vidrio,
resinas de intercambio i6nico, metales y aleaciones, papel y carton, plasticos, tintas
de impresion, celulosa regenerada, siliconas, productos textiles, barnices y
recubrimientos, ceras y madera [3,8,9].

Teniendo en cuenta que muchos envases de papel y carton presentan laminados de
plastico en su interior, y también que la mayoria de envases metdlicos estan
recubiertos de materiales poliméricos, se puede considerar que los plasticos es el
material mas utilizado en los FCM. Este grupo se encuentra ademas por encima del
resto en cuanto a produccion y consumo mundial se refiere. Aunque todavia se utilizan
materiales tradicionales como el vidrio, el carton y los metales, las infinitas formulas
de los plasticos disponibles en la actualidad en cuanto a los componentes y la
proporcion en que lo forman permiten abarcar un mayor campo de aplicaciones [3,9].

Aunque dentro de los FCM plasticos los envases sean probablemente el ejemplo mas
destacable, otros materiales entran en contacto con los alimentos durante toda la
cadena de suministro: produccion, transporte, almacenamiento, preparaciéon o
procesamiento, comercializacion y consumo. Algunos de ellos pueden ser recipientes
de almacenamiento, cintas transportadoras, superficies de preparacion de alimentos o
utensilios para cocinar y comer [3,4].

Estos plasticos estan formados por una base polimérica compuesta por unidades
repetidas de monomeros. Si estas unidades son de un solo tipo el plédstico es un
homopolimero, mientras que serd un copolimero cuando la compongan dos o mas
unidades diferentes [10]. Ademds, en la fabricacion se emplean aditivos
(plastificantes, lubricantes, colorantes, estabilizantes, cargas o rellenos, retardantes de
llama, agentes espumantes, modificadores de impacto, agentes antiestaticos,
antimicrobianos) para obtener unas determinadas propiedades finales del producto,
por ejemplo durabilidad y resistencia a la vez que comodidad y ligereza, pero también
para simplificar y abaratar el proceso de produccion [11,12].

Resumiendo, en cualquier plastico estaran presentes los mondmeros y aditivos, todos
ellos conocidos por el fabricante. Sin embargo, también forman parte del mismo
Sustancias No Anadidas Intencionadamente (NIAS por sus iniciales en inglés). El
origen de estas sustancias puede encontrarse en diversas fuentes: impurezas de la
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materia prima, subproductos originados en la fabricacion del material (isémeros,
oligébmeros, productos de reaccion o de degradacion), o contaminantes incorporados
también durante la fabricacion [2,3,13].

Por tanto, cualquier sustancia que forme parte del FCM puede migrar al alimento,
aunque la importancia reside principalmente en los compuestos con tamafo inferior a
1000 Dalton. Ademas de a los componentes del material propiamente dicho, se debe
prestar atencion a los elementos incorporados al mismo para la presentacion al
mercado y/o al consumidor: adhesivos de laminacion, adhesivos para etiquetas,
recubrimientos, o tintas [3,6].

Con motivo de garantizar la calidad y la seguridad de los alimentos, debe estar
controlada cada una de las etapas por las que atraviesan los FCM, es decir, los
primeros fabricantes de la materia prima, convertidores de la misma en el material
terminado, proveedores del material (minoristas o empresas de suministro), usuario
del material (envasador del alimento), minoristas de alimentos, autoridades de
ejecucion y por ultimo, y no por ello menos importantes, los consumidores (uso
adecuado tanto de los alimentos envasados como de los materiales y articulos
utilizados en el hogar). Para evaluar la idoneidad del material desde el punto de vista
de la migracion se realizan ensayos que simulan la transferencia de sustancias del
material plastico a los alimentos. En estos ensayos se utilizan simulantes alimentarios
acordes a la composicién quimica y propiedades fisicas de cada alimento que va a
estar en contacto con los FCM, y se desarrollan en las condiciones normalizadas de
tiempo y temperatura que reproduzcan el proceso de migracion real (condiciones
descritas en detalle en la Seccion 11.1.2) [2,3,14].

Dentro del proceso de migracion hay que distinguir la migracion global, que hace
referencia a la suma de todos los componentes del FCM que se transfieren al alimento,
de la migracion especifica, que supone la determinacion de una sustancia concreta.
Para asegurar que la presencia de dichos migrantes en los alimentos no conlleva
ningun riesgo para la salud, existen limites méaximos permitidos tanto para la
migracion global (OML por sus siglas en inglés) como para la migracion especifica
(SML por sus siglas en inglés) [14].

Ademas, la aplicacion de modelos de difusion reconocidos (ya que no se dispone de
modelos para todos los tipos de polimeros utilizados) puede ejecutarse como
herramienta adicional en la determinacion de la migracion especifica de una sustancia,
evitando asi andlisis complejos, costosos y prolongados. Tanto la derogada
Directiva 2002/72/CE como el vigente Reglamento 10/2011, ambas relativas al
ambito de los FCM, permiten el empleo de estos modelos cuya aplicacion puede
realizarse siguiendo las correspondientes guias técnicas [15,16]. Actualmente se
encuentran disponibles en el mercado programas computacionales, sencillos de
manejar, para aplicaciones practicas de modelado [3]. Sin embargo, hay que decir que

—

18

—



CAPITULO II

los modelos presentados en algunas de las guias no reproducen muchas veces la
realidad, ya que dada la casuistica tan amplia es imposible hacer un modelo universal.

I1.1.2. Condiciones de ensayo de migracién desde FCM

Tal y como describe el reglamento sobre los FCM de plastico [14], el ensayo de
migracion debe realizarse en condiciones normalizadas de duracion, temperatura y
medio de ensayo (simulante alimentario) que representen las peores condiciones
previsibles de uso del material.

Un simulante alimentario es un medio de ensayo que mimetiza el comportamiento de
un alimento durante un proceso de migracion a partir de FCM. Estan regulados cinco
tipos de simulantes [17] (ver Tabla II.1). La eleccion del simulante mas apropiado
depende de la composicidon quimica y propiedades fisicas del alimento en cuestion.

Tabla IL.1. Tipos de simulantes establecidos en el Reglamento 10/2011 para realizar el
ensayo de migracion.

Simulante =~ Composicion

A Etanol 10% (v/v)

B Acido acético 3% (p/v)

C Etanol 20% (v/v)

D1 Etanol 50% (v/v)

D2 Aceite vegetal (contenido de materia no saponificable < 1%)

E Poli(6xido de 2,6-difenil-p-fenileno), tamafio de particula 60-80 malla,

tamatfio de poro 200 nm (TENAX®)

De manera generalizada, los simulantes alimentarios A, B y C se utilizan para
alimentos hidrofilicos (con afinidad por el agua). El simulante B se usa para alimentos
con pH inferior a 4.5, y el C para alimentos alcohdlicos de graduacion menor o igual
al 20% y para aquellos que contienen gran cantidad de ingredientes orgéanicos. Los
simulantes D1 y D2 se usan para alimentos lipofilicos (afinidad por la grasa), el D1
para alimentos alcohdlicos con graduaciones superiores al 20% y para aceite en
emulsiones acuosas, mientras que el D2 para alimentos que contienen grasas libres en
la superficie. El simulante E se emplea para alimentos secos o en polvo.

Ademas, de manera concreta se encuentran definidos los simulantes que deben
emplearse para la determinacion de la migracion especifica en las distintas categorias
de alimentos:

| Bebidas: pueden utilizarse los simulantes B, C, D1 y etanol al 95%
dependiendo del grado alcohélico y de la turbidez.
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u Cereales y derivados: se emplea el simulante E excepto para productos con
grasas en la superficie a los que se asigna el simulante D2.

[ Dulces: para productos con chocolate se emplea el simulante D2, para
productos de confiteria C, D2 y E; y para azucares y derivados los simulantes
AyE.

| Frutas y hortalizas: los cinco tipos de simulante pueden utilizarse en funcion

de si es fresca, transformada, en conserva, o son frutos con cascara, y también
del tipo de transformacién y conservacion.

| Grasas y aceites: se emplea el simulante D2.

u Productos de origen animal y huevos: para pescados y otros productos del mar
pueden emplearse los simulantes A, B, C y D2. Sin embargo, para carnes se
emplean los simulantes A, B, D1 y D2; y para huevos C y E.

| Productos lacteos: para la leche se utilizan los simulantes D1 y E. Para leche
fermentada (yogur) o batida y nata se emplean B y D1; mientras que para queso
se puede usar cualquiera, a excepcion del simulante C, en funcion del tipo de
corteza, transformacion y conservacion.

u Productos diversos: en este grupo se incluyen alimentos variados con su
respectivo simulante a utilizar, como por ejemplo, vinagre asociado al
simulante B, o helados a los que se asigna el simulante C, entre otros
productos.

El tiempo y la temperatura de un ensayo de migracion juegan un papel muy importante
sobre la cantidad que puede migrar durante el proceso. La eleccion de estos dos
factores siempre va de la mano. En funcién del tiempo y temperatura de contacto
previsible durante el uso real, se eligen las condiciones en las que se realizara el
ensayo de migracion, de acuerdo a la Tabla I1.2 [17].

Como se puede observar en las columnas 1 y 2 de la Tabla I1.2, para las situaciones
en las que el periodo de contacto supera los 30 dias, el ensayo de migracioén puede
realizarse de cinco maneras diferentes. Las condiciones de 10 dias a 20°C permiten la
simulacion de congelado durante cualquier tiempo, y las de 10 dias a 40°C cubren la
situacion de congelado y refrigerado durante cualquier tiempo. Por otro lado, para
cualquier contacto a temperatura ambiente si la duracion es de hasta 6 meses se lleva
a cabo el ensayo durante 10 dias a 50°C, mientras que si la duracion es mayor sera
durante 10 dias a 60°C. Por ultimo, si existiese algun contacto no recogido por las
anteriores condiciones se puede aplicar la formula recogida en la fila 15 de la
Tabla I1.2, donde t es el tiempo y T la temperatura (r: real, e: ensayo), considerando
la temperatura ambiente, de refrigeracion y de congelado igual 298, 278 y 258 K
respectivamente.
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Tabla I1.2. Condiciones establecidas en el Reglamento 10/2011 para el tiempo de exposicion

y la temperatura del simulante a los que se debe realizar el ensayo de migracion.

Tiempo Temperatura
Real Ensayo Real Ensayo
<5 min 5 min <5°C 5°C
Smin—0.5h 0.5h 5-20°C 20°C
0.5h-1h 1h 20 —40°C 40°C
1h-2h 2h 40 —70°C 70°C
2h-6h 6h 70 —100°C 100°C
6h—-24h 24 h 100 — 121°C 121°C
1 dia — 3 dias 3 dias 121 - 130°C 130°C
3 dias — 30 dias 10 dias 130 — 150°C 150°C
> 30 dias 10 dias a 20°C 150 — 175°C 175°C

10 dias a 40°C 175 -200°C 200°C

10 dias a 50°C >200°C 225°C

10 dias a 60°C

1 1
te = trexp [9627 (T—ei)]

También en la Tabla II.2, se muestra la temperatura a la que debe encontrarse el
simulante durante el proceso de migracion. Cabe mencionar que las temperaturas de
ensayo por encima de 100°C solo se utilizaran para los simulantes D2 y E; mientras
que para el resto de simulantes el ensayo se realizara a 100°C pero durante un tiempo
de exposicion cuatro veces superior al correspondiente establecido.

Ademas, en un ensayo de migracion también intervienen otros aspectos como el tipo
de ensayo (teniendo siempre presente que solo las partes de la muestra que estén
destinadas a entrar en contacto con alimentos en su uso real se pondran en contacto
con el simulante o el alimento), la preparacion de la muestra o material, y el nimero
de exposiciones. En relacion a este ultimo aspecto, si el material estd destinado a un
uso repetido, se realizaran tres exposiciones o ensayos sobre la misma muestra
empleando simulante fresco en cada una de ellas. Los resultados obtenidos no deben
ser superiores a los obtenidos en las anteriores exposiciones, es decir, la cantidad
encontrada para el tercer ensayo debe ser inferior a la del segundo y esta a su vez
inferior a la del primero. Sin embargo, si existen pruebas de que no se sobrepasan los
limites de migracion en el primer ensayo, no seran necesarios los siguientes [ 18].

Cuando el foco se centra en la migracion desde utensilios de cocina, se pueden
encontrar diferentes guias técnicas [19-23] las cuales por ejemplo detallan los tipos
de ensayo (inmersion o llenado entre otros), los tipos de muestra (articulo entero o
parte de ¢l), asi como facilitan la eleccion del tiempo, temperatura y simulante del
proceso de migracion en funcion del tipo de utensilio y su uso real.
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I1.1.3. Sustancias de interés y/o reguladas

Como ya se ha descrito, existen gran cantidad de sustancias que pueden estar presentes
en los FCM y por tanto migrar a los alimentos. De entre todos ellas, varias familias
de compuestos captan especialmente la atencidon (no s6lo por parte de los organismos
responsables de la salud sino también de los fabricantes y consumidores de estos
materiales) con motivo de su alto potencial de migracion y sus posibles efectos
toxicos, carcinogénicos o disruptores endocrinos. Estos compuestos pertenecen a las
familias de alquilfenoles, ftalatos, bisfenol A y compuestos relacionados, filtros
ultravioleta, fotoiniciadores de tinta, compuestos perfluorados, aminas primarias
aromaticas, nanoparticulas y NIAS [6]. En los trabajos descritos en las Ref. [24-26]
se determinan algunos de ellos. Sin embargo, no todas ellas se encuentran reguladas.

Tras la derogacion de las Directivas 80/590/CEE y 89/109/CEE, los materiales en
contacto con alimentos se encuentran regulados por los Reglamentos europeos
1935/2004 y 2023/2006. Mientras que el tltimo [27] hace referencia a la buena praxis
en la fabricacion de estos materiales, en el primero [8] se recoge un listado de los
17 grupos en los que se pueden dividir los FCM (enumerados en la Seccion I1.1.1) y
se detalla la viabilidad de elaborarse medidas especificas (europeas o nacionales) para
cada uno de los grupos.

De las 17 categorias, citadas anteriormente, unicamente existen medidas especificas
europeas para 4, que son: materiales inteligentes [28], ceramica [29,30], celulosa
regenerada [31] y plasticos (Ref. [14] para pléasticos y Ref. [32] para plasticos
reciclados).

Como medida especifica nacional, en Espafia se formul6 un decreto, en 2011, por el
que se establece la lista positiva de sustancias permitidas para la fabricacion de
materiales poliméricos destinados a entrar en contacto con los alimentos [33]
mediante el que se regulan los materiales poliméricos relacionados con las categorias
de adhesivos, cauchos y elastdomeros, resinas de intercambio i6nico, siliconas,
barnices y revestimientos y ceras. Adicionalmente el Consejo Europeo, en el 2016,
desarrolld ciertas politicas referentes a los grupos corcho, cauchos y elastomeros,
vidrio, resinas de intercambio i6nico, metales y aleaciones, papel y carton, tintas de
impresion, siliconas, barnices y revestimientos y madera [34].

Por otro lado, en el 2018, se elaboraron regulaciones para alguna sustancia y/o FCM
concreto como ocurre con el bisfenol A en recubrimientos de FCM [35] o en biberones
de policarbonato [36], derivados epoxi en FCM [37], sustancias que pueden
transformarse en o son ya N-nitrosaminas en FCM de caucho [38], o FCM que
contengan el monomero cloruro de vinilo [39].

Otros documentos oficiales a tener en cuenta en la migracion desde los FCM son por
ejemplo el reglamento sobre contaminantes alimenticios [40], asi como la ultima
recomendacion europea sobre FCM [41] que es del afio 2019.
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I1.1.4. Migracion desde otros materiales

De la misma manera que se aplica el término de migracion a la transferencia de
sustancias desde los FCM al alimento, este proceso puede tener lugar en otros objetos
de uso cotidiano, siendo estos por tanto, fuentes adicionales de introduccion de
sustancias indeseables al organismo o al medio ambiente.

A continuacion se citan algunos ejemplos de materiales desde donde puede ocurrir el
proceso de migracion. 1) Cosméticos, productos de cuidado personal o productos
farmacéuticos: el proceso de migracion ocurre desde el envase hasta el producto [42].
i1) Juguetes: transferencia de sustancias desde el propio juguete, actuando como via
de ruta la saliva de bebés y nifios [43]. ii1) Papel térmico: exposicion dérmica a la
migracién de compuestos utilizados tanto en la tinta de impresion de tickets de compra
(para los cuales se emplea el papel térmico) como del propio papel [44]. iv) Ropa: el
contacto a través de la piel hace posible la migracion [45]. v) Mobiliario: en estas
situaciones en la que la exposicion es dérmica, el sudor es un factor a tener en cuenta
en el proceso de migracion [46]. vi) Material dental: en ocasiones se utilizan resinas
en aplicaciones dentales, por lo cual, cualquier compuesto presente en ellas puede
migrar [47]. vii) Dispositivos médicos: muchos elementos utilizados en sanidad se
fabrican con plastico, por tanto, todo lo comentado previamente para FCM de pléstico
puede aplicarse a este modo de migracion [48]. viii) Material para inseminacion
artificial en ganaderia: la migracion de algunos componentes desde el material
empleado (también de plastico) para esta practica afecta a la fertilidad [49].

I1.2. Familias de compuestos analizados

Esta seccion se ha estructurado en funcion de los posibles efectos sobre el organismo
derivados de la exposicion a migrantes. Las diferentes sustancias determinadas en
muestras de migracion a lo largo de todo el periodo doctoral (ver resumen en
Tabla I1.3) se han dispuesto en agentes mutagénicos, agentes carcinogénicos y
disruptores endocrinos.
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Tabla I1.3. Resumen de las sustancias determinadas en muestras de migracion a lo largo
de todo el periodo doctoral.

Nombre CAS Estructura
Bisfenol A 80-05-7
Bisfenol AF 1478-61-1 CF3

HO OH
Bisfenol F 620-92-8

HO O O OH
Bisfenol S 80-09-1 o

Neoh

Bisfenol Z 843-55-0 ‘

NORSW
Fenol 108-95-2 ©\
OH

Formaldehido 50-00-0 o

H

Melamina 108-78-1 NH,

v
HzN)\N)\NHZ

I1.2.1. Agentes mutagénicos. Fenol

La mutagenicidad se refiere a la induccion de cambios transmisibles permanentes en
la cantidad o estructura del material genético de células u organismos. Estos cambios
irreversibles pueden involucrar un solo gen o segmento de gen, un bloque de genes o
cromosomas completos [50-52].

El tipo de célula donde ocurre el cambio genético determina el alcance de la mutacion,
es decir, una mutacién en las células germinales de un organismo que se reproduce
sexualmente puede transmitirse a la descendencia, mientras que una mutacion en las
células somaticas puede transferirse solo a las células hijas [51,53].
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Las mutaciones en las células somaticas pueden causar cancer si afectan a la funcion
de genes especificos encargados de la supresion de tumores o de respuesta al dafio del
ADN. La acumulacion de daiio en el ADN en este tipo de células puede conducir a
afecciones degenerativas, como el envejecimiento acelerado, la disfuncion
inmunologica, enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas. En cuanto a las
células germinales, el dafio en el ADN puede provocar abortos espontaneos,
infertilidad, malformacion o dafio hereditario en las generaciones futuras que
origina enfermedades genéticas, como sindrome de Down, hemofilia y fibrosis
quistica [50,54].

Frecuentemente los términos mutagénico y genotdxico se usan de manera indistinta,
pero se debe aclarar que no son lo mismo. La mutagenicidad esta englobada en la
genotoxicidad. Por ello, genotoxicidad es un término mas amplio que hace referencia
a procesos que alteran la estructura, el contenido de informacion o la segregacion del
ADN y no estadn necesariamente asociados con mutagenicidad. Tanto es asi, que los
eventos genotoxicos no siempre conducen a mutagenicidad (cambios irreversibles), e
incluso pueden no tener efectos perceptibles o duraderos en la célula [50-53].

Los ensayos de mutagenicidad permiten identificar sustancias que pueden causar
alteraciones genéticas en células somadticas y/o germinales. Teniendo en
consideracion el resultado de estos ensayos, ademas del grado de daio por mutaciones
que pueden producir estos agentes y la frecuencia y el alcance de la exposicion
humana, se han desarrollado guias técnicas [52,55] y regulaciones [56-58] por parte
de las autoridades competentes [50].

Los datos de mutagenicidad se utilizan en todo el mundo en la toma de decisiones
regulatorias para: i) la aprobacion y registro de plaguicidas (pesticidas y biocidas),
productos farmacéuticos, dispositivos y productos de uso médico, ingredientes de
aditivos alimentarios, productos quimicos industriales, cosméticos y nanomateriales;
y ii) el establecimiento de estandares para niveles aceptables de exposicion en el aire,
el agua y los alimentos [50,51].

La clasificacion de agentes mutagénicos establecida por la Union Europea agrupa a
estas sustancias o mezclas en las siguientes categorias [58]:

m  Categoria 1A: Sustancias de las que se sabe que inducen mutaciones hereditarias
en las células germinales humanas en base a pruebas en humanos.

Hasta el momento ningtin compuesto esté clasificado en esta categoria.

m  Categoria 1B: Sustancias de las que se considera que inducen mutaciones
hereditarias en las células germinales humanas en base a pruebas en animales.

A esta categoria pertenecen sustancias como el benceno (empleado en la
fabricacion de plasticos, resinas y fibras sintéticas; y en lubricantes, tintes,
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detergentes y pesticidas) y el benzo(a)pireno (puede encontrarse en diversos
alimentos debido al proceso de elaboracion o cocinado de los mismos).

m  Categoria 2: Sustancias que son motivo de preocupacion porque pueden inducir
mutaciones hereditarias en las células germinales humanas en base a pruebas en
animales.

En este grupo se encuentran clasificados la hidroquinona (se utiliza en la
fabricacién de colorantes, en el revelado fotografico y puede encontrarse en
productos de bronceado artificial o de ufias) o el fenol (empleado en cosméticos,
en la produccion de laminados decorativos, 0 como mondmero en resinas
fenolicas para la fabricacion de madera aglomerada para juguetes).

Centrando la atencion en la categorizacion del fenol, cabe citar las regulaciones
europeas implicadas en dicho proceso. En 1994 fue recogido en la primera lista de
sustancias prioritarias que requieren atencion para evaluar su riesgo [59]. Afios mas
tarde, en febrero de 2008, la Union Europea publico6 documentos tanto de la
evaluacion del riesgo [60] como de las medidas de reduccion del riesgo [61]. Asi, a
finales del mismo afo se incluia al fenol en la categoria 2 de la clasificacion de
mutagenicidad [58]. En gran parte motivado por la pertenencia del fenol a la
categoria 2, existen diversas normativas europeas (descritas en la Seccion 11.3.1) que
regulan el empleo del fenol en multiples ambitos y/o aplicaciones.

11.2.2. Agentes carcinogénicos. Melamina y formaldehido

Los agentes carcinogénicos son aquellas sustancias quimicas o mezclas de éstas que
inducen cancer, aumentan la incidencia y/o malignidad de tumores, o acortan el
tiempo de aparicion de los mismos. Las vias de exposicion a carcindgenos son las
habituales: inhalacién, ingesta, cutanea e inyeccion [52,62].

Algunos factores como el individuo que estuvo expuesto, la dosis que recibio y la ruta,
duracion y frecuencia de la exposicion condicionan el efecto que un carcindgeno
puede ejercer sobre el organismo. Pero también se deben considerar los factores
genéticos, mas complicados de evaluar pero que suponen un factor importante en el
riesgo a desarrollar cancer [52,53].

De manera simplificada, la carcinogénesis es debida a una serie de factores exodgenos:
agentes quimicos, fisicos o biologicos, asi como de factores endogenos: factor
hereditario, factor inmunitario, factores hormonales que pueden estar modificados por
cambios en el estilo de vida y factores nutritivos muy relacionados con la alimentacién
y habitos como tabaco o alcohol. Incluso hay autores que afirman que una enfermedad
esta relacionada no solo con la interaccion de varios agentes causales y las respuestas
biologicas del organismo, sino también con los factores sociales, culturales y
psicologicos y con los patrones de practica médica en la comunidad. Ademas, otro
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aspecto importante es la exposicion simultdnea a varios agentes, sobre la que existen
estudios que muestran efectos multiplicativos sobre el individuo [63,64].

Aunque existen diferentes teorias sobre el origen del cancer, la que actualmente
presenta mayor fuerza es la que considera un proceso de al menos tres etapas:
iniciacion, promocion y progresion. En base a esta teoria existen agentes iniciadores,
promotores y carcindogenos completos (inducen cancer por si mismos ya que presentan
propiedades de iniciacién y promocion, y algunos ademas también de progresion)
[53,63,64].

La identificacion de los agentes carcinogénicos se realiza a través de estudios
epidemioldgicos, experimentos con animales y otros medios que pueden incluir
analisis cuantitativos de relaciones estructura-actividad y extrapolacion de sustancias
estructuralmente similares. La valoracion conjunta de los datos experimentales
obtenidos y la evaluacion del riesgo conlleva la elaboracion, por parte de los
organismos pertinentes, de regulaciones sobre aire, agua, alimentacion (aditivos e
impurezas), biocidas o suelo [52,53]. En las Secciones 11.3.2 y 11.3.3 se citan algunas
regulaciones para dos compuestos concretos.

Existen dos clasificaciones de agentes carcinégenos, dependiendo del organismo
encargado de regularlas: el Parlamento y el Consejo Europeos o la Agencia
Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC por sus siglas en inglés). La
clasificacion establecida por la Union Europea [58] agrupa a estas sustancias o
mezclas en las siguientes categorias:

m  Categoria 1A: Sustancias que se sabe que son carcindgenos para el hombre en
base a pruebas en humanos.

En esta categoria se incluye el benceno (ya mencionado).

m  Categoria 1B: Sustancias que se supone que son carcinégenos para el hombre
en base a pruebas en animales.

A este grupo pertenece el formaldehido (principalmente utilizado en la
produccion de resinas, ademas se puede encontrar en materiales aislantes o en
barnices, pinturas y colas).

m  Categoria 2: Sustancias que se sospecha que son carcindgenos para el hombre
en base a pruebas en humanos y en animales.

En este grupo se encuentra clasificada la anilina (se emplea en plaguicidas,
pinturas, polimeros, farmacos, industria textil y materiales en contacto con
alimentos).

Sin embargo, la clasificacion realizada por la IARC establece cuatro categorias.
Ademas, la agencia indica que tanto para los agentes pertenecientes al grupo 3 como
para los no clasificados no se debe suponer la premisa de no carcinogenicidad y
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tampoco la de seguridad general. Habitualmente la incorporacion de una sustancia en

la categoria 3 significa que se necesita mas investigacion [65,66].

Grupo 1: Carcinogeno para los seres humanos.

1) Sustancias con suficiente evidencia en humanos. ii) Sustancias con menos que
suficiente evidencia en humanos pero suficiente en animales, y actua a través de
un mecanismo relevante para humanos.

En este grupo se incluye el formaldehido (ya mencionado).
Grupo 2A: Probablemente carcindgeno para los seres humanos.

1) Sustancias con limitada evidencia en humanos pero suficiente en animales.
i) Sustancias con inadecuada evidencia en humanos pero suficiente en animales,
y actlia a través de un mecanismo que también se lleva a cabo en humanos.

A esta categoria pertenece la anilina (ya mencionada).
Grupo 2B: Posiblemente carcindgeno para los seres humanos.

1) Sustancias con limitada evidencia en humanos y menos que suficiente en
animales. ii) Sustancias con inadecuada evidencia en humanos pero suficiente
en animales. iii) Sustancias con inadecuada evidencia en humanos y limitada en
animales, de las que se aportan evidencias de otros datos relevantes.

En este grupo se encuentra la melamina (su uso habitual es la sintesis de resina
de melamina-formaldehido entre cuyas aplicaciones se encuentran la
fabricacion de muebles, adhesivo para hacer madera aglomerada y
contrachapada y elaboracion de utensilios de cocina).

Grupo 3: No clasificable en cuanto a su carcinogenicidad en humanos.

1) Sustancias con inadecuada evidencia en humanos e inadecuada o limitada en
animales. ii) Sustancias con inadecuada evidencia en humanos pero suficiente
en animales, y el mecanismo de actuacion no se produce en humanos.

En esta categoria estd recogida la atrazina (generalmente utilizada como
herbicida).

Focalizando la revision hacia los compuestos melamina y formaldehido, ambos han

sufrido cambios en su clasificacion en cuanto a carcinogenicidad se refiere. En el caso

de la melamina, la cual no se encuentra en ninguna categoria de la clasificacion de la

Union Europea [58], inicialmente estaba considerada como sustancia no clasificable

(grupo 3 de la IARC) [67] hasta que en el afio 2019 fue incluida en la categoria 2B

como posible carcinégeno para humanos [68]. En cambio el formaldehido ha sido

clasificado por ambas instituciones. La Unién Europea comenzé considerando este

compuesto como sospechoso carcinogeno (grupo 2) [58] para después incluirlo en la

categoria 1B de sustancias que se supone que son carcindgenos [69]. Desde IARC el

formaldehido se evalio como probable carcinégeno para los seres humanos
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(categoria 2A) [67] hasta 2006, cuando pasé a ser considerado carcinégeno para los
seres humanos (grupo 1) [70].

I1.2.3. Disruptores endocrinos. Bisfenol A

Un compuesto disruptor endocrino (EDC por sus siglas en inglés) se define como un
agente quimico exdgeno, o mezcla de varios, que interfiere en las funciones habituales
de las hormonas. La complejidad del sistema endocrino no facilita el estudio y la
comprension del mecanismo de actuacién de los EDC, pero aun asi hay diversos
aspectos que actualmente se conocen en el ambito cientifico [71].

Las hormonas naturales del cuerpo actian de manera coordinada y son las encargadas
de la regulacion de numerosos procesos bioldgicos como el desarrollo, el crecimiento,
la reproduccion, el metabolismo, la inmunidad. Segun su estructura quimica se pueden
distinguir tres grupos de hormonas: aminicas, peptidicas o proteicas y esteroideas.
Numerosos contaminantes ambientales presentan similitudes estructurales con las
hormonas esteroideas y compiten por la union a los receptores hormonales, en
concreto, los estudios recogen sobretodo la actividad de los EDC en relacion a los
estrogenos, los androgenos y las hormonas tiroideas [ 72].

La exposicion a los EDC no se relaciona directamente con la muerte ya que la mayoria
de estos compuestos no estan considerados como letales ni cancerigenos. A pesar de
ello, las alteraciones que provocan en el sistema endocrino pueden conllevar la
aparicion de enfermedades en el propio individuo (generalmente mucho después de
producirse la exposicion) y tambié€n en sus hijos y sucesivas generaciones [71,73].

En los efectos producidos por la exposicion a EDC influyen muchos factores. Algunos
pueden considerarse obvios, como el tiempo o la edad de exposicion (feto, prenatal,
bebé, nifo, adolescente, adulto). Sin embargo, hay otros aspectos relevantes, por
ejemplo, si la exposicion ha sido frente a un solo agente o a una mezcla de compuestos
EDC, o las consecuencias a largo plazo y en generaciones posteriores derivadas de la
exposicion. Ademas, hay que tener en cuenta que la respuesta es diferente en cada
individuo o tejido afectado, y también que pequefiisimas dosis pueden generar efectos
adversos [ 74].

Los EDC actian generalmente imitando a las hormonas naturales, pero hay
compuestos que se oponen al funcionamiento de las mismas, impidiendo o
modificando la actividad habitual de las hormonas, provocando ambas actuaciones la
aparicion de enfermedades. Estas enfermedades, como ya se ha comentado estan
asociadas al desarrollo y funcionamiento de los sistemas reproductivo, neurologico,
cardiovascular, respiratorio e inmunoldgico. Un gran registro de éstas se relacionan
con la reproduccion: disminucion de la capacidad reproductiva y mayor riesgo de
cancer de prostata o de testiculo en hombres; mayor riesgo de endometriosis, cancer
de mama y alteraciones en el ciclo menstrual en mujeres. Anomalias en los patrones
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de crecimiento, efectos adversos en el sistema tiroideo y 6seo, obesidad o diabetes,
son otros tipos de alteraciones que pueden aparecer a causa de la exposicion a
los EDC [75,76].

La exposicion del ser humano a los EDC se produce a través de las vias habituales:
ingestion (la cadena alimentaria, teniendo en cuenta la bioacumulacion de los EDC a
lo largo de los niveles troficos), inhalacion (de gases, polvo y particulas en el aire,
ademas de la exposicion laboral) o dérmica. Pero estos compuestos también se pueden
transferir al feto durante el embarazo a través de la placenta, o a un bebé a través de
la leche materna [71,77].

Estos compuestos estan contenidos en numerosos productos de uso diario. Estan
presentes en alimentos y envases (de plastico y metal), cosméticos, productos de
cuidado personal y para el hogar, pesticidas y herbicidas, productos farmacéuticos y
dietéticos, textiles y juguetes, y dispositivos médicos y dentales. Parabenos, ftalatos,
alquilfenoles, dioxinas, triclosan o bisfenol A (BPA) son algunos de los compuestos
clasificados como EDC [71,78].

Por tanto, la exposicion a los EDC es de tal magnitud que resulta inevitable la
creciente preocupacion que existe al respecto desde hace varias décadas. En 1999 se
aprobd en Europa una estrategia comunitaria relacionada con los EDC [79],
proponiéndose la presentacion de informes periddicos por parte de la Comision
Europea sobre los avances efectuados en los campos de investigacion, cooperacion
internacional, informacion publica y adopcion de medidas politicas adecuadas.

En afios posteriores se fueron publicando los correspondientes informes sobre los
progresos realizados (2004, 2007, 2011, 2016, 2018, 2019), emitiendo el primero de
todos ellos en 2001 [80]. En ¢l se incluyd una lista provisional de sustancias con
evidencias (potenciales o efectivas) de comportamiento disruptor endocrino,
categoria 1, en la que se encontraba clasificado el BPA. Sin embargo, para otros
bisfenoles como BPF y BPAP no se disponia de datos suficientes para categorizarlos
de EDC. Afos mas tarde, en 2007, se clasifico al BPF en la categoria conjunta
3ay 3b[81], continuando siendo considerado como sustancia sin datos o insuficientes
en cuanto a efectos disruptores endocrinos se refiere.

Gracias a todo el esfuerzo realizado por la comunidad cientifica y a la actuacion de
los dirigentes europeos, desde el ano 2017, existen regulaciones especificas para la
identificaciéon de EDC en biocidas [82] y en productos fitosanitarios desde 2018 [83].
Pese a que para otras fuentes de exposicion, como materiales en contacto con
alimentos (FCM), cosméticos o juguetes, no hay disposiciones para los EDC de forma
general, si existen normativas reguladoras individuales para sustancias con actividad
endocrina (para el ejemplo del BPA éstas se recogen en la Seccion 11.3.4).
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11.3. Normativas

I1.3.1. Fenol

Aunque el fenol es un compuesto que no estd considerado ni carcinégeno [84] ni
disruptor endocrino [80], entre otros efectos presenta mutagenicidad en humanos en
base a pruebas realizadas en animales [58], como se detalla en la Seccion 11.2.1.

Debido a los peligros que entrana la exposicion al fenol, su utilizacion en distintos
productos de uso cotidiano asi como su presencia en el entorno laboral o su emision
al medioambiente se encuentran regulados por las correspondientes normativas
europeas (citadas en los parrafos siguientes).

IL.3.1.1. Juguetes

Inicialmente (afio 2009) el empleo del fenol en juguetes no presentaba ningtn tipo de
restriccion [85]. Sin embargo, desde 2017 [86] se ha limitado tanto su contenido en
el juguete (10 mg L") como su migracion (5 mg L), ya que como indica esta directiva
el fenol puede liberarse desde diversos tipos de juguetes como consolas, juguetes
fabricados en madera o PVC, o los destinados para el bafo, entre otros.

11.3.1.2. Alimentacion

Dentro de este apartado se engloban las regulaciones referidas a tres aspectos de la
alimentacion: i) materiales en contacto con alimentos (FCM), ii) sustancias
aromatizantes y iii) aditivos de alimentos para perros y gatos.

Como ya se ha descrito en la Seccion I1.1.3, el Reglamento 10/2011 es una regulacion
especifica para FCM plasticos, a través del cual se permitio el empleo del fenol como
mondmero sin imposicion de SML, aplicandose por tanto el limite genérico de
migracion especifica de 60 mg kg™! [14]. Sin embargo, en la modificaciéon publicada
en 2015 [87] se establece el SML en 3 mg kg™! para el fenol migrado desde FCM de
plastico. Recientemente, en 2019 la Union Europea emitié la recomendacion de
someter a ensayo articulos de pléastico para mesa o cocina, materiales barnizados o
revestidos, y materiales de envasado de plastico, papel y carton impresos para la
determinacion de fenol [41].

En relacion al reglamento que regula las sustancias aromatizantes empleadas en
alimentos [88], el fenol se encuentra recogido en la clasificacion de compuestos
autorizados elaborada por las autoridades europeas siempre que la pureza de la
sustancia sea como minimo del 95% y pudiendo ser utilizada en cualquiera de las
categorias de alimentos [89].

31

—
—



Marco legal y sustancias a analizar

Por otro lado, desde la entrada en vigor del Reglamento 1076/2014 hasta el afio 2024
estd permitido el uso de aroma de humo, con un contenido de fenol entre 0.5 y 1.2%,
como aditivo en alimentos para perros y gatos [90].

11.3.1.3. Cosméticos

En 1976 la regulacion europea en materia de cosmética declard al fenol sustancia
prohibida pero con la excepcion de poder ser empleado en jabones y champus
con un contenido méaximo del 1% y con la especificacion de "contiene fenol" en la
etiqueta [91]. Esta directiva fue derogada por el Reglamento 1223/2009 [92] con el
que la utilizacion del fenol en cosméticos quedd prohibida completamente, medida
que entr6 en vigor en 2010 en lugar de en 2013 debido a la clasificacion del fenol
como mutageno de categoria 2 [58].

11.3.1.4. Exposicion laboral

La exposicion profesional se reguld con la directiva del afio 2009 [93], que establecid
un limite, teniendo en cuenta el volumen del habitaculo y las horas de exposicion, de

8 mg m®y 2 mL m?

en un periodo de 8 horas, y también un limite maximo de
16 mg m> y 4 mL m en un periodo de 15 minutos y por encima del que no debe
producirse ninguna exposicion. También se indicd que existe la posibilidad de

absorcion transcutanea del fenol.

Ademas, al considerarse mutadgeno de categoria 2 [58], se debe evitar la exposicion al
fenol de trabajadoras embarazadas, que hayan dado a luz o se encuentren en periodo
de lactancia [94] y est4 prohibida la exposicion de jovenes (trabajador menor de 18
afios) [94,95].

11.3.1.5. Biocidas

Durante décadas se ha permitido el empleo de biocidas que contenian fenol, ya que
inicialmente se habia incluido en el listado de sustancias activas existentes
comercializadas como biocidas antes del 14 de mayo de 2000 [96], y posteriormente
se encontraba incluido en el listado de sustancias activas autorizadas [97]. Sin
embargo, en el reglamento emitido el afio 2012 [98] se explica que los biocidas no
contienen ninguna sustancia de posible riesgo, motivo por el que se excluy¢ al fenol
de la clasificacion de sustancias activas al ser un agente mutagénico de clase 2 [58],y
por tanto, desde la entrada en vigor en 2013 esté prohibido el fenol en biocidas.
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11.3.1.6. Contaminantes

La diversidad de aplicaciones del fenol estd implicitamente relacionada con una
mayor produccién y por tanto puede suponer un flujo importante para la
contaminacion ambiental. El contenido de fenol emitido, cuantificado como masa
total de fenol y fenoles simples sustituidos expresada como carbono total, se encuentra
limitado a 20 kg afio! tanto en agua como en suelo, sin embargo no existen
restricciones para la atmdsfera [99].

11.3.1.7. Otros

Existen otro tipo de regulaciones que no corresponden a la limitacion del fenol, pero
que hacen referencia a su empleo en productos agricolas e industriales, como ocurre
con el polimero en polvo con cédigo NC: ex 3909 40 00, cuyo contenido de fenol es
inferior al 5% [100].

11.3.2. Melamina

En el reglamento sobre sobre clasificacion, etiquetado y envasado (CLP por sus siglas
en inglés) de sustancias y mezclas se recogen las categorias de los diversos tipos de
peligro en las que se encuentran clasificados los compuestos [58]. En este reglamento
no consta entrada para la melamina, por tanto, su peligrosidad puede considerarse
debida basicamente a la consideracion de la IARC como posible carcindégeno para
humanos, grupo 2B (ver Seccion 11.2.2). Pese a no ser un compuesto relacionado con
mas de una clase de peligro, se han encontrado diversas regulaciones en relacion al
empleo de la melamina en diferentes sectores.

I1.3.2.1. Textil

El empleo de melamina en la industria textil se encuentra regulado desde 2009 [101]
al ser incluida en la lista de fibras textiles del Anexo I de la Directiva 2008/121/EC, y
descrita como fibra formada por al menos un 85% en masa de macromoléculas
reticuladas compuestas por derivados de melamina. La melamina con aplicacion de
fibra textil también fue contemplada en el reglamento vigente publicado en el afio
2011 [102] que derogd ambas directivas antes mencionadas.

11.3.2.2. Alimentacion

Este apartado recoge las regulaciones sobre tres elementos vinculados al sector
alimenticio: 1) materiales en contacto con alimentos (FCM), ii) contaminantes
alimenticios y iii) sustancias indeseables en alimentacion animal.
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Para los FCM de pléstico, inicialmente se impuso un limite de migracion para la
melamina de 30 mg kg™! [14]. También en 2011 con solo unos meses de diferencia, se
publicé una modificacion que reducia el limite a 2.5 mg kg™ [103]. Ademads existe
una recomendacion de la Unidén Europea de someter a ensayo articulos de plastico
para mesa o cocina, incluyendo aquellos de plastico no convencional como los vasos
de café reutilizables que utilicen aditivos en el plastico derivados de fuentes naturales
(como el bambu), para la determinacion de melamina [41]. Sin embargo, para los
FCM de pelicula de celulosa regenerada, el contenido de melamina (empleada en
peliculas del tipo no recubiertas como aditivo de tercera clase con funcion de agente
de anclaje) no puede ser superior a 0.3 mg dm™ [104].

Por otro lado, como consecuencia del hallazgo de pruebas consistentes sobre la
adulteracion de piensos y preparados para lactantes (niflos menores de 12 meses) con
melamina, existe un reglamento relativo a contaminantes alimenticios que regula el
contenido de melamina en el alimento [105] desde julio de 2012. Se establecié un
limite maximo de 1 mg kg™ en preparados en polvo para lactantes y de continuacion
y de 2.5 mg kg™! para el resto de alimentos. Para el resto de alimentos no se aplicara
el limite establecido cuando se pueda demostrar que el contenido de melamina es
debido al uso autorizado de ciromazina (cuya estructura quimica es muy parecida a la
de la melamina) como insecticida y que el contenido de melamina no supera al de
ciromazina.

En cuanto a la alimentacién animal, también se han impuesto limitaciones al
contenido de melamina. Asi bien, el limite maximo de melamina (considerando un
12% de humedad) en piensos y alimentos enlatados para animales de compania es de
2.5mgkg! [106].

11.3.2.3. Cosméticos

El empleo de melamina en productos de cosmética esta permitido ya que no
existe entrada para dicho compuesto en la lista de sustancias prohibidas [92].
Se utilizaba en la fabricacién de resinas de urea-melamina-formaldehido y de
melamina-formaldehido cuya funcion consistia en controlar la viscosidad y formar
peliculas respectivamente [ 107]. Esta ultima regulacidén ya no se encuentra vigente,
pero aun asi, la melamina polimerizada sigue siendo utilizada en cosméticos segun
puede verse en esta Decision 2019/701 [108].

11.3.2.4. Otros

También se han publicado regulaciones que hacen referencia a la presencia de
melamina como componente de varios productos agricolas e industriales. Este es el
caso de la mezcla de polimeros con codigo NC: ex 3909 20 00, cuyo contenido de

—
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resina de melamina-formaldehido esta entre 60 y 75%; o de la hoja reflectante con
codigo NC: ex 3919 10 80, que cuenta una capa de resina acrilica endurecida por un
agente reticulante de melamina [109].

11.3.3. Formaldehido

Con motivo de las multiples aplicaciones del formaldehido [110] y teniendo en cuenta
su peligrosidad [111] por estar considerado carcinogeno por la IARC y supuesto
carcindgeno por la Union Europea (Seccion 11.2.2), ademds de ser una sustancia
motivo de preocupacion porque puede inducir mutagenicidad (grupo 2) [69], los
organismos responsables han elaborado las regulaciones pertinentes para reducir el
nivel de exposicion de la poblacién e incluso en algunos sectores o aplicaciones
industriales eliminarlo completamente.

II.3.3.1. Juguetes

Teniendo en cuenta que desde 1987 el formaldehido ya estaba considerado como
probable carcinégeno para humanos [67], la restriccion de su empleo en juguetes ha
tardado mucho hasta imponerse en 2019 [112]. La vigente directiva limita la
migracion desde materiales poliméricos a 1.5 mg L', la emision desde madera ligada
con resina a 0.1 mL m™, el contenido en materiales textiles, de cuero y de papel a
30 mg kg, y el contenido en materiales de base acuosa a 10 mg kg™

11.3.3.2. Materiales en contacto con alimentos (FCM)

Para los FCM de plastico la migracion de formaldehido estd limitada a
15 mg kg! [14] y ademas, al igual que ocurre con la melamina, se recomienda
someter a ensayo articulos para mesa o cocina (incluyendo los fabricados con plastico
no convencional) [41]. Por otro lado, el contenido de formaldehido se encuentra
limitado a 0.5 mg dm™ para los FCM de pelicula de celulosa regenerada no
recubiertas [104].

11.3.3.3. Cosméticos

En materia de cosméticos el formaldehido estaba prohibido tanto en la Directiva
76/768/EEC [91] como en el reglamento que sustituyo a ésta [92]. Sin embargo ambos
documentos contemplaban excepciones, permitiendo el uso de formaldehido como:
1) endurecedor de ufias con un contenido maximo del 5% y en cuya etiqueta debe
indicarse dicho contenido si es superior a 0.05%; i1) conservante en productos bucales
(excepto aerosoles) con un contenido maximo del 0.1%; y iii) conservante en otros
productos con un contenido maximo del 0.2%. La modificacion publicada
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en 2019 [113] elimina las excepciones antes permitidas, prohibiendo totalmente el
empleo del formaldehido en cosméticos.

I1.3.3.4. Exposicion laboral

La proteccion de los trabajadores expuestos a agentes carcindgenos o mutdgenos esta
vinculada a la Directiva 2004/37/EC [114], la cual limita la exposicion a serrines de

maderas duras a 5 mg m?

en aire en un periodo de 8 horas. La vinculacién del
formaldehido con esta regulacion reside en que las resinas de formaldehido son

utilizadas para la fabricacion de maderas duras [115].

En 2019 se publicé una modificacion de la directiva en la que se establecio para el
formaldehido un limite de 0.37 mg m™ y 0.3 mL m™ en un periodo de 8 horas, y
también un limite maximo de 0.74 mg m> y 0.6 mL m™ en un periodo de 15 minutos
y por encima del que no debe producirse ninguna exposicion. Ademas se indica que
existe la posibilidad de provocar sensibilizacion cutanea e incluye la excepcionalidad
para los sectores de asistencia sanitaria, funeraria y embalsamamiento hasta 2024 de
0.62 mg m>y 0.5 mL m™ en un periodo de 8 horas [116].

Asimismo, se debe evitar la exposicion al formaldehido de trabajadoras embarazadas,
que hayan dado a luz o se encuentren en periodo de lactancia [94] y est4 prohibida la
exposicion de jovenes trabajadores [47,95] con motivo de ser carcindgeno y mutageno
de categorias 1B y 2 respectivamente [69].

11.3.3.5. Biocidas

El empleo de formaldehido en biocidas ha estado permitido a lo largo de varios afios.
Inicialmente se habia incluido en el listado de sustancias activas existentes
comercializadas como biocidas antes del 14 de mayo de 2000 [96]. En modificaciones
posteriores, siendo la primera en 2005 [117], se puso de manifiesto la necesidad de
incluir al formaldehido como sustancia que debe ser examinada en trece tipos de
productos (los tipos 1-6, 9, 11-13, 20, 22 y 23 del Anexo V de la Ref. [98]).

En diferentes afios se publicaron las Decisiones de la Comision (2008/681/EC,
2010/675/EU, 2011/391/EU y 2013/204/EU) cuya resolucion fue la de no permitir el
formaldehido en biocidas de los tipos de productos 1,4-6,9, 11-13,20 y 23. La ultima
modificacion vigente respecto al formaldehido [118] continia proponiéndolo como
sustancia que debe examinarse en los tipos de productos 2 (desinfectantes y alguicidas
no destinados a aplicarse directamente a personas o animales), 3 (higiene veterinaria)
y 22 (liquidos para embalsamamiento y taxidermia).

A pesar de ello, el Reglamento 528/2012 [98] prohibe indirectamente el uso de
formaldehido en biocidas por pertenecer al grupo 1B de carcinogenicidad [69]
desde 2014.
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11.3.3.6. Contaminantes

El formaldehido es un compuesto organico volatil (VOC por sus siglas en inglés),
grupo que esta considerado como un tipo de sustancias precursoras de ozono. Este
ozono emitido a la atmoésfera se conoce como ozono troposférico y es un importante
contaminante. Por tanto, desde la Unién Europea [ 119] se recomienda la medicion del
formaldehido y el seguimiento de la evolucion de los valores.

11.3.3.7. Otros

En regulaciones sobre el arancel aduanero de productos agricolas e industriales
también se hace referencia al formaldehido, presente por debajo de 14 mg kg™! en el
acido vanilico [120].

En los Paises Bajos esta autorizado el uso de formaldehido en la desnaturalizacion de
alcohol, por cada hectolitro de etanol absoluto se emplean cinco litros de una mezcla
que contiene 0.5% (v/v) de formalina (solucidén acuosa con 37% de formaldehido en
peso) [121].

Ademas, el formaldehido esta involucrado en alguno de los criterios ecologicos a
tener en cuenta para la concesion de la etiqueta ecoldgica de la Union Europea, en
colchones [122] y productos absorbentes de higiene personal [123] desde 2014 y en
mobiliario [ 124] desde 2016. La etiqueta ecologica puede concederse a productos con
un impacto medioambiental reducido durante todo su ciclo de vida.

También se han impuesto desde 2018 restricciones en la fabricacion, comercializacion
y uso del formaldehido. El limite maximo de concentracidon permitida para materiales
homogéneos es de 75 mg kg™!'. En ropa o accesorios, calzado u otros textiles en
contacto con la piel el contenido méaximo autorizado es 75 mg kg™!, no siendo aplicable
a cuero y piel natural, decoracion no textil, articulos de segunda mano, revestimiento
de suelo, equipos de proteccion individual y productos sanitarios, y textiles
desechables o de uso limitado. Asimismo, la concentracion en chaquetas, abrigos y
tapiceria debe estar por debajo de 300 mg kg™ [125].

11.3.4. Bisfenoles: BPA

A consecuencia de las numerosas fuentes de exposicion [71] y del acuerdo de
adopcion de medidas politicas adecuadas en relacion a los EDC [79], los organismos
responsables, a lo largo de los afos, han regulado y limitado el uso industrial del BPA
con la intencién de eliminar o al menos disminuir el nivel de exposicion en la
poblacion. Lamentablemente las legislaciones que existen no son de ambito mundial
y en paises menos desarrollados la poblacion continua exponiéndose a fuentes de
BPA [126-128] que en la Union Europea se han prohibido o limitado (desarrolladas
a continuacion).
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I1.3.4.1. Juguetes

La evolucién en la normativa europea sobre juguetes ha conducido desde, que en
origen el uso de BPA no estuviese regulado [85], pasando por la imposicién de un
limite maximo de 0.1 mg L' [129], hasta la regulacion actual publicada en 2017 que
fija el limite en 0.04 mg L' [130].

11.3.4.2. Materiales en contacto con alimentos (FCM)

En el ano 2011, se establecieron los limites de migracion especifica (SML) desde los
FCM de plastico en 0.6 mg kg para el BPA y 0.05 mg kg™ para el BPS [14].
Ese mismo afio se prohibié el uso de BPA en biberones de policarbonato para
lactantes [36].

En 2018 una nueva modificacion del Reglamento 10/2011 dict6 la limitacion de BPA
en 0.05 mg kg™, y ademas lo prohibié en FCM destinados a lactantes y nifios de corta
edad (entre 1 y 3 afos) [35]. Al afio siguiente, en 2019, la Uniéon Europea publicd una
Recomendacion [41] en la que sefial6 el uso de otros bisfenoles en FCM, como el BPS
que se emplea como monomero en la fabricacion de plastico de polietersulfona, pero
sin regular su uso a excepcion de BPA y BPS que ya disponian de SML.

También en 2019 la Comision Europea elabord un Dictamen [131] en el que sugirid
que se debe suponer que las sustancias con una estructura similar tienen propiedades
toxicologicas tan nocivas como las de la sustancia mas toxica conocida del grupo.
Ademas, también explicd que el BPA esta siendo reemplazado por otros bisfenoles
(BPS, BPF, BPFL) y exigio la prohibicion de los bisfenoles en FCM.

11.3.4.3. Cosméticos

Desde el 2010 se aplico la prohibicion del uso de BPA en cosméticos dictada por el
Reglamento 1223/2009 [92]. Pese a que este reglamento no entraba en vigor hasta el
2013, la prohibicion pudo aplicarse desde 2010, ya que en el momento de su
publicacion el BPA estaba considerado como sustancia de la que se sospecha que es
toxica para la reproduccion humana (categoria 2) segun el reglamento sobre
clasificacion, etiquetado y envasado (CLP) de sustancias y mezclas [58]. Cabe
comentar que en modificaciones posteriores del reglamento sobre CLP, el BPA paso
a la categoria 1B (sustancia de la que se supone que es toxica para la reproduccion
humana) [132] y el BPAP se incluy6 en el listado de sustancias pero no consta en
ninguna categoria en cuanto a efectos sobre la reproduccion se refiere [ 133].
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11.3.4.4. Exposicion laboral

Otra fuente de exposicion de BPA sobre la que se han visto modificados los limites
permitidos es el ambiente profesional. La directiva del afio 2009 [93] en la que se

3

imponia una exposicion méaxima de 10 mg m™ en un periodo de 8 horas, fue

modificada en 2017, reduciéndose el limite a 2 mg m™ [134].

Adicionalmente, se debe evitar la exposicion a este compuesto de trabajadoras
embarazadas, que hayan dado a luz o se encuentren en periodo de lactancia [94] y esta
prohibida la exposicion de jovenes trabajadores [94,95] al estar considerado toxico
para la reproduccion (categoria 1B) [132].

I1.3.4.5. Papel térmico

También se han impuesto limitaciones en materiales de uso cotidiano como el papel
térmico, utilizado en tickets. La concentraciéon de BPA no puede superar el 0.02% en
peso desde el ano 2020 [135].

I1.3.4.6. Agua de consumo humano

Respecto al agua de consumo, aunque atin no hay legislacion en referencia al BPA, si
se han formulado dos propuestas de normativa por parte del Consejo y del Parlamento
Europeos. Tras la iniciativa de establecer el limite de BPA en agua de consumo en
0.01 mg L', finalmente en marzo de 2019 se publicé la resolucion de la propuesta de
directiva con un limite de 0.1 mg L' [136]. Posteriormente, una nueva proposicion de
normativa se lanzo en febrero de 2020, rebajando el limite a 2.5 pg L™ [137].

11.3.4.7. Otros

Aunque no se corresponden con la limitacion de su uso, existen reglamentos que
hacen referencia a otros bisfenoles (BPAF y BPS) como productos agricolas e
industriales [109].
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CAPITULO III

II.1. Disefio de experimentos
II.1.1. Elementos, modelo y validacion de un disefio de
experimentos

Es obvio que los procedimientos llevados a cabo en Quimica Analitica requieren, un
rendimiento Optimo de la instrumentacion que proporcione un incremento de
sensibilidad, selectividad, resolucion, reproducibilidad y menores limites de
deteccion [1]. Todo lo anterior es facil de conseguir si se utiliza la metodologia del
disefio de experimentos. El disefio de experimentos puede definirse como "la
metodologia para hacer experimentos de modo que la informacion requerida se
obtenga del modo mas eficiente y preciso posible" [2].

Es decir, partiendo de unos factores controlables por el analista se realiza el
experimento obteniendo una o varias respuestas (instrumentales o de otra naturaleza)
que podran ser optimizadas [3]. Un disefio de experimentos consta fundamentalmente
de dos elementos: 1) un dominio de interés, region de los factores donde podra ser
realizado el experimento, que recogera todas las restricciones tanto instrumentales
como de tipo practico; ii) una funcion matematica (modelo) mediante la cual se
relacionan los factores con las respuestas, en general son suficientes modelos sencillos
(polinomios de primer o segundo grado). Las variables del modelo son los factores
experimentales codificados. El modelo que se propone tiene que ser validado y a
través de ¢él, se decide la posible influencia de los factores sobre la respuesta. Un factor
serd significativo si el coeficiente de la variable correspondiente, estimado por
minimos cuadrados, es estadisticamente distinto de cero.

Si la respuesta se ajusta a un modelo lineal, éste sera del tipo:
y= B() + Zi Bixi + £ (IIII)

donde y es la respuesta experimental, x; son las variables independientes o factores,
Bi son los coeficientes del modelo y € es el error experimental en la respuesta.

Si la respuesta no es explicada correctamente con el modelo anterior sera necesario
un polinomio de segundo grado:

y = Bo + Z; Bix; + I Bix;® + Zigy Byxix; + € (I11.2)

donde Bii son los coeficientes del modelo que acompafan a los términos cuadraticos
y Bij son los coeficientes que acompaian a las interacciones entre los factores.
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Es necesario comprobar que el disefio es adecuado para estimar los coeficientes del
modelo con la mejor precision posible. Se parte de la matriz del disefio (X) que
contiene en cada fila, j, los valores de los factores (variables) x;, y en su caso de los
cuadrados, xi2, y de los productos, xix;, en el correspondiente al j-ésimo experimento
junto con el valor 1, si el modelo incluye un término independiente como en las
Ecuaciones (III.1) y (IIL.2). El modelo se expresa con notacidon matricial como en la
Ecuacion (I11.3):

y=XB+¢ (IL.3)

La solucién por minimos cuadrados para el vector de los coeficientes del modelo viene
dada por la Ecuacion (I11.4):

b = (XX) X'y (I1L.4)

donde (X'X)! es denominada matriz de dispersion, que es la inversa de la matriz de
informacion del disefio (X'X). La mejor matriz de dispersion es aquella que es
diagonal, en este caso se dice que el disefio es ortogonal. La importancia de los disefios
ortogonales radica en que la estimacién de los coeficientes, que son variables
aleatorias, es incorrelada.

Como los coeficientes se calculan a partir de la respuesta experimental
(Ecuacion (II1.3)) tienen incertidumbre, es decir son variables aleatorias. La
Ecuacion (II1.4) estima el valor medio de los mismos y la matriz de sus covarianzas
viene dada por la Ecuacion (I11.5):

Cov(b) = (XX)!s? (IL.5)

siendo s la estimacion de la varianza de € en la Ecuacion (I11.3). En el caso de que
los errores & que forman el vector € sean independientes de un experimento a otro y
homocedasticos, una estimacion de la varianza de € puede ser obtenida a partir de los
residuos de la regresion por minimos cuadrados. Para ello es necesario disponer de
mas puntos experimentales en el dominio que coeficientes en el modelo. Ademas,
para validar el modelo, es decir, para detectar si el modelo propuesto describe los
datos, es necesario aplicar el test de significacion del modelo y el test de fallo de
ajuste, y ademas se requiere la normalidad de los residuos. El segundo test, exige
disponer de réplicas de alguno de los experimentos, que habitualmente suelen hacerse
en el punto central del disefio.
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Los elementos de la matriz de dispersion (X'X)! se denominan coeficientes de
varianza, se expresan como cii 0 Cij segin sean elementos de la diagonal principal o de
fuera de ella. Unicamente dependen del disefio experimental y del modelo elegido.

La varianza de un coeficiente (un elemento de la diagonal de la matriz representada
en la Ecuacion (II1.5)) se obtiene multiplicando la varianza de la regresion por el
coeficiente de varianza correspondiente (Ecuacion (I11.6)):

Var(b,) = c;;s® (I11.6)

Por lo tanto, cuanto menor sea este ultimo, menor sera la varianza del coeficiente y su
estimacion sera mas precisa (tendrd menos incertidumbre, lo que se traduce en que su
intervalo de confianza es mas pequefo). Mientras que la varianza residual depende de
la variabilidad experimental (suponiendo que el modelo no tenga fallo de ajuste), el
coeficiente de varianza depende unicamente de la matriz de dispersion, es decir, del
disefio experimental utilizado y por ello tiene que ser evaluado antes de comenzar a
realizar la experimentacion propiamente dicha.

La covarianza entre dos coeficientes, segin la Ecuacion (II1.5), es Cov(xi,Xj) = cijs’,
de nuevo es el producto de la varianza residual por cij que s6lo depende del disefio. Si
el disefio es ortogonal las estimaciones de los coeficientes serdn incorreladas porque
cij es cero. En otro caso, es el disefio el que introduce, a través de los cjj, una
correlacion entre las estimaciones de los coeficientes. Como la interpretacion del
efecto de los factores experimentales se hace a través de los coeficientes del modelo,
si éstos estan correlacionados puede que el efecto de uno de ellos se observe a través
de otro, con lo que la interpretacion serd incorrecta. En este sentido un disefio es
optimo cuando la matriz de dispersion es diagonal y ademas los valores cj son lo
menor posible.

Esto permite comparar un disefio con otro en cuanto a la varianza (precision) de las
estimaciones de los coeficientes, basta que los valores cii sean menores. Pero estos
valores dependen del tamafio del recinto de experimentacion. Como consecuencia, se
ha definido el factor de inflacion de varianza (VIF) que es el coeficiente de varianza
estandarizado por el tamafio del dominio experimental para que se puedan comparar
disenos distintos. Se expresa como en la Ecuacion (I11.7):

VIF(bl) =G Z] (Xij - )_(i)z (III7)
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El VIF es un valor acotado inferiormente por uno. Su valor no debe ser mayor que
cuatro (o siete segiin otros autores). La matriz de experiencias que aporta estimaciones
de los coeficientes de mayor precision es la que conduce a un VIF igual a uno.

Si a las hipotesis de independencia e igualdad de varianza para el error € se afiade la
de normalidad, es posible construir una region de confianza conjunta para el vector
de los coeficientes, P, del modelo al nivel de significacion a. Esta region
(Ecuacion (I11.8)) es un hiperelipsoide cuyo volumen, forma y orientaciéon dependen
de la matriz de informacion (X'X):

(B-b) (XX) (B-b)< ps®F(q, p,y) (IIL8)

siendo s? la varianza estimada con y grados de libertad, p el niimero de coeficientes
del modelo y F el valor critico al nivel a del correspondiente estadistico de Snedecor.

Las propiedades de la region de confianza se traducen en propiedades de la matriz del
disefio X. Se dira que X es:

1. D-6ptima, cuando el volumen de la region de confianza del elipsoide sea
minimo, es decir, cuando el determinante de la matriz de dispersion sea minimo.

2. A-6ptima, cuando la region de confianza del elipsoide posea forma esférica,
todos los coeficientes se estiman con la misma precision.

3. Ortogonal, cuando la orientacion sea tal que los ejes del elipsoide sean paralelos
a los ejes de coordenadas. En esta situacion se cumple que la matriz de
dispersion (X'X)! es diagonal.

Cuando la experimentacion tiene como finalidad optimizar una respuesta, es decir
determinar los valores de los factores que conducen al valor de la respuesta que
interesa al analista (maximo, minimo o valor prefijado) es importante conocer la
precision de la respuesta estimada en cualquier punto del dominio experimental, no
solo en aquellos en los que se ha realizado efectivamente la experimentacion. Si se
denomina u a un punto en el dominio de los factores en unidades reales y x(u) al punto
correspondiente en unidades codificadas, es decir, en el espacio de las variables
predictoras del modelo, la estimacion de la respuesta en u y la varianza de esta
estimacion se expresaran como en las Ecuaciones (I11.9) y (III1.10) respectivamente:

7 =f(x) =xw'b (IILY9)
Var(§ (u)) = x(u)* (X*X)? x(u) s (I11.10)
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Segtin la Ecuacién (I11.10), la varianza de la respuesta estimada depende: i) de la
matriz de experimentos seleccionada, ii) del modelo (a través de (X'X)™), iii) de la
posicion del punto experimental en el dominio y por ultimo iv) de la varianza
residual s>. Esta varianza se puede escribir también como:

Var(§ (u)) = d(u) s? (IIL.11)

donde d(u) se denomina funcion de varianza. Obviamente es deseable que sea lo mas
pequeiia posible ya que ello conducird a la prediccion mas precisa de la respuesta. La
matriz del disefio serd G-6ptima cuando sea minimo el maximo de d(u).

Se dice también que un disefio es rotable si la funcidon de varianza d(u) en un punto
experimental cualquiera x(u) depende Uinicamente de la distancia del punto al centro
del diseno, de este modo la varianza en la respuesta no dependera de la direccion que
se tome al moverse desde el centro a la frontera del dominio experimental. Recuérdese
que el proposito de los disefios de superficie de respuesta es buscar un punto optimo
y "a priori" no se sabe su posicion, por ello la propiedad de ser rotable es de interés
practico.

II.1.2. Disefios "a medida": disefios D-Optimo

Muchas veces no es posible aplicar los disefios clasicos, debido a restricciones, bien
en el dominio experimental (incompatibilidad de las condiciones experimentales,
umbrales no permitidos en ciertas técnicas instrumentales, material limitado, etc.) o
en el numero de experimentos (analisis que requieren mucho tiempo, elevado coste).
Una alternativa es la utilizacion de disefios "a medida", que buscan como criterio
primario la D-optimalidad, es decir, la estimacion conjunta mas precisa de los
coeficientes del modelo propuesto y como criterio secundario la G-optimalidad para
obtener la estimacion mas precisa de la respuesta estimada. En la bibliografia, estos
disefios se conocen también como D-6ptimos.

Se inicia la experimentacion definiendo, en base al conocimiento del problema, el
modelo para poder estimar la respuesta; es decir, los términos lineales, cuadraticos, e
interacciones de los que consta, ya que en todo procedimiento analitico no hay que
descartar que varios factores puedan interaccionar y que alguno de ellos pueda
comportarse de modo no lineal en el dominio elegido. Esto supone fijar el numero 'p'
de coeficientes del modelo que tendran que ser estimados, lo que implica establecer
en 'p' el nimero minimo de experimentos que han de ser realizados. También se
establece el dominio experimental de los factores y en ¢€l, los 'N¢' experimentos
individuales factibles que son los puntos candidatos a formar parte del disefio.
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Es necesario comprobar que el disefio con los N¢' puntos es adecuado para estimar el
modelo propuesto, evaluando los VIF de los coeficientes, las propiedades de la
matriz X y la funcion de varianza d(u); en caso afirmativo se procedera a buscar para
cada valor de 'n' en un rango entre N1 y N2 (p < N1 <n <N»), el disefio D-6ptimo con
'n' experimentos extraidos de los 'N' candidatos.

Se ha expuesto anteriormente que un disefio es D-6ptimo cuando el volumen de la
region de confianza conjunta de los coeficientes es minimo. El determinante XX
es inversamente proporcional al cuadrado de este volumen, por tanto, si el
determinante X'X es pequefio implica una pobre estimacion de los coeficientes del
modelo, por ello se busca maximizar el mismo. Pero el determinante de la matriz X'X,
crece también al afiadir nuevos experimentos, filas a la matriz X, por ello se normaliza
por el numero 'n' de experimentos del disefio (en la matriz M) para poder comparar
disefios de distinto tamafio. En consecuencia, se busca que 'n' experimentos de los "N¢'
candidatos maximicen el determinante de la matriz de momentos M, que queda
descrita por la Ecuacion (I11.12).

M| = |X*X|/nP (I11.12)

Fedorov [4] demostré cdmo escoger un par de puntos X; y X2, siendo x; un punto del
disefio actual y x> un punto candidato distinto de los actuales del disefio, de modo que
al intercambiarlos se mejore el valor de |[M|; este algoritmo de intercambio fue
mejorado por Mathieu [5].

De este modo para cada valor de 'n' se tiene una (o varias) matriz X, D-0ptima, y para
elegir el valor de 'n' (y en su caso entre las del mismo 'n') se utilizara el
criterio G definido anteriormente para asegurar que se tiene la menor varianza de la
respuesta estimada.

En el Capitulo V de esta memoria se ha empleado un disefio D-6ptimo para optimizar
simultdneamente dos factores experimentales en una cromatografia de liquidos
(temperatura y flujo de la fase movil) fijados a tres niveles y otro factor (composicioén
de fase movil) a cuatro niveles en la determinacion de fenol y bisfenol A mediante
HPLC-FLD. También ha sido esencial la utilizacion de un disefio D-Optimo
en el Capitulo VII, (en el contexto de AQbD) en un disefio compuesto "disefio
mezcla-proceso" para la eleccion de los puntos experimentales en los que realizar las
medidas cromatograficas dentro de un dominio restringido para una mezcla ternaria
(composicion de una fase movil agua-metanol-acetonitrilo) y el flujo de la misma, que
se tuvo que realizar como paso previo a la construccion de un modelo PLS2 para
relacionar los parametros de control del método con las caracteristicas de calidad de
los cromatogramas. En ambos trabajos es patente la reduccion del esfuerzo
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experimental conseguido sin disminuir la fiabilidad en la calidad de los
cromatogramas.

III.1.3. Optimizacion multirrespuesta: frente Pareto

Hay muchas situaciones en las que es necesario optimizar varias respuestas
conjuntamente, bien maximizando todas, minimizandolas, haciendo méximas unas y
minimas otras o incluso haciendo que una o varias cumplan un valor predeterminado.
En general, los valores de los factores que optimizan cada una de las respuestas seran
distintos y sera necesario llegar a algun tipo de compromiso en las condiciones
experimentales de modo que se satisfaga razonablemente la optimalidad de cada
respuesta. La solucion que se ha venido dando tradicionalmente a este problema de
optimizacién multirrespuesta es la de "convertir" el problema en una optimizacién
con una Unica respuesta a optimizar. Eso se hace definiendo una funcion que retina
(con distinta ponderacion) todas las respuestas en una unica. En esta aproximacion al
problema, el investigador transforma cada respuesta para expresar su validez. Por
ejemplo, dada un area de pico que se requiere que sea maxima, se la transforma en
una funcion que vale uno a partir de un valor b (deseabilidad maxima) y cero hasta
otro valor a (no deseabilidad) y varia mondtonamente (por ejemplo linealmente) para
areas de pico entre a y b. Finalmente se define la deseabilidad conjunta, como la media
geométrica ponderada de las funciones de deseabilidad individuales de cada respuesta
que también varia entre cero y uno. La deseabilidad conjunta es la funcién que se
optimiza. Este procedimiento, conocido como método de Derringer [ 6], se utiliza muy
a menudo en el disefio de experimentos, su aplicacion en problemas de Quimica
Analitica puede verse en las Ref. [7- 10]. El inconveniente de este procedimiento es
que la condicion experimental Optima se ha obtenido imponiendo "a priori", de modo
codificado, la opinion del investigador sobre la validez o no validez de la respuesta
(en este caso el area de pico) sin conocer el contexto experimental para las demas.

Una alternativa metodoldgica consiste en determinar el conjunto de condiciones
experimentales que proporcionan valores 6ptimos en al menos una de las respuestas,
este conjunto de soluciones es el conocido como frente Pareto. El analisis del frente
Pareto permite considerar explicitamente las ventajas y los inconvenientes de cada
solucion, asi como mantener el criterio de lo que se considera respuesta
suficientemente valida desde un punto de vista analitico, pero esto se hace
"a posteriori" entre las soluciones optimales del problema de optimizacion
multirrespuesta. Esta eleccion de las condiciones "a posteriori" resulta muy util en
analisis quimico.

Conviene hacer notar que la mayor diferencia entre la optimizacion de una Unica
respuesta y la de multiples respuestas es que en el primer caso se trata de buscar un
maximo (o minimo) en los numeros reales (valores de la respuesta) mientras que en
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el segundo caso se pretende buscar un vector médximo (o minimo), ya que para cada
condicion experimental se dispone del vector n-dimensional formado por las 'n'
respuestas. Esto segundo es imposible porque a diferencia de lo que ocurre con los
numeros reales, no es posible definir un orden entre vectores compatible con las
operaciones vectoriales (buen orden). En la optimizacion multirrespuesta en lugar del
concepto de orden se utiliza el concepto de "dominacion", que es un orden parcial [3].
Supongamos que se quieren hacer méximas dos respuestas, en la Figura III.1 se
muestran cuatro soluciones, S;, es decir los valores de ambas respuestas para cuatro
condiciones experimentales distintas. Las soluciones Si, S2 y S3 son "no dominadas"
porque ninguna de ellas tiene valores mayores en ambas respuestas. Si por ejemplo,
consideramos la solucion S, la solucion S; tiene mayor la Respuesta 2 pero inferior
la Respuesta 1, la solucion S3 es inferior en la Respuesta 2 y superior en la Respuesta
1 y la soluciéon S4 es inferior en ambas respuestas; por lo tanto, ninguna de las tres
soluciones Si, S3 y S4 domina a S,. Otro tanto ocurre con S; y S3. Sin embargo, la
solucion S4 es dominada porque la solucidon S> tiene ambas respuestas mayores.

El frente Pareto es el conjunto de soluciones "no dominadas", marcado mediante una
linea continua verde en la Figura III.1. Las soluciones del frente Pareto son dptimas
en al menos una respuesta, por ejemplo, entre todas las soluciones con Respuesta 1
igual al valor 'a', la soluciéon P; es la que da mayor la Respuesta 2 y también
entre las soluciones con Respuesta 2 fijada al valor 'b', la solucién P es la de mejor
Respuesta 1.

w

1 Frente
Pareto

U

Respuesta 2
»
L

N

»
L

-]

Respuesta 1

Figura III.1. Frente Pareto para el caso del maximo de dos respuestas.
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I11.1.4. Representacion mediante coordenadas paralelas

Una representacion con coordenadas paralelas consiste en representar las soluciones
obtenidas en un analisis multirrespuesta, en un unico grafico con tantas lineas
verticales como factores y respuestas. De ese modo uniendo las coordenadas de cada
factor y la de cada una de las respuestas es posible analizar el comportamiento en un
unico grafico. Las coordenadas paralelas permiten explorar el frente Pareto de las
soluciones optimales para seleccionar la que cumple los requisitos de interés y mas
beneficia al analista. En este sentido las dos herramientas, frente Pareto y coordenadas
paralelas, son complementarias. Este tipo de representacion también se ha utilizado
en los Capitulos V y VII de esta memoria.

La Figura III.2 muestra las soluciones del frente Pareto obtenido en un problema
concreto expuesto en el Capitulo VII de esta memoria. Las cuatro primeras
coordenadas son las variables del método cromatografico (factores) y las seis
coordenadas siguientes son caracteristicas de calidad del cromatograma (respuestas).

Como cada variable esta en una escala diferente, para su representacion en el diagrama
se escalan a un rango comun. Como referencia, se anota para cada coordenada el
minimo y el maximo de los valores obtenidos anotandolos en la parte inferior y
superior de cada linea vertical. En el grafico cada linea quebrada representa un vector
cuyas coordenadas contienen conjuntamente las cuatro coordenadas de las variables
del método (proporcion de agua, metanol, y acetonitrilo de la mezcla ternaria y el flujo
de la fase movil) y las de las respuestas, seis caracteristicas de calidad (resolucion
entre cinco picos contiguos, tiempo inicial y final del cromatograma). La linea
continua en azul fue la elegida en este experimento ya que la resolucién entre los picos
contiguos fue siempre mayor de 1.1 y el tiempo inicial y final muy cortos.
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Figura II1.2. Diagrama de coordenadas paralelas (tomada del Capitulo VII).

I1.2. Analisis de factores paralelos

[I.2.1. PARAFAC/PARAFAC2

Parte del contenido de esta seccion ha sido tomado de varias monografias
consideradas imprescindibles para profundizar en el contenido de esta técnica.
Algunas son basicas [11-13] y otras mas teoricas [14,15]. También es posible
profundizar en el tema en varios capitulos del libro Comprehensive
Chemometrics [16-18] y especialmente en el libro dedicado a calibrados con
datos de tres vias [19,20].

El andlisis de factores paralelos (PARAFAC, Parallel Factor Analysis) es una técnica
multivariante apropiada para analizar datos de tres vias (sefiales de orden dos), es
decir, datos estructurados en un cubo (o tensor). Puede decirse que PARAFAC es una
extension de las Componentes Principales cuando se tienen datos de orden dos (cubo
de datos). La ventaja de esta técnica frente a la técnica de Componentes Principales
es que PARAFAC no tiene ambigiiedad rotacional.

En general, para poder aplicar esta técnica se tiene que disponer de un cubo de datos
X (I x J x K) compuesto por numeros reales xjix, i=1,....,Lj=1,...,J; k=1, ..., K.
En el caso de estar utilizando una técnica instrumental como la cromatografia de
liquidos con distintos detectores que proporcionen sefiales multivariantes (diodos en
serie en HPLC-DAD, o un detector de fluorescencia en HPLC-FLD) cada valor Xk,
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sera la absorbancia (o la intensidad fluorescente) registrada en el i-€simo tiempo de
elucion para las j-ésima longitud de onda en la k-ésima muestra.

No obstante, el uso de PARAFAC no estd limitado a aplicaciones con datos de
técnicas instrumentales acopladas, sino que es posible encontrar aplicaciones en otros
campos siempre que se disponga de un cubo de datos estructurado como se indica en
el parrafo anterior [21,22].

En general, cada perfil o via del cubo de datos se puede identificar por su significado,
por ejemplo, en el caso de la cromatografia se dispondra de un perfil cromatografico,
un perfil espectral y un perfil muestral. La Figura III.3 es una representacion grafica
de como seria un cubo de datos cuando se tiene datos de HPLC-DAD (o HPLC-FLD).

Un modelo PARAFAC de rango F para un cubo de datos X = (xjjx) se anota como se
muestra en la Ecuacion (I11.13):

F
xijkzzaifbjfckf+eijk, i=1,2, ., j=1,2,.,]; k=1,2, ..,K; (ILI3)
f=1

donde ejjx son los elementos del tensor E, que contiene los residuos del modelo
ajustado. PARAFAC se dice que es lineal cuando lo es en sus tres perfiles o vias.

j\fer‘fi | cromatogrdfico

perfil espectral

. M, =3, ®b,®c,+E
perfil muestral K 1 1 1 WK

— 4
b,

<~ 4 oeee+ -
3 b,

a, a, a.

F
MIJK =Z af ®bf ®Cf + EIJK
f=1

Figura II1.3. Datos de tres vias para HPLC-DAD (o HPLC-FLD).
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La descomposicion realizada por PARAFAC origina triadas o factores, F, estando
cada uno de ellos formado por tres vectores de loadings (pesos), ar, bry ¢r. De esta
forma, el modelo PARAFAC de un cubo de tres vias esta formado por tres matrices
de loadings, A, B y C, cuyas columnas se corresponden con los vectores de loadings
anteriores y las dimensiones de estas matrices son (I x F), (J x F) y (K x F),
respectivamente, siendo F el nimero de factores de la descomposicion PARAFAC.
Estos loadings, en una técnica PARAFAC, son determinados por minimos cuadrados.
Con estas matrices el modelo de la Ecuacion (I11.13) puede escribirse como se muestra
en la Ecuacion (I11.14).

X, =AD,B"+E,=c, a;b;, +-+cgapbg +E,, k=1,2, .., K; (IIL.14)

Donde Dy es la diagonal de una matriz cuadrada (F x F) cuyos elementos no nulos son
los de la fila k-ésima de la matriz C, y Ex (I x J) es la matriz de los residuos.
Consecuentemente cada matriz Xk esta modelada por las mismas matrices de loadings
A 'y B pero con diferentes pesos, es decir los que figuran en Dk. El superindice T en
todas las muestras indica el vector o la matriz transpuestos.

Si los datos son trilineales, la descomposicion PARAFAC es tnica y capaz de dar el
perfil especifico de cada uno de los factores (analitos) contenidos en la muestra, es
decir el perfil cromatografico, el perfil espectral y el perfil muestral de cada analito
que esté contenido en la misma.

En las técnicas empleadas en Quimica Analitica, PARAFAC y otras pocas técnicas
de tres vias, poseen la "propiedad de unicidad" suponiendo que los datos sean
trilineales, es decir, si en estos cubos de datos, cada matriz de la muestra difiere una
de otra s6lo en la cantidad del analito (o analitos), PARAFAC es capaz de obtener un
perfil tnico para cada uno de estos analitos contenidos en la muestra. Esta propiedad
también se denomina "ventaja de segundo orden".

Usando adecuadamente datos multivia y una descomposicion PARAFAC, es posible
identificar inequivocamente a los analitos por sus perfiles cromatograficos y
espectrales, siendo este aspecto de suma importancia cuando se estdn analizando
sustancias prohibidas o con un limite de migracion especifica establecido como es el
caso del SML (Specific Migration Limit) en migrantes. La utilizacién de técnicas
multivia en los analisis oficiales es posible debido a la introduccion de la nocion de
método validado como alternativa al método de referencia, como puede leerse en
muchas de las normativas para residuos toxicos [23], pesticidas [24] y migrantes [25].

Como se ha indicado, el no tener ambigiiedad rotacional en una descomposicion
PARAFAC es importante para poder asignar los distintos perfiles de cada factor a un
analito concreto. El interés de esta descomposicion PARAFAC radica en que la
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solucion por minimos cuadrados utilizada para obtener los loadings es Unica, lo que
significa que las matrices A, B y C obtenidas por minimos cuadrados para los
F factores en el modelo de la Ecuacion (II1.14) es la Gnica que da la menor suma de
cuadrados residual, por lo tanto, no hay un conjunto de F factores distintos (excepto
por permutacioén y escala) que descritos por diferentes loadings proporcionen el
mismo ajuste. En otras palabras, esto quiere decir que cualquier rotacién de estos
factores no puede dar la misma suma residual de cuadrados.

Es importante resefiar que PARAFAC, por tener "propiedad de unicidad", permite
identificar analitos en presencia de interferentes aunque estos no estén incorporados
en el calibrado. La identificacion inequivoca de cada analito se realiza comprobando
varios aspectos: 1) observando que el tiempo de retencion de un patroén de referencia
coincide con el tiempo de retencion observado en el perfil cromatografico obtenido
en PARAFAC, ii) identificando el perfil espectral, calculando el coeficiente de
correlacion lineal entre el espectro del patrén de referencia y el perfil espectral
obtenido en la descomposicién (para cada uno de los F analitos de interés que
contenga la muestra) y iii) observando la coherencia entre los patrones medidos en el
laboratorio y el perfil obtenido en el modo muestral con la descomposicion
PARAFAC.

Conviene indicar que en las descomposiciones PARAFAC realizadas en los diferentes
capitulos de esta memoria, en las que se han utilizado datos procedentes de
HPLC-DAD, se han seleccionado ventanas de tiempo independientes para cada pico
cromatografico, excepto cuando aparecia solapamiento de picos en cuyo caso se ha
trabajado con una ventana de tiempo cromatografico que abarca ambas sefiales.

Mientras que PARAFAC aplica los mismos factores (A, B) a lo largo de un conjunto
de matrices X, como se muestra en la Ecuacion (I11.14), PARAFAC?2 aplica el mismo
factor a lo largo de un perfil y sin embargo, permite a otro factor en la matriz que
varie. Esto es de suma importancia en cromatografia cuando existen pequefios
desplazamientos en los tiempos de retencion de los picos cromatograficos.

Un modelo PARAFAC2 con F factores se describe como se muestra en la
Ecuacion (I11.15).

Xk=AkaBT+Ek, k=1, 2, . K, (HIIS)

Donde Ak es una matriz (Ix x F), con I filas que no son necesariamente iguales para
todos los k =1, ..., K; Dk es una matriz diagonal de loadings (F x F), que tiene el
mismo significado que en la Ecuacion (I11.14) y B es una matriz de loadings (J x F)
que no varian con k.
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111.2.2. Determinacion del naumero de factores

El reto mas importante al hacer estas descomposiciones basadas en PARAFAC o
PARAFAC?2 es la eleccion apropiada del numero de factores. El nimero de factores
adecuado sera aquel que consiga que el modelo sea capaz de describir el
comportamiento trilineal de los datos. Es posible utilizar técnicas de validacioén
cruzada [26], en las que se parte el cubo de datos por varios sitios lo que se denomina
"split-half" [27]. En concreto consiste en dividir el tensor experimental en dos mitades
siguiendo una de las vias que son analizadas independientemente. Debido a la
unicidad del modelo PARAFAC, si se elige el nimero correcto de factores, se tendra
que obtener el mismo resultado para el modelo con el tensor que para los modelos
realizados con las particiones. Si el modelo es estable al aplicar el "split-half" indica
que el modelo captura la variacion esencial, y no la relacionada s6lo con determinadas
muestras.

Pero si, por otro lado, algunas componentes no son estables con este analisis, podria
significar o que el modelo no es valido, o por el contrario que algin factor solo se
encuentre presente en una de las particiones y no en la otra. A veces esto sucede
cuando el modo muestral se corresponde con patrones de calibrado, donde
dependiendo de la magnitud de los interferentes estos factores solo se hacen patentes
en las muestras de concentraciones de los patrones mas bajas.

En general, el criterio mayoritariamente utilizado es un indice conocido como
diagnostico de la consistencia del nucleo (CORCONDIA, Core Consistency
Diagnostic). El indice de¢ CORCONDIA ha sido desarrollado en la Ref. [28] para
PARAFAC y en la Ref. [29] para PARAFAC2. Un indice de CORCONDIA proximo
a 100% implica que el modelo es apropiado. Un modelo sera completamente trilineal
cuando este indice sea del 100%, valores menores se deben a pérdidas de trilinealidad
del modelo. Se recomiendan como regla aproximada que valores en torno al 90%
deben ser interpretados como trilineales. Cuando existe una falta de trilinealidad,
suele afectar a los loadings, apareciendo degeneraciones en los mismos (perfiles casi
idénticos duplicados). También es comun que el nimero de iteraciones necesarias
para ajustar el modelo aumente. En el caso de que un modelo con mayor numero de
factores sea aceptable (trilineal) pero no mejore la explicacion o la prediccion de los
datos se aplicar el principio de parsimonia, optando por el modelo de menor niimero
de factores entre aquellos que ofrecen resultados equivalentes. A toda esta explicacion
hay que afiadir, que en Quimica Analitica disponemos de una ayuda para identificar
el perfil muestral, patrones de calibrado de concentracion conocida. La pauta
encontrada debe ser coherente con los patrones que el investigador ha preparado en el
laboratorio.
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I11.2.3. Calibrado basado en una descomposicion PARAFAC

En los Epigrafes II y III del Capitulo VI y en el Capitulo VIII de esta memoria, los

modelos de calibrado basados en una descomposicion PARAFAC con datos

cromatograficos se realizan teniendo en cuentas las siguientes etapas:

i)

iii)

vi)

Registrar la matriz para cada muestra, de dimension I x J, siendo I el nimero de
tiempos registrados y J el nimero de las longitudes de onda del espectro. Con
estos datos se construye el tensor X, obtenido al unir los K patrones de calibrado.

Calcular la descomposicion PARAFAC del cubo X, para obtener los perfiles
cromatografico, espectral y muestral de los analitos (el de interés y los posibles
interferentes si hubiera). Inicialmente se pueden poner restricciones de no
negatividad y/o unimodalidad a los perfiles con el fin de conseguir que la
varianza explicada y el indice de CORCONDIA mejoren. Se debe controlar que
todos los patrones de calibrado tengan los estadisticos habituales, T? y Q, debajo
de un umbral critico (usualmente 95% confianza).

Identificar el factor, fo, que se corresponde con el analito de interés y cualquier
otro factor, fi, de los interferentes si los hubiera, utilizando para ello la
correlacion entre el espectro de cada factor obtenido en la descomposicion
PARAFAC con el de una muestra de referencia en el caso de los perfiles
espectrales. En el perfil cromatografico se controlara que el tiempo de retencion
relativo de un analito frente a una muestra de referencia no supera el porcentaje
establecido.

Obtener la curva de calibrado haciendo la regresion de los "loadings" del perfil
muestral correspondientes al factor identificado en el paso anterior,
(¢ = 1, C20, ..., Cki), Versus la concentracion del analito de interés en cada
muestra patron.

Evaluar las figuras de mérito del método (veracidad, precision, limite de
decision, capacidad de deteccion) mediante una nueva regresion entre la
concentracion obtenida con la descomposicion PARAFAC (modelo de
calibrado del paso iv)) versus la concentracion afiadida del compuesto analizado.

Cuantificar la concentracion del analito de interés en las muestras problema.
Para ello, se registra el cromatograma de estas muestras en las mismas
condiciones del apartado i), se incorporan los datos obtenidos al tensor X
efectuandose la descomposicion PARAFAC del nuevo tensor Xampliado-
Analizando los estadisticos Q y T2 se garantiza que las muestras problema sean
similares a los patrones del calibrado. Los valores de los "loadings" en los tres
perfiles deberan estar por debajo de los valores criticos de Q y T? al nivel de
confianza elegido (usualmente el 95%). En el procedimiento anterior descrito,
concatenar las matrices de los cromatogramas-espectros de los patrones junto
con los de las muestras problemas para hacer la descomposicion PARAFAC, es
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el método mas utilizado. Otro procedimiento alternativo, seria proyectar las
matrices registradas sobre la descomposicion obtenida con los patrones. Cuando
se utiliza este segundo procedimiento, en la etapa de prediccion es necesario
considerar en general mas factores que los obtenidos con los patrones de
calibrado para evitar un sesgo en la cuantificacion del analito en la muestra
problema, como consecuencia es necesario llevar a cabo otra descomposicion
PARAFAC.

II1.3. Tecnologia Analitica de Procesos y Calidad Disefiada

La Tecnologia Analitica de Procesos (PAT por sus siglas en inglés), es el sistema para
disenar, analizar y controlar la fabricacion a partir de datos de las materias primas, del
proceso y ambientales con la finalidad de garantizar una calidad establecida del
producto final mediante los valores de los atributos criticos de calidad.

El analisis de procesos persigue definir estrategias para una produccion inteligente.
Al contrario de un analisis basado en partes del proceso, se focaliza en la necesidad
de una aproximacion holistica en la que lo multivariante sera la clave que soporte la
produccion de materiales inteligentes en fabricas inteligentes segiin puede leerse en la
Ref. [30].

Este mismo autor incide en la necesidad de que la industria manufacturera tome
iniciativas para el desarrollo de tecnologias y productos sostenibles, ya que la
disminucién de los recursos y el crecimiento de la poblacion suponen un grave riesgo
en un futuro inmediato. Detalla que la industria manufacturera es la mayor fuente de
riqueza en Europa, proporcionando un 70% de la misma aun cuando so6lo un tercio o
menos de la poblacion esta empleada en este sector. Ademas, la industria
manufacturera financia el 90% del desarrollo de la industria de la tecnologia de la
informacion y de la consultoria empresarial.

Por este motivo, la fabricacion inteligente ha despertado un gran interés en los ultimos
afos por parte de la Comisiéon Europea. También ha tomado cartas en el asunto la
agencia de Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA por sus siglas en
inglés), la cual publico en 2011 una guia técnica sobre la validacion de procesos de
manufacturacion [31]. En ella se describe una validacion en tres etapas: 1) disefio del
proceso, se define el proceso y se marcan los criterios de control; ii) calificacion del
proceso, se evalua la viabilidad y reproducibilidad del proceso; iii) verificacion
continua del proceso, en base a los resultados observados con el control continuo para
implementar mejoras tanto en el desarrollo del proceso como de los propios criterios
de control.

La idea de la Calidad Disefiada (QbD por sus siglas en inglés) con las herramientas
proporcionadas desde la PAT es flexibilizar los procesos de produccién adoptando
herramientas cientificamente fundamentadas, para asegurar la calidad del producto
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final desde el disefo inicial del proceso. La implementacion de estas propuestas
requiere la caracterizacion cuantitativa del proceso y del producto y herramientas
quimiométricas adecuadas de modelado que soporten la toma de decisiones y que,
ademads, deberdn ser rapidas, flexibles, "abiertas" y necesariamente multivariantes
porque los procesos siempre dependen de multiples factores, pardmetros o
propiedades de la materia prima implicada en la produccion ("variables de proceso")
y también son multirrespuesta (varias variables de calidad del producto final).

La introduccion en el ambito farmacéutico por parte de la FDA (Federal Drug
Administration) en 2004 [32-34] de un modo maés flexible e innovador de garantizar
la calidad mediante su disefio (QbD) junto con las herramientas metodologicas que se
agrupan en lo que se conoce como PAT, han supuesto un cambio en la manera de
entender el control de procesos, no solo en el campo farmacéutico. De hecho, el
editorial del numero de marzo de 2017 de la revista Journal of Chromatography A
hace referencia explicita, en el dmbito de la espectroscopia, a la necesidad de
tecnologias punteras, unidas a métodos avanzados de analisis de datos, que
proporcionen la capacidad de monitorizar procesos en tiempo real. En la revision a la
que hace referencia [35] menciona explicitamente "Besides being encouraged by the
Food and Drug Administration's (FDA's) PAT initiative, promises to improve process
understanding, reduce overall production costs and help to implement continuous
manufacturing. ...In order to exploit the full potential of gathered data, chemometric
tools are widely used for the evaluation of complex spectroscopic information".
Kessler [30], en 2013, ya mencionaba el caracter necesariamente transversal de la
metodologia que permitird avanzar en este campo.

En la industria farmacéutica estd teniendo un impacto creciente, asociar sensores
espectroscopicos (UV-Vis, NIR, IR, Raman y fluorescencia de excitacidn-emision) y
métodos quimiométricos. Los sensores espectroscOpicos actualmente son muy
asequibles y junto con las técnicas quimiométricas permiten un amplio muestreo y
determinacion "en linea" de la composicidon quimica, estructura, estado de oxidacion,
autenticidad, etc. La demanda creciente por parte de los consumidores y de las
agencias reguladoras para producir productos seguros, asequibles, de alta calidad y de
modo sostenible forzard a muchas industrias a intensificar la implementacion de las
herramientas de la PAT junto con los disefios de experimentos.

El interés por los métodos multivariantes de andlisis de datos y por el disefio de
experimentos ha crecido mucho en el contexto de la Tecnologia Analitica de Procesos,
debido a la necesidad de utilizar metodologia para el analisis sistematico de grandes
conjuntos de datos que se obtienen con relativa facilidad de los sistemas de medida.
En este sentido, los modelos en variables latentes (LVM, Latent Variable Models)
muestran un potencial que va mas alla de la mera gestion estandar de los datos [36].
Una de las razones de este interés creciente es que, los modelos basados en variables
latentes, sirven para relacionar la calidad del producto final con la situaciéon del
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proceso al elaborarlo (variables de proceso o de materia prima) y han demostrado ser
utiles, tanto por su capacidad predictiva como por la reduccion de la dimensionalidad.
Ademas, permiten acoplar la informacién proporcionada por el modelo a los
conocimientos de ingenieria, esto a su vez permite la comprension del proceso y en
consecuencia su mejora permanente [37].

Los modelos en variables latentes, en concreto PLS2, capturan la correlacion, tanto
entre las caracteristicas de calidad que definen el producto, como de las variables de
proceso, estableciendo ademas una relacion entre ellas. Una ultima ventaja a
mencionar es que el uso de los estadisticos Q y T? proporciona un procedimiento para
decidir si una nueva operacion del proceso estd en el espacio latente construido,
teniendo eso lugar antes de aplicar el modelo de regresion que estima las
caracteristicas de calidad predichas para la nueva situacion del proceso.

La novedad consiste en pasar del modelo de prediccion habitual a partir de variables
de proceso, a centrar la atencion sobre las caracteristicas deseadas para el producto,
es decir, aquel que tiene propiedades especificas definidas "a priori". El problema
ahora reside en invertir el modelo PLS2 para encontrar los valores de las variables de
proceso que deben ser utilizadas, garantizando el cumplimiento de las
especificaciones en el producto. El estudio de la viabilidad de esa inversion, con las
restricciones necesarias para garantizar alguna solucion, se conoce como la inversion
de modelos de variables latentes (LVMI, Latent Variable Model Inversion). En la
bibliografia, se describen basicamente dos maneras distintas de abordar el problema
de la factibilidad del producto [38,39] mediante la inversion del modelo. Pero en esta
memoria se ha optado por un método computacional para realizar la inversion del
modelo PLS2 puesto a punto por nuestro grupo de investigacion [40], basado en un
algoritmo genético que permite encontrar el frente Pareto de las soluciones optimales,
que se vera con mas detalle en el Capitulo VII de esta memoria.

II1.3.1. Calidad Analitica Disefiada, AQbD

El concepto de la QbD y la estrategia para conseguirla no se limitan al desarrollo de
un producto o la mejora de un proceso de produccidon, también son aplicables
directamente a los métodos analiticos. Es wuna alternativa, cientificamente
fundamentada, a los métodos tradicionales de validacion del método analitico, como
por ejemplo se describe en la ICH Q2 (R1) [41]. En la aproximacién tradicional, la
identificacion de los factores que inciden en la calidad del resultado analitico final se
optimizan separadamente ("uno cada vez") lo que hace costosa la validacion y
ademas, no se adquiere conocimiento global sobre su funcionamiento. Como
consecuencia, se reduce la adaptabilidad del método analitico a condiciones de uso
variables. Una vez establecido el método no se sabe qué posibilidades de variacion en
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los factores que le afectan pueden conducir a una suficiente calidad de la medida. Por
lo tanto, la necesidad de introducir la QbD es evidente.

AQDbD, es el concepto de Calidad Disenada (QbD) aplicado al desarrollo de un método
analitico. La idea central es desarrollar el método de modo que se mantenga la calidad
que se desea que tenga el método, el llamado "perfil analitico objetivo" (ATP,
Analytical Target Profile), permitiendo variaciones en los parametros de control del
método (CMP, Control Method Parameters). En analogia con la QbD se construira un
modelo tal que sea posible predecir el ATP a partir de los CMP. Invirtiendo el modelo
PLS2, en este caso, se podra obtener el espacio de disefio asociado a un ATP
predefinido, este espacio de disefio se conoce con el nombre de "region operable del
disefio" (Method Operable Design Regiéon, MODR).

La AQbD ha despertado bastante interés, destacan las revisiones dedicadas
especificamente a este concepto [42-45] incluso aparece en las revisiones sistematicas
de cromatografia [46], en esta ultima, 47 citas de las 158 referenciadas se refieren a
este concepto. Las autoridades reguladoras no son ajenas a este nuevo paradigma en
el ambito del andlisis quimico, un resumen de la posicion de la FDA puede verse en
la Ref. [47] y en la seccion "Application of the concepts defined in ICH Q8 (R2) in
the area of analytical methods" [32] desarrollada en el marco de una accién conjunta
de la Agencia Europea del Medicamento y la FDA para armonizar procedimientos y
aplicaciones de la QbD.

El disefio de experimentos es un elemento clave de la calidad analitica disefada, para
conseguir que la relacion entre los CMP y el ATP sea multivariante, multirrespuesta
y altamente predictiva. Pero metodologicamente y conceptualmente la AQbD es
mucho més amplia. Sin embargo, muchos investigadores piensan erroneamente que
optimizar un método analitico mediante disefio de experimentos es AQbD omitiendo
la necesidad de obtener la region MODR después de definir el ATP deseado.

El hecho de que QbD haya sido promocionada por la FDA en la industria
farmacéutica, y la necesidad de controlar los principios activos y las impurezas en las
materias primas y productos acabados, ha provocado que solo haya aplicaciones de
AQbD en cromatografia de liquidos [48,49]. Hay que tener en cuenta que la
posibilidad de tener acreditados procesos con QbD exige disponer de métodos
cromatograficos capaces de determinar principios activos e impurezas en escenarios
cambiantes de materia prima, produccion e incluso durante el tiempo de vida del
producto, esto exige que el método analitico de control tenga bien justificado
una MODR.

En la AQbD juega un papel importante la Tecnologia Analitica de Procesos, PAT,
donde se dispone de datos de las materias primas, del proceso y ambientales (datos
recogidos en una matriz de variables predictoras X) con la finalidad de garantizar la
calidad del producto final establecida mediante los valores de los atributos criticos de
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calidad (matriz de variables respuestas Y). Actualmente PAT es un estdndar en la
acreditacion de procesos [34,50].

La relacion entre X e Y en esta memoria se hara, como se ha expuesto en la seccién
anterior, mediante un modelo de regresion basado en variables latentes ("projection
latent space" o "partial least squares") PLS2. En el Capitulo VII de esta memoria se
detalla mas en profundidad el procedimiento. Una vez construido el modelo PLS2,
como se acaba de decir, es necesaria su inversion para establecer el espacio de disefio,
es decir, el dominio en el que pueden modificar las variables predictoras manteniendo
la calidad en las respuestas. En el ambito del laboratorio de analisis, mas
concretamente cuando se va a llevar a cabo una cromatografia liquida (HPLC-DAD),
los parametros de proceso se convierten en las variables de control del método
(composicion fase movil, flujo etc.) y las caracteristicas de calidad, ATP, seran el
perfil cromatografico deseado (resolucion entre picos contiguos, tiempos inicial y
final adecuados, etc.) La Figura II1.4 muestra esquematicamente como seria el
procedimiento cuando se emplea la cromatografia liquida (HPLC-DAD) como técnica
de analisis. La ventaja cuando se trabaja en el laboratorio es que los CPM pueden
disefiarse, es decir, es posible decidir qué experimentos se eligen para realizar el
modelo PLS2. Para esto ultimo los disefios D-6ptimos cobran especial interés ya que
permiten reducir en gran medida el esfuerzo experimental.

Variables control método, CMP
(composicién fase mévil, flujo...)

\
X1 X Xf",\‘%@

o %o = x,,
(\ﬁ\; :

Variables de método
necesarias para obtenerlo

f-1(yd) =(xd1 Xip xdp

Figura II1.4. Esquema del procedimiento para la inversion de un modelo PLS con datos

de HPLC-DAD.

Perfil analitico deseado, ATP
(resolucion picos, tiempos..)
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IV.1. Introduccion

La técnica analitica utilizada durante el desarrollo de la tesis doctoral ha sido la
cromatografia de liquidos de alta eficacia (HPLC) acoplada a diferentes detectores, de
fluorescencia (FLD) o de diodos en serie (DAD).

El analisis de una muestra compleja, bien sea porque presenta varios analitos de
interés o multiples interferentes en su matriz, requiere de una etapa de separacion para
mejorar la selectividad y sensibilidad del método analitico. Hasta mediados del
siglo XX las separaciones analiticas se llevaban a cabo mediante precipitacion,
destilacion o extraccidon. Sin embargo, gracias al ruso Mikhail Tswett se introdujo la
cromatografia como técnica de separacion analitica, el cual realizo la separacion de
pigmentos vegetales empleando una columna rellena de carbonato de calcio y
haciendo pasar por ella éter de petréleo [1,2].

En la separacion cromatografica, técnica aplicable y muy utilizada en todas las ramas
de la ciencia, intervienen dos fases inmiscibles: la fase movil (FM) en la que se
disuelve la muestra, y la fase estacionaria (FE) por la que se hace pasar la fase movil.
Su fundamento se encuentra en la diferencia de velocidad del movimiento del soluto
a través de la FE: aquellos componentes que son retenidos se mueven lentamente con
el flujo de la FM, sin embargo, los que se unen débilmente se desplazan con rapidez
por la FM [1,3].

Atendiendo al tipo de contacto entre FM y FE, existen la cromatografia en columna
(la FE esta contenida en un tubo estrecho y la FM se desplaza por gravedad o presion)
y la cromatografia plana (la FE se fija sobre una placa plana y la FM se mueve por
capilaridad o gravedad). Segun el estado fisico de la FM se pueden distinguir tres tipos
de cromatografia: de liquidos, de gases y de fluidos supercriticos. Por ultimo, en
funcion del tipo de mecanismo de separacion se diferencian las cromatografias de
adsorcion, de reparto, de intercambio idnico, de exclusion y de afinidad [1,3].

La cromatografia liquida en columna es la técnica mas antigua dentro de la
cromatografia, pero alcanz6 su punto algido en la década de los setenta cuando surge
el desarrollo de la cromatografia de liquidos de alta eficacia, cominmente conocida
como HPLC (de las siglas en inglés de High Performance Liquid Chromatography).
Latécnica HPLC destaca por su sensibilidad, su facil adaptacion a las determinaciones
cuantitativas exactas, su idoneidad para la separaciéon de especies no volatiles o
termolabiles y, principalmente, por su gran aplicabilidad a sustancias, como
aminoacidos, proteinas, hidrocarburos, farmacos, plaguicidas, antibidticos, etc., que
son de primordial interés en la industria, en la ciencia y en la sociedad en general [2,3].

Los equipos empleados en HPLC suelen ser mas sofisticados y caros que aquellos
utilizados en otras técnicas cromatograficas. Principalmente se debe a que se
requieren presiones elevadas para alcanzar un caudal de eluyente razonable para
tamanos de particula de relleno de columna del orden de pm. Un sistema moderno de
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cromatografia de liquidos estd compuesto por los elementos basicos recogidos en la
Figura IV.1 y desarrollados en los siguientes apartados: i) recipientes para la fase
movil y tratamiento de los disolventes, ii) sistema de bombeo, iii) sistema de inyeccién
de la muestra, iv) columna para cromatografia de liquidos con su relleno
correspondiente, v) detector y vi) sistema capaz de informar del resultado de la
separacion (procesador) [2-4].

Dispensadores a
de disolventes )

FI5Z3Wi 3p Blia)sig

Sistema de

d . . Colector de
esgasificacion

fracciones
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Bomba(s) Columna

10)09Kuy

pLS—y
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(Estacion de datos)

—» Transporte de liquido y analitos
«» Lineas de control y senales eléctricas
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disolventes
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columna

detector DAD

detector FLD

procesador

Figura IV.1. a) Diagrama esquematico de la instrumentacion necesaria y
recomendable en HPLC, mostrado en la Ref. [3]. b) Componentes y distribucion del
equipo HPLC de la casa comercial Agilent Technologies, disponible en el laboratorio
de investigacion.
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IvV.2. Disolventes de la fase movil

Un sistema de HPLC esta equipado con uno o mads recipientes de vidrio, acero
inoxidable o politetrafluoroetileno (PTFE), cada uno de los cuales contiene un
disolvente. También incluye accesorios para evitar el dafio de los componentes del
equipo, como desgasificadores y filtros. La entrada al sistema tanto de burbujas como
de particulas en suspension afecta al detector. Ademas, las burbujas pueden provocar
ensanchamiento de pico, y las particulas dafios en la bomba, el sistema de inyeccion
y obstruccion de la columna [2,3].

La velocidad y la composicion de mezcla a las que los disolventes son introducidos
en el sistema para llevar a cabo la separacion pueden ser constantes durante todo el
analisis, modo de elucion isocratico. Sin embargo, para mejorar la eficacia también
pueden modificarse a lo largo de la separacion, modo de elucion gradiente [2-4].

IV.3. Sistema de bombeo

La impulsion de la muestra y fase movil por el sistema se produce gracias a la
presencia de una bomba. Las caracteristicas de la bomba utilizada en HPLC deben
garantizar un flujo constante y reproducible, amortiguar las oscilaciones provocadas
por cambios en el caudal que provocan ruido en el detector, ser quimicamente inertes
y resistentes mecanicamente y permitir cambios rapidos de disolvente [3].

Un alto porcentaje de los cromatografos comerciales incorporan en sus sistemas
bombas reciprocas, las cuales disponen de una o varias cdmaras desde las que se
impulsa la fase mévil mediante pistones. La ventaja de este tipo de bombas reside
en un volumen interno pequeflo, una presion de salida alta, una fécil adaptacion
a la elucion con gradiente y una velocidad de flujo constante. Sin embargo, hay
que mencionar que el fluyjo que producen es pulsado y debe amortiguarse
posteriormente [2,3].

V4. Sistema de inyeccion de la muestra

Un sistema de inyeccion adecuado requiere de reproducibilidad en la introduccion de
la muestra en la columna, evitar la sobrecarga de la misma (muestras de hasta
500 pL) e introducir la muestra sin modificar la presion del sistema. En HPLC el
sistema mas utilizado es la valvula de inyeccion que cuenta con dos circuitos uno
conectado al exterior y otro al sistema, cuyas posiciones son facilmente
intercambiables [2.,4].

De esta manera, cuando se encuentra en la posicion de carga (Figura IV.2a), mientras
que la bomba esta impulsando fase movil hacia la columna, por el otro circuito se
introduce la muestra desplazandose hasta el bucle (puerto 1). En ese momento, la
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valvula cambia a la posicion de inyeccion (Figura IV.2b) permitiendo asi que la
muestra se dirija hacia la columna. Acto seguido la véalvula vuelve a cambiar a la
posicion de carga para que el flujo de fase movil desde la bomba hacia la columna
contintie y se pueda cargar la siguiente muestra a analizar [3,4].

. a ) b
residuo ) residuo )
muestra muestra
—
bomba (.';’aﬂ'.'f\ bomba
bbb
columna columna

Figura IV.2. Posiciones de a) carga y b) inyeccion de una valvula de inyeccion.

IV.AS. Columna

Las columnas empleadas en HPLC normalmente son de acero inoxidable, capaz de
soportar las altas presiones. Tanto la longitud como el diametro son de tamafos
variables. En ocasiones es recomendable utilizar una precolumna, de menor tamano
pero con la misma fase estacionaria, para proteger la columna y aumentar su vida
util [2,4].

La mayoria de las medidas realizadas mediante HPLC se llevan a cabo a temperatura
ambiente. La variacion de la temperatura a lo largo del dia, incluso dependiendo de la
época del afno puede ser considerable. Por ello, habitualmente las columnas se sitian
en compartimentos termostatizados para un preciso control de la temperatura [2,3].

La separacion se efectua gracias a las interacciones entre los solutos, la FM y la FE y
se rige por la transferencia de analito entre las fases. La constante de equilibrio (K)
para este proceso de transferencia se denomina constante de distribucion o de reparto,
cuyo calculo se muestra en la Ecuacion (IV.1), donde CE y CM son las
concentraciones de analito en FE y FM respectivamente [1]. De esta manera, los
analitos que tienen una constante de distribucién mayor, presentan mas afinidad con
la FE, y por tanto, eluyen mas tarde. Esta afinidad suele venir expresada a través del
coeficiente de reparto octanol-agua (log Kow) [ 5] descrito en la Ecuacion (IV.2).
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s (Iv.1)
Cm
__[analito] sctanol
g, i (IV.2)

[analito]agua

Un aspecto crucial es la buena eleccion del material de relleno de columna. El tipo de
relleno mas utilizado en la cromatografia de reparto es el de particulas porosas unidas
quimicamente a un soporte. En sus origenes, los materiales con los que se podian
fabricar estas particulas eran silice (mdas habitual), alimina, resina sintética de
poliestireno-divinilbenceno o resinas de intercambio i6nico. A lo largo de los afios,
las diferentes casas comerciales han desarrollado, y continlian investigando en este
campo, materiales modificados a partir de siloxano que permiten mejorar las
separaciones y ampliar el campo de aplicabilidad [2-4].

Cuando el mecanismo de separacion reside en la polaridad del relleno y de los
disolventes empleados, se pueden distinguir la cromatografia de fase normal y de fase
reversa (también denominada inversa). En la cromatografia de fase reversa la FE es
apolar, habitualmente se utilizan rellenos de siloxanos con cadenas alquilo (C8, C18).
La FM estd compuesta por disolventes de naturaleza polar como agua, metanol,
acetonitrilo o tetrahidrofurano. Los analitos apolares son mas retenidos y tardan mas
en salir de la columna, para éstos su tiempo de retencion disminuye al afiadir a la FM
disolventes apolares, como hexano o ciclohexano entre otros [2-4].

IVv.e6. Detector

Las caracteristicas mas importantes que debe de tener cualquier detector para HPLC
son: tener sensibilidad a pequeiias concentraciones de analito, dar una respuesta lineal
con el aumento de la concentracion sin provocar ensanchamientos en los picos del
cromatograma, ser insensible a variaciones de temperatura y composicion del
disolvente y tener un volumen interno minimo. El sistema de deteccion puede basarse
en una propiedad del efluente que se ve modificada por la presencia de los analitos o
basarse en una propiedad del propio analito. Dentro del segundo grupo se encuentran
los detectores de absorcidon molecular en ultravioleta-visible (UV-Vis) y de
fluorescencia (FLD) entre otros [2-4].

Los detectores mas utilizados en HPLC son los de absorciéon molecular en UV-Vis
debido a que numerosos compuestos absorben la radiacion en este rango del espectro
electromagnético. Existen diferentes modelos, pero sin lugar a duda el detector de
diodos en serie (DAD) es uno de los mas funcionales gracias al registro del espectro
completo a cada tiempo de elucion. Su funcionamiento es el siguiente (Figura IV.3):
la ldmpara de descarga de arco de deuterio emite la energia en el rango de longitudes
de onda impuesto para el analisis, el haz de luz se enfoca con ayuda de un espejo hacia
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lente  obturador celda rendija red

lampara lente  diodos en serie

Figura IV.3. Elementos de un detector de diodos: lampara, lente,
obturador, celda, lente, rendija, red y diodos en serie.

la entrada de la celda de flujo, la radiacion absorbida por la muestra contenida en la
celda sale de ella, este haz se enfoca mediante un segundo espejo y pasa a través de
una rendija u obturador que lo dirige hacia la red de difraccion que es la encargada de
dispersar la luz hacia la matriz de diodos en serie [2,3,6].

Los detectores de fluorescencia son menos empleados en HPLC debido a la limitacion
de las sustancias detectables (son especies fluorescentes los compuestos aromaticos
no sustituidos, las sustancias alifaticas o aliciclicas con grupos carbonilo en su
estructura, o compuestos con dobles enlaces conjugados), para las cuales resulta ser
muy sensible, de ahi su aplicabilidad en los laboratorios. Este tipo de detectores
funcionan con doble haz (Figura IV.4): la [ampara de flash de xen6n emite el haz de

lampara lente filtro de emision  fotomultiplicador
x | j |

ﬂ
e, /b
A

Tl

filtro de excitacion celda atenuador

Figura IV 4. Elementos de un detector de fluorescencia: lampara, lente,
filtro de excitacion, celda, filtro de emision, atenuador y
fotomultiplicador.

—

92

—



CAPITULO IV

luz, a través de un espejo y de la red de difraccion de excitacion el haz se enfoca hacia
la entrada de la celda de flujo. El papel de doble haz entra en juego a la salida de la
celda: la radiacién fluorescente es atenuada mediante un difusor, y la radiacion
emitida a 90° (respecto de la direccion de entrada) es dirigida a través de la red de
difraccion de emision hacia el tubo fotomultiplicador [2,3,7].

IV.7. Procesador

El sistema de lectura muestra el resultado de la separacion en forma de cromatograma
(Figura IV.5), que consiste en una imagen que traduce visualmente la evolucion de la
senal del detector (que depende de la concentracion instantdnea del soluto a la salida
de la columna) en funcién del tiempo [2].

senal del detector

t\/l

tiempo

Figura IV.5. Cromatograma caracteristico de una mezcla de tres componentes (A especie
no retenida, B y C analitos) en el que se muestra como se mide el tiempo de retencion de
un analito (tr), el tiempo muerto (tv), y la anchura total (w) o a media altura (wos) de un
pico.

Los procesadores actuales tienen la capacidad de integrar automéaticamente los
cromatogramas obtenidos (aunque también el analista puede realizar la integracion
manualmente) y ofrecer los valores de diversos parametros: altura, anchura, area,
simetria, resolucion, tiempo inicial y final, tiempo de retencion, etc. [8]. Entre estos

valores hay que destacar:

m  Tiempo de retencion: la posicion del maximo del pico sobre el eje tiempo puede
usarse para identificar inequivocamente los componentes de la muestra.

m  Area de pico: en analisis univariante sirve de medida cuantitativa de la
concentracion de cada especie, después de relacionarla linealmente con los

patrones de calibrado.
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m  Resolucion: se calcula mediante la formula de la Ecuacion (IV.3) y supone una
medida de la capacidad de separacion entre dos analitos (B y C). Para una 6ptima
separacion se recomiendan valores mayores o iguales a 1, aunque depende
mucho del tipo de compuestos analizados, el nivel de concentracion (mg L™ o
ug L) y la forma del pico cromatografico correspondiente (altura, simetria, y
obviamente la anchura).

_ 2'35(tR,C'tR,B)
2(wo5c+wos,p)

(IV.3)

Ademas, el procesador también permite trabajar con los espectros de absorcion (en el
detector de diodos) y de emision (en el de fluorescencia) a cada tiempo de retencion,
generando el procesador una matriz de datos para cada muestra analizada. En la
Figura IV.6 se muestra la representacion tridimensional de dos ejemplos de matrices
de datos, obtenidas mediante un HPLC acoplado a un detector a) de diodos en serie y
b) de fluorescencia. Como se puede observar, para el ejemplo a) el procesador registra
la absorbancia de la muestra analizada en cada longitud de onda (entre 200 y 500 nm)
y para cada tiempo durante los 5 minutos de duracion del anélisis. Para el caso b) se
registra la intensidad fluorescente, habiendo fijado la longitud de onda de excitacion,
en cada longitud de onda de emision (entre 275 y 400 nm) y para cada tiempo a lo
largo del analisis de 4 minutos.

30

Absorbancia (mAU)
2
Emision (LU)

260_
200

Longitud de onda (nm) Tiempo (min) Longitud de onda (nm) Tiempo (min)

Figura IV.6. Representacion tridimensional de dos ejemplos diferentes de matrices de
datos registradas a través de un software para HPLC empleando: a) un detector de diodos
en serie y b) un detector de fluorescencia.

Cada analito cuenta con un espectro caracteristico, por lo que la comparacion del
espectro obtenido con HPLC en el tiempo de retencion del analito, es decir el espectro
en el maximo de pico cromatografico, frente al espectro de una muestra de referencia
permitira la identificacion inequivoca de cada componente de la muestra analizada.
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Ademas, a partir de la concatenacion de las matrices de diversas muestras puede
construirse un cubo de datos sobre el que puede realizarse un analisis multivariante,
empleando técnicas quimiométricas que permitan no solo la identificacion inequivoca
de los analitos sino también su cuantificacion [9].

Sin duda como se indicaba en la introduccidon de esta memoria, la estrategia en el
ambito del analisis quimico est4 asociada a la Quimiometria, que siempre sugerira el
uso de sefiales multivariantes y/o multivia. A pesar de que un procesador también
permite trabajar con los espectros de absorcion (en el detector de diodos) y de emision
(en el de fluorescencia) a cada tiempo de retencion, generando una matriz de datos
para cada muestra analizada, el software de estos instrumentos Unicamente muestra
bellas imagenes pero no indica nada de como los datos deben ser tratados. El empleo
de informacion multivariante a través de técnicas quimiométricas permite convertir
en informacion util la ingente cantidad de datos proporcionada por esta
instrumentacion moderna.
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CAPITULO V

V.1. Resumen®

Los limites legales para fenol y bisfenol A (BPA) en juguetes son 15y 0.1 mg L
respectivamente. Los ultimos estudios realizados en Europa muestran que el
contenido de BPA, el cual llega a nuestros cuerpos a través de diferentes vias de
contacto, en ningun caso excede los limites legales. Pero es cierto que los efectos
causados por la ingesta continua de este analito durante mucho tiempo y otros posibles
procesos que podrian incrementar su migracion, todavia estan bajo la consideracion
de las agencias responsables de la salud.

En este trabajo se propone una optimizacién multirrespuesta utilizando un disefio
D-6ptimo para optimizar simultaneamente dos factores experimentales (temperatura
y flujo de la fase movil) a tres niveles y uno (composicion de fase movil) a cuatro
niveles en una determinacion mediante HPLC-FLD. El disefio D-0ptimo permitid
reducir el esfuerzo experimental de 36 a 11 experimentos garantizando la calidad de
las estimaciones. El modelo ajustado se valido y, después de estimar las respuestas en
todo el dominio experimental con el modelo ajustado, las condiciones experimentales
que maximizan las areas de pico y minimizan los tiempos de retencion para ambos
analitos se eligieron por medio de un frente Pareto. De esta manera, la sensibilidad y
el tiempo del analisis se mejoraron con esta optimizacion.

El limite de decision y la capacidad de deteccion obtenidos fueron 33.9 y 66.1 pg L™
para fenol y 25.6 y 50.0 para BPA ng L' respectivamente cuando las probabilidades
de falso negativo y falso positivo se fijaron en 0.05.

El procedimiento se ha aplicado con éxito para determinar fenol y BPA en diferentes
muestras (juguetes, bolsas de suero clinico y lagrimas artificiales). Los simulantes
HC1 0.07 M y agua se utilizaron para el analisis de juguetes. La cantidad de fenol
encontrada en las bolsas de suero y en las lagrimas artificiales varid entre 15 y
600 pg L. No se detectdo BPA en los objetos analizados.

Ademas, este trabajo incorpora programas informaticos implementados en MATLAB
del procedimiento utilizado (denominados en inglés como COOrdinates parallel plot
y Pareto FROnt, COO-FRO), de manera que se pueden utilizar en cualquier otra
optimizacién cromatografica.

V.2. Palabras clave

Bisfenol A, fenol, HPLC-FLD, disefio D-6ptimo, frente Pareto, coordenadas paralelas

* Este capitulo ha sido publicado en Journal of Chromatography A 1534 (2018) 93-
100.
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V.3. Introduccion

Cuando se propone un método cromatografico para resolver un problema analitico, es
necesario optimizar varios parametros para conseguir la mejor calidad en los
cromatogramas. La calidad de un cromatograma esta definida por varias
caracteristicas del mismo que son las respuestas en la etapa de optimizacion. En estos
procedimientos, cuando se tienen varios analitos, es habitual minimizar los tiempos
de retencion y maximizar las areas de pico. Ademas, los parametros habituales de un
procedimiento cromatografico (temperatura del horno, flujo, composiciéon de la fase
movil en el caso de HPLC), de los que dependen las respuestas, deben establecerse en
tres 0 mas niveles para considerar posibles efectos no lineales o para cubrir un rango
suficiente de posibilidades experimentales. En ocasiones, la composicion de la fase
movil requiere la exploracion de diferentes mezclas de disolventes y sus proporciones,
de modo que, si se usan mezclas binarias de tres componentes, se necesitaran mas de
tres niveles. El mismo problema experimental ocurre en el estudio de la robustez
cuando el método es multianalito, aunque en este caso se acepta utilizar solo dos
niveles por factor y los disefios experimentales dptimos son disefios Placket-Burman
o fraccionados. Experimentar en solo dos niveles puede ser una limitacion importante
para determinar correctamente la influencia de los factores. Esta limitacion aparece
cuando el efecto del factor cambia desde del nivel nominal a un nivel inferior o
superior y también cuando la respuesta esperada no es lineal. En ambos casos, se
necesitan experimentos en mas de dos niveles.

Una vez definidos los factores y niveles a estudiar, el método estandar para abordar la
optimizacidn consiste en:

1)  Proponer un modelo para relacionar cada respuesta con los niveles de los
factores.

i1)  Reducir el nimero de experimentos del espacio factorial completo utilizando un
disefio D-0ptimo que garantiza la mejor estimacion conjunta de los coeficientes
del modelo [1].

Después de realizar los analisis cromatograficos en las condiciones dadas por el
disefio D-6ptimo, el procedimiento para el analisis e interpretacion de los resultados
consiste en:

ii1)  Evaluar a qué nivel debe fijarse cada factor para optimizar cada respuesta.

iv)  Resolver el conflicto cuando los niveles de factores que optimizan una respuesta
son diferentes de los que optimizan otra.

Existen varios procedimientos para la etapa iii), pero todos comparten la idea de
analizar el tamafo y el signo de los coeficientes en el modelo ajustado con los datos
experimentales. Con disefios no saturados (mas experimentos que coeficientes), la
significacion estadistica se usa para decidir si un coeficiente es nulo, en cuyo caso la
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conclusion es que el correspondiente nivel de factor no tiene efecto en la respuesta.
Cuando el diseno es saturado (el mismo niimero de experimentos que coeficientes),
se utilizan métodos de decision indirectos: el método de Lenth, el método bayesiano
y el método de distribucion normal, entre otros. En la Ref. [2] se puede ver una
revision detallada.

El paso iv) a veces se realiza mediante una funcion de deseabilidad [3] o mediante el
analisis de los coeficientes [4,5].

Este trabajo muestra un procedimiento sencillo y proporciona el software para ejecutar
los pasos mostrados en los puntos iii) y iv) del esquema anterior, de modo que, ademas
de la reducciodn en el esfuerzo experimental lograda por el disefio D-0ptimo, también
beneficia la simplicidad del andlisis directo del problema de la optimizacion
multicriterio con factores discretos. El punto de partida son los modelos discontinuos,
con variables discretas, ajustados y validados con los resultados experimentales.
Utilizando estos modelos, se puede calcular el valor de las respuestas en todo el
dominio (alternativamente se podrian obtener todos los resultados experimentales en
todos los puntos del dominio factorial completo, lo que en el laboratorio seria
inviable). Dado que el problema a estudiar es multiobjetivo y el espacio de disefio es
discreto, es imposible utilizar las herramientas analiticas habituales para el analisis de
la superficie de respuesta, como el camino Optimo y el analisis canénico. Por esta
razon, este trabajo propone para la etapa iii) el uso de un grafico de coordenadas
paralelas [6], que ha sido introducido en aplicaciones analiticas por nuestro grupo de
investigacion para mejorar la visualizacion del frente Pareto Optimo para la
optimizacion multirrespuesta [7] y fue de gran utilidad en analisis cromatograficos
utilizando la temperatura programada de vaporizacion en cromatografia de gases-
espectrometria de masas en la Ref. [8].

Para obtener los valores Optimos de las respuestas y, si es necesario, resolver
conflictos, este trabajo propone determinar el conjunto de experimentos individuales
(niveles de cada factor) que conducen a soluciones no dominadas. Es decir, aquellas
soluciones que al menos son mejor en una respuesta. Este subconjunto del disefio
factorial completo es el llamado frente Pareto de soluciones optimales. Este paso es
el equivalente discreto y de respuesta multiple de la determinacién de un méximo o
minimo de una funcidén univariante de varios factores en una region acotada. El
procedimiento desarrollado, COO-FRO, se ha aplicado en este trabajo en la
optimizacion de un método para determinar BPA y fenol mediante cromatografia
liquida con deteccion fluorescente (HPLC-FLD) en juguetes y otros objetos de uso
cotidiano. Ambos son compuestos organicos que tienen un limite maximo establecido
en la legislacion de la UE [9,10], siendo 0.1 mg L' para el BPA y 15 mg L™! para el
fenol. El limite de migracion del fenol como mondmero especificado en la guia técnica
EN 71-11:2005 era 15 mg L', pero desde 2017 la Directiva 2017/774 establece un
limite de migracion especifica del fenol en materiales poliméricos de 5 mg L.
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El BPA es una de las sustancias quimicas de mayor produccion a nivel mundial. Este
compuesto se usa para fabricar policarbonatos y resinas epoxi, por lo que puede estar
presente en muchos productos destinados a entrar en contacto con alimentos, asi como
en una gran cantidad de objetos de uso diario, particularmente en papeles térmicos,
materiales dentales, dispositivos médicos, productos para el cuidado personal y
juguetes [11]. Por esta razon, el BPA estd presente de manera ubicua en el medio
ambiente y sus efectos adversos constituyen uno de los temas de salud publica mas
candentes en la actualidad. En particular, existe un creciente interés en los posibles
efectos de la exposicion al BPA en los nifios.

Es interesante destacar que las consideraciones basicas que derivan en el limite de
migracion para BPA en juguetes son diferentes que las de la migracion de BPA en
materiales en contacto con alimentos [12] y la prohibiciéon de BPA en biberones de
policarbonato [13]. Por esta razon, en vista de la necesidad de un alto nivel de
proteccion para los nifios contra los riesgos causados por sustancias quimicas en los
juguetes, la EFSA propone un limite de migracion de 0.1 mg L™ para BPA de acuerdo
con los métodos establecidos en EN 71-10:2005 y EN 71-11:2005 [14,15]. El 18 de
julio de 2016, la Organizacion Mundial del Comercio (WTO por sus siglas en inglés)
distribuy6 una notificacion [ 16] anunciando una propuesta de directiva de la UE para
endurecer el limite de migracion para BPA de 0.1 mg L' a 0.04 mg L' Lo indicado
en este borrador [ 17] finalmente entr6 en vigor durante el segundo trimestre de 2017
con la Directiva 2017/898.

En la Ref. [18] Caballero-Casero y col. presentaron una revision exhaustiva de los
métodos para analizar BPA. En la Ref. [19] se revisa la liberacion de BPA desde
biberones de policarbonato hasta simulantes alimentarios. La separacion y
cuantificacién se ha llevado a cabo casi exclusivamente mediante cromatografia
liquida en tindem con espectrometria de masas (LC-MS/MS) o mediante
cromatografia de gases con espectrometria de masas (GC-MS). En la Ref. [20] se
describe un modelo de cinética de migracion de BPA desde vasos de policarbonato.
En la Ref. [21] se utiliz6 fluorescencia molecular para identificar inequivocamente y
también cuantificar BPA.

Como ocurre con el BPA, en el caso del fenol, las regulaciones de la UE establecen
un limite de migracion especifica maximo igual a 3 mg kg' para materiales en
contacto con alimentos [22]. Sin embargo, la Directiva 2017/774 [10] indica que el
fenol se utiliza como mondmero para las resinas fendlicas en la fabricacion de resina
de madera aglomerada para juguetes y que la degradacion de antioxidantes fendlicos
podria ser una fuente de fenol en los juguetes. Basado en la preocupacion de que el
fenol pueda constituir un riesgo para la salud humana a través de la exposicion
combinada, este compuesto es calificado como sustancia que tiene que ser
evaluada [23]. La cromatografia de liquidos y la de gases son las dos técnicas de
separacion revisadas en la Ref. [24] para analizar fenol en alimentos. Como en el caso
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de BPA, la directiva sobre fenol en juguetes propone realizar el analisis de acuerdo
con las normas europeas EN 71-10:2005 y EN 71-11:2005.

El método analitico propuesto en EN 71-11:2005 es HPLC con deteccion UV y FLD
(en linea) para fenol y BPA respectivamente. Este trabajo propone utilizar sélo un
detector FLD y optimizar dos respuestas para cada analito: maximizar el area de fenol
y BPA y minimizar los tiempos de retencion de cada uno de ellos.

El contenido de este capitulo estd organizado de la siguiente manera: se realiza una
descripcion del modelo utilizado para el analisis de varios factores a diferentes
niveles, después, se obtiene la matriz de respuestas en el dominio factorial completo,
y por ultimo, se aplica COO-FRO. Los comandos de MATLAB para COO-FRO, que
han sido elaborados para realizar este trabajo, se incluyen en el Anexo A
(Seccion V.7). Finalmente, en las condiciones elegidas, se realizan medidas de los
patrones de calibracion de fenol y BPA, se evaltian las figuras de mérito y, por ultimo,
se determina el contenido de fenol y BPA migrado desde juguetes utilizando dos
simulantes diferentes, y en ampollas de suero fisioldgico y bolsas de suero salino para
uso médico, en este caso realizando medidas directas.

V4. Experimental

V4.l. Reactivos quimicos

El bisfenol A se adquiri6 en Aldrich (Madrid, Espaiia); el fenol fue suministrado por
Merck (Darmstadt, Alemania). El acetonitrilo y el metanol (grado isocratico
LiChrosolv® para cromatografia liquida) fueron suministrados por Merck (Darmstadt,
Alemania). Otros reactivos utilizados fueron de grado analitico. Se obtuvo agua
desionizada usando el sistema de purificacion de agua Milli-Q Gradient A10 de
Millipore (Bedford, MA, EEUU).

V.4.2. Instrumental

La cuantificacion de BPA se llevé a cabo utilizando un cromatografo HPLC Agilent
1260 Infinity (Santa Clara, CA, EEUU) compuesto por una bomba cuaternaria
(G1311C), un inyector (G1329B), un compartimento termostatizado de columna
(G1316A), un detector de fluorescencia (G1321B) y el software HP ChemStation.
Para la separacion se empled una columna Kinetex EVO-C18 (150 mm x 4.6 mm,
5 um) y se utilizaron metanol (disolvente A), acetonitrilo (disolvente B) y agua
desionizada (disolvente C) para la fase movil. Las condiciones Optimas fueron
0.8 mL min"! para el flujo y 20°C para la temperatura del compartimento de la
columna. A una longitud de onda de excitacion fija de 275 nm, se registraron los
espectros de emision entre 275 y 400 nm, cada 1 nm. Mientras que para la integracion
de las areas del pico cromatografico se ha utilizado solo la longitud de onda de emision
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maxima (300 nm y 313 nm para fenol y BPA respectivamente). El tiempo de elucion
total fue 5 minutos en condiciones no optimizadas, tiempo que se logro reducir en las
condiciones elegidas por el disefio D-6ptimo (Seccion V.5.1.1).

V.4.3. Disoluciones patrén y muestras

Las disoluciones madre de BPA y fenol se prepararon individualmente en metanol a
una concentracion de 337.1 y 480.5 mg L', respectivamente. Las disoluciones de
trabajo se prepararon diluyéndolas con agua desionizada. Todas estas disoluciones
fueron almacenadas a baja temperatura (4°C) y protegidas de la luz.

Los juguetes infantiles (mufieca, pony, ardilla de juguete y pequeiios soldados,
Figura V.S1 del material suplementario de la Seccion V.8) se adquirieron en una
tienda local. El procedimiento de extraccion utilizado pretendia simular la ruta de
contacto a través de la cual los nifios estan expuestos a BPA y/o fenol. Se eligieron
dos tipos de simulante: i) HCI 0.07 M como simulante de saliva y ii) agua destilada.
Las muestras de juguetes se sumergieron en 1000 mL de HCI 0.07 M a 37°C durante
2 horas en el primer caso, y en 1000 mL de agua destilada a 40°C durante 24 horas en
el segundo caso [18,21]. Todos los extractos se filtraron empleando filtros de 0.22 pm
antes de la inyeccion en el sistema cromatografico.

Otros objetos analizados fueron: bolsas de suero de hospital, ampollas de suero y
ampollas de lagrimas artificiales (Figura V.S2 del material suplementario de la
Seccion V.8). En este caso, el suero se inyectd directamente porque tanto el BPA
como el fenol podrian migrar desde los envases de plastico.

V44. Software

Los disefios D-6ptimos se construyeron y se analizaron con NEMRODW [25]. Las
funciones escritas en MATLAB [26] (véase el Anexo A de este capitulo, Seccion V.7)
se utilizaron para representar en un mismo grafico las respuestas y los valores de los
factores mediante coordenadas paralelas, asi como para realizar la optimizacion
multirrespuesta con el frente Pareto. La regresion robusta por minimos cuadrados
recortados (LTS por sus siglas en inglés), funcion del paquete LIBRA [27,28], se ha
utilizado para detectar datos andémalos y después de su eliminacion realizar la
regresion por minimos cuadrados (OLS por sus siglas en inglés). El limite de decision,
CCa, y la capacidad de deteccion, CCP, se determinaron utilizando el programa
DETARCHI [29].
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V.S. Resultados y discusion
V.5.1. Optimizacion del procedimiento experimental
V.5.1.1. Disefio de experimentos D-6ptimo y modelos ajustados

En este trabajo, el punto de partida para realizar la optimizacion fue un disefio factorial
completo con dos factores a tres niveles (velocidad de flujo de la fase movil y
temperatura del horno) y uno a cuatro niveles (fase moévil). Para el altimo factor
(composicion de la fase movil), se ha elegido acetonitrilo y metanol como
modificadores, siendo este Gltimo mas barato y ecoldgico.

El dominio experimental discreto constaba de 36 (32 x 4!) experimentos. Los factores
y sus niveles se muestran en la Tabla V.1.

Para evaluar el efecto de estos factores sobre las cuatro respuestas (tiempo de
retencion y area de pico para fenol y BPA), el modelo propuesto para cada una de
ellas fue:

Y=Dby+b1sX14+b1pX1p+bsaX;4+bopX5p

+b3AX3A+b3BX3B+b3CX3C+E (Vl)

Las variables discretas Xjj (1= 1, 2,3 yj = A, B, C) codifican el factor y el nivel de
acuerdo con los valores discretos que se muestran en la Tabla V.2. En el modelo
elegido de la Ecuacion (V.1), las variables flujo y temperatura a tres niveles y
composicion de la fase movil a cuatro niveles, conducen a verificar el cambio en el
comportamiento desde el nivel de referencia hasta los otros dos (o tres) niveles. Por
este motivo el modelo es flexible. La Ecuacion (V.1) es el modelo reducido de
estado-referencia, en el que se omite el nivel de referencia para cada factor (el ultimo
nivel para cada factor en la Tabla V.1). Una vez que se han calculado los coeficientes,
el modelo se transforma en uno de presencia-ausencia que modela por separado el
efecto, desde el nivel de referencia hasta cada nivel, sobre la respuesta. De esta
manera, al tener mas de dos niveles cada factor en el diseno, si un factor no tiene un
efecto lineal sobre la respuesta experimental, la falta de linealidad es detectable.

El modelo de la Ecuacion (V.1) tiene 8 coeficientes byj, por lo que se requieren al
menos 8 experimentos para estimar estos coeficientes. Como el espacio de busqueda
de los disefios, que permite estimar estos coeficientes, estaba formado por el disefio
factorial completo que consta de 36 experimentos distintos, fue posible reducir el
esfuerzo experimental haciendo solo una fraccion de estos experimentos garantizando
siempre la suficiente precision en las estimaciones de los coeficientes. Una vez que se
ha establecido el nimero de experimentos reducido, 'n', se trata de elegir mediante un
disefio D-6ptimo los 8 coeficientes, seleccionando 'n' experimentos de los 36 posibles.
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Variar 'n' entre 8 y 36 proporciona sucesivos disefios D-0ptimos. Los disefos elegidos
mediante el criterio D-0ptimo proporcionan la estimacidon general mas precisa. Se
puede ver una explicacion técnica sobre estos disefios en la Ref. [2].

Tabla V.1. Factores, variables codificadas y dominio experimental de interés para la
optimizacion del tiempo de retencion y el area de pico de fenol y BPA.

Factores Variable Nivel Nivel Nivel Nivel
codificada A B C D
1 Velocidad de flujo X 0.8 0.85 0.9 -
(mL min™)
2 Temperatura del horno (°C)  X» 20 30 40 -
3 Fase movil X3 65:0:35  70:0:30  0:45:55 0:40:60
CH3OHZCH3CN3H20 (V/V)

Tabla V.2. Valores de las variables discretas en la Ecuacion (V.1).

Factori(i=1,2) Factor 3

Nivel A Xja=1  Xig=0  NivelA Xza=1 Xsg=0  Xzc=0

Nivel B Xja=0  Xjg=1  NivelB Xz4=0 Xsg=1 Xsc=0

NivelC Xja=-1 Xig=-1 NivelC Xza=0 Xs5=0  Xzc=1
Nivel D Xszp=-1 Xsp=-1 Xzc=-1

El factor de inflacion de varianza, VIF, es una medida de la precision en la estimacion
de cada factor y permite decidir si el disefio elegido es valido. En nuestro caso, con el
disefio D-6ptimo elegido, que constaba de 11 experimentos, fue posible encontrar un
VIF entre 1.31 y 1.82 para los coeficientes del modelo. Estos valores son buenos, y
con 11 experimentos los grados de libertad fueron suficientes para llevar a cabo el test
de fallo de ajuste de este modelo multilineal. Las columnas 2, 3 y 4 en la Tabla V.3
muestran las condiciones cromatograficas en las que se realizaron cada uno de los 11
experimentos obtenidos con el disefio D-Optimo. Las tltimas cuatro columnas son las
respuestas experimentales obtenidas: las areas de ambos picos y los tiempos de
retencion para el fenol y el BPA. El andlisis se repitid0 en las condiciones
experimentales correspondientes al experimento numero 1, como se muestra en la
Tabla V.3, para evaluar el posible fallo de ajuste del modelo propuesto en la
Ecuacion (V.1).

Con los datos de la Tabla V.3, los coeficientes de cada modelo se estimaron por
minimos cuadrados. Al analizar el ajuste del tiempo de retencion del BPA, tgpa, se
encontrd que el experimento 4 era un dato andmalo (residuo estudentizado igual a
5.49) y el modelo se rehizo sin ¢l. La Tabla V.4 muestra los coeficientes de cada
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Tabla V.3. Plan experimental del disefio D-6ptimo y las respuestas obtenidas (area de pico y
tiempo de retencion para fenol y BPA).

Numero  velocidad Temperatura Fase mévil (v/v) Area de pico Tiempo de

de flujo del horno CH3;0OH:CH;3CN:H,0O retencion

(mL min") (°C) Fenol BPA Fenol BPA
1 0.80 20 65:0:35 182.6 359 2.149 3451
Ir 0.80 20 65:0:35 1724 329 2.172 3.541
Ir 0.80 20 65:0:35 172.8 332 2.166 3.509
Ir 0.80 20 65:0:35 174.7 327 2.172 3.523
2 0.85 30 65:0:35 168.6 326 1967 2.954
3 0.90 40 65:0:35 156.6 299 1.806 2.554
4 0.80 20 70:0:30 179.2 387 2.033 2.754
5 0.90 30 70:0:30 158.9 350 1.763 2.286
6 0.85 40 70:0:30 167.2 355 1.831 2283
7 0.90 20 0:45:55 147.8 255 2.154 3.300
8 0.85 30 0:45:55 1548 258 2202 3.292
9 0.80 40 0:45:55 161.3 263  2.263 3.290
10 0.85 20 0:40:60 153.6 229 2.551 4.877
11 0.80 30 0:40:60 160.6 239 2.582 4.719

Tabla V.4. Modelos ajustados para las respuestas experimentales, areas de pico de fenol y
BPA, tiempos de retencion de fenol y BPA. Coeficientes del modelo de acuerdo a la
Ecuacion (V.1), coeficiente de determinacion (R?), p-valores de los test de significacion de

la regresion y de fallo de ajuste.

Coeficientes Afenol Agpa tienol tepa
bo 157.33 28.16 2.1397 3.3538
bia 8.43 1.20 0.1136 0.2251
big -0.01 0.11 0.0016 0.0085
boa 1.23 0.79 0.0640 0.2725
bop -0.02 -0.11 -0.0071 -0.0331
bsa 5.25 233 -0.1506 -0.3415
bsp 7.61 6.84 -0.2590 -0.8149
bsc -3.06 -2.21 0.0723 -0.0478
Significacion de la regresion <3-10* <10* <10* <10*
(p-valor)
Test de fallo de ajuste (p-valor) 0.970 0.880 0.141 0.171
R? (%) 0.975 0.989 0.999 0.999
Syx 2.27 0.71 0.01 0.04
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modelo y su validacion. Para los cuatro modelos, el p-valor del test de significacion
es menor que 0.05, por lo tanto, la hipdtesis nula debe ser rechazada con un nivel de
confianza del 95%, (siendo la hip6tesis nula, Ho: El modelo no explica la variabilidad
de la respuesta experimental). Con respecto al test de fallo de ajuste, los p-valores son
mayores que 0.05, de modo que no hay evidencia experimental, con un nivel de
confianza del 95%, para rechazar Ho, que en este caso es: "El modelo lineal no tiene
fallo de ajuste". Los modelos explican un porcentaje de varianza de las cuatro
respuestas, R%, que varia entre 97.5% y 99.9% y las desviaciones estandar residuales
entre 2.27 y 0.01.

V.5.1.2. Representacion y exploracion de las funciones de respuesta

Usando los modelos de la Tabla V.4, se calcularon los valores de las areas y los
tiempos de retencion en los 36 puntos del dominio experimental completo para ambos
analitos, y no solo para los 11 experimentos llevados a cabo en el laboratorio. Las
cuatro respuestas junto con los valores de los tres factores implican manejar
graficamente mas de tres variables, de modo que la representacion conjunta mediante
coordenadas cartesianas es imposible. Sin embargo, la representacion mediante
coordenadas paralelas no tiene esta limitacion.

La Figura V.1 se construy6 utilizando la "secuencia de comandos CPFP" del
Anexo A (Seccidon V.7). Cada uno de los primeros tres ejes verticales muestra los
niveles de los factores y los siguientes cuatro las respuestas en estos niveles (los
valores de las areas de pico y los tiempos de retencion). Cada linea quebrada une los
niveles de uno de los puntos del dominio experimental con los valores
correspondientes de las cuatro respuestas. Para poder comparar en un unico grafico
factores y respuestas independientemente de su magnitud, el rango de cada variable
se ha transformado de manera que todas se expresen en un intervalo codificado [0, 1].
Sin embargo, se han anotado los valores reales en los extremos de los intervalos de
cada variable.

La primera observacion que se puede deducir del grafico es que existe una fuerte
correlacion negativa entre las areas de fenol y BPA y los tiempos de retencion porque
las lineas que unen los valores obtenidos se cruzan, de manera que cuando se cambian
las condiciones experimentales cromatograficas, las areas aumentan, los tiempos
disminuyen y viceversa (por ejemplo, para el BPA, el coeficiente de correlacion, p,
entre el 4rea y el tiempo de retencidn es -0.79). Sin embargo, este efecto no ocurre
entre las areas, cuando aumentan, aumentan tanto para fenol como para BPA al mismo
tiempo, aunque en un grado diferente (p = 0.82). Para los tiempos de retencion, las
lineas son casi paralelas, lo que indica una fuerte correlacion positiva (p = 0.97). En
otras palabras, los dos tiempos de retencion aumentan o disminuyen simultaneamente
y no hay inversion del pico cuando se modifican las condiciones cromatograficas.

—
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Figura V.1. Grafico de coordenadas paralelas para el espacio de disefio: flujo, X1,
temperatura, X2, y fase movil, X3, y para las respuestas: area de fenol, Y1, area de BPA,
Y2, tiempo de retencion de fenol, Y3, tiempo de retencion de BPA, Y4. En verde, las
respuestas no dominadas encontradas (frente Pareto). En rojo, la solucion 6ptima elegida:
nivel 1 para flujo y temperatura, y nivel 2 para fase movil.

El conflicto es claro, no es posible obtener el tiempo de retenciéon minimo y el valor
méximo del area de pico para cada analito. Esto explica por qué unicamente es
necesario estudiar, en base a los criterios practicos [30,31], las condiciones que
forman el frente Pareto, ya que cualquier otra seria peor en al menos una de las
respuestas. Al contrario de lo que sucede con los niumeros reales, cuando uno tiene
varias respuestas (un vector) no es posible definir un orden que permita comparar un
vector con otro y decidir cudl es el mayor. En cambio, se define el concepto de
dominacion. Dadas las distintas condiciones cromatograficas (i, j), se dice que la
respuesta para la condicion j domina a la respuesta para la condicion i (en resumen, j
domina a 1) cuando a) y b) son verdaderas:

a)  Afenol (1) < Afenol (j)
Appa (1) < Appa (J)
tfenol (1) > tfenol (j)
tepa (1) = tepa (J)
b)  Se cumple al menos una de las desigualdades anteriores

El frente Pareto esta formado por las condiciones cromatograficas no dominadas. Para
calcularlo se us6 la funcion "FParet.m" del Anexo A (Seccion V.7). En el caso en
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cuestion, el frente se muestra en verde en la Figura V.1. Destaca que todas las
condiciones cromatograficas que lo componen comparten el hecho de que la
composicion de la fase movil debe estar en el segundo nivel (70:0:30). Sin embargo,
el flujo y la temperatura pueden tomar cualquiera de estos tres niveles.

En las nueve soluciones del frente Pareto (en verde en la Figura V.1) se pueden
diferenciar tres grupos, los cuales de mayor a menor Afenol s€ caracterizan por el hecho
de que el flujo varia de 0.8 a 0.9 mL min™'. Dado que en todas las condiciones del
frente Pareto la reduccion en el trenol y €l tpa es superior al 50%, se decidié considerar
aquella que dio mayores valores de sus areas (Afenol Y ABpra). Se selecciond esta
condicion experimental, marcada en rojo en la Figura V.1, un flujo de 0.8 mL min™,
una temperatura de 20°C y la composicion de la fase movil de 70:0:30
(CH30H:CH3CN:H20), que coincide con una de las condiciones del disefio D-6ptimo

(condicion nimero 4 de la Tabla V.3).

Bajo esta condicion elegida, se realizaron nuevas experiencias en dos dias diferentes,
obteniendo los resultados que se muestran en la Tabla V.5. Los resultados pueden
considerarse similares a los predichos por el modelo para el primer analisis, incluido
en el disefio D-6ptimo.

Tabla V.5. Resultados experimentales en las condiciones cromatograficas optimizadas.
Entre paréntesis, los valores predichos por el modelo.

Afenol ABPA tfenol tBpA
Dia 1 179.2 (174.6) 38.7 (36.99) 2.033 (2.058) 2.754 (3.036)
Dia 2 174.3 36.7 2.048 2.788
Dia3 172.7 36.5 2.038 2.761
V.5.1.3. Como obtener informacion del sistema cromatografico a través del

grafico de coordenadas paralelas

La versatilidad del procedimiento desarrollado en este trabajo permitiria el analisis
del efecto de las variables (velocidad de flujo, temperatura y naturaleza y composicion
de modificadores) sobre las cuatro respuestas. Por ejemplo, la Figura V.2a muestra
que cuando la velocidad de flujo y la temperatura se han establecido en su nivel alto
(0.9 mL min! y 40°C), los tiempos de retencién de ambos analitos disminuyen. Este
comportamiento se muestra en esta figura (linea magenta para metanol y linea negra
para acetonitrilo). Se confirma, como se esperaba, que para cada modificador los
tiempos de retencion para fenol y BPA son mas bajos que los obtenidos con otros
niveles de velocidad de flujo y temperatura.
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Figura V.2. a) Grafico de coordenadas paralelas para el espacio de disefio: flujo, X1,
temperatura, X2, y fase movil, X3, y para las respuestas: area de fenol, Y1, area de BPA,
Y2, tiempo de retencion de fenol, Y3, tiempo de retencion de BPA, Y4. Las 36 experiencias
del espacio completo estan en azul. Las lineas magentas representan metanol y las lineas
negras acetonitrilo; las lineas discontinuas indican una fuerza mas débil en ambos
modificadores (nivel 4 para acetonitrilo y nivel 1 para metanol). Flujo y temperatura fijados
en su nivel mas alto como en la Tabla V.2. b) Color negro: el nivel de flujo mas alto,
magenta: el nivel de flujo mas bajo (en ambos casos temperatura fijada en el nivel mas
bajo). Las lineas discontinuas son para acetonitrilo (0:40:60, nivel 4) y las lineas continuas
para metanol (70:0:30, nivel 2).
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Ademas, la Figura V.2a muestra que un aumento en la fuerza de elucion de ambos
modificadores (para la velocidad de flujo y la temperatura fijados en su nivel mas alto)
reduce el tiempo de retencion de fenol y BPA (ambas lineas continuas estan por debajo
de las lineas discontinuas del mismo color). Indicando las lineas discontinuas una
fuerza mas débil en ambos modificadores (nivel 4 para acetonitrilo y nivel 1 para
metanol).

En la Figura V.2b, el color negro indica flujo alto mientras que el magenta es para el
nivel de flujo bajo (temperatura fijada en el nivel mas bajo en todos los casos). Se
puede observar que cuanto mayor es el flujo (linea negra), menores son las areas y los
tiempos de retencion de fenol y BPA. Las lineas negras siempre estan por debajo de
las lineas magentas en las respuestas.

Ademas, esta figura también muestra el efecto del modificador utilizado (nivel 4,
acetonitrilo 0:40:60 en linea punteada) frente al otro modificador (nivel 2, metanol
70:0:30 en linea continua) siendo el color de estas lineas negro para velocidad de flujo
alta y magenta para velocidad de flujo baja.

Se sabe que la fuerza de elucion del metanol como modificador es mas débil que la
del acetonitrilo, por lo que se esperarian tiempos de retencion mas largos para el
metanol. Sin embargo, en el presente trabajo, la cantidad de metanol en la fase movil
es mayor que la del acetonitrilo. Por esta razén, el menor tiempo de retencion se
obtiene cuando se usa metanol. Es necesario tener en cuenta que el patron de elucion
puede cambiar dependiendo de la muestra, por lo que el tiempo de retencion puede
reducirse aumentando la relacion (%) de un disolvente organico.

V.5.2. Validacion del método
V.5.2.1. Rectas de calibrado y de exactitud

Una vez optimizadas las condiciones experimentales, se realizaron calibrados para
fenol y BPA con 9 patrones en un rango de 0 a 403.6 pg L' y de 0 a 404.6 pg L!
respectivamente. Se repitieron los dos primeros y los dos ultimos niveles de
concentracion. Para detectar datos anomalos, en ambos casos, se aplico la regresion
robusta LTS que soporta hasta que un 50% de los datos no estén alineados. En la
regresion lineal del fenol se encontraron dos valores andémalos con residuo
estandarizado LTS por encima de 2.5 en valor absoluto. Estos dos residuos
correspondian al mayor nivel de concentracion. Después de su eliminacion, el rango
de calibracion estaba comprendido entre 0 y 346 pug L', En el caso del BPA no se
detectaron datos andmalos. Los residuos de la regresiéon por minimos cuadrados
resultaron compatibles con una distribuciéon normal (p-valores de los test de
Chi-cuadrado y Saphiro Wilks mayores que 0.19 y 0.10 para fenol y BPA
respectivamente). La Tabla V.6 muestra los resultados obtenidos para ambos
calibrados, que son significativos a un nivel de confianza del 95%, porque el p-valor
de este test es inferior a 5-107.
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Tabla V.6. Validacion del método analitico optimizado. Parametros de las rectas de
calibrado y de exactitud (syx es la desviacion estandar de la regresion). Limite de decision
y capacidad de deteccion (para a = = 0.05).

Fenol BPA
Recta de calibrado Término independiente -1.472 0.639
Pendiente 0.172 0.089
Coeficiente de correlacion 0.986 0.994
Syx 2.85 1.11
Recta de exactitud Término independiente 1.4-10° -5.2-10°
Pendiente 1.000 1.000
Syx 16.59 12.44
CCa (ug LY 339 25.6°
26.6° 19.9°
CCB (ugLh 66.1% 50.0%
51.1° 38.8°

® n=1 réplica en la muestra problema.

® n =2 réplicas en la muestra problema.

En la Tabla V.6 también se recogen los datos de la pendiente y el término
independiente de las rectas de exactitud (concentracion calculada versus
concentracion real). Las regiones de confianza conjunta al nivel del 95% se
corresponden con las elipses de la Figura V.3. Como ambas contienen el punto (0, 1),
se confirma la exactitud de ambas rectas de calibrado.

110 T T T T T
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Figura V.3. Region de confianza al 95% para la pendiente y término
independiente de las rectas de exactitud. En azul para fenol y rojo para PBA.
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La precision del método optimizado se puede estimar a partir de la desviacion estandar
residual de la recta de exactitud que se muestra en la Tabla V.6. La precision mas alta
corresponde a BPA, ya que, la elipse de confianza en la Figura V.3 tiene menos area.

V.5.2.2. Limite de decision y capacidad de deteccion

Para evaluar los limites de deteccion con el fin de garantizar los riesgos de falso
positivo y falso negativo se utilizaron CCa y CCp. La UE (Decision de la Comision
2002/657/CE) y la ISO (ISO 11483-2) definen el limite de decision (CCa) como "el
valor de la concentracidon neta cuyo exceso conduce, para una probabilidad a, a la
decision de que la concentracion del analito en el material analizado es mayor que la
del blanco". Y la capacidad de deteccion (CCP) para una probabilidad dada de falso
positivo, a, como "la verdadera concentracion neta del analito en el material a analizar,
que conducird, con probabilidad 1-, a la conclusion correcta de que la concentracion
en el material analizado es mayor que la del blanco".

Los valores CCa y CCp del procedimiento optimizado se calcularon para la validacion
de una o dos determinaciones en la muestra problema y se muestran en las Gltimas
cuatro filas en la Tabla V.6. El procedimiento permiti6é determinar con probabilidades
de falso positivo (o) y falso negativo (B) igual a 0.05, hasta 51.1 pg L de fenol
mientras que, en el caso de BPA, se alcanzaron 38.8 pg L.

V.5.3. Andlisis de juguetes y otras muestras

Una vez realizados los andlisis a todas las muestras, no se encontr6 BPA en ninguna
de ellas. Solo se obtuvo un valor para un area integrada en los cromatogramas que
provenia de las muestras de migracion para uno de los juguetes (ardilla, ver
Figura V.S1C del material suplementario en la Seccion V.8) cuando se utilizé agua
como simulante, pero la concentracion calculada estaba por debajo del CCa
correspondiente. Por lo tanto, el resultado fue que no se detectaba BPA en ninguno de
los juguetes, ni con el simulante de saliva ni con agua, ni tampoco en las otras muestras
analizadas. El caso del fenol fue diferente y los resultados se muestran en la
Tabla V.7. Para el caso de los juguetes (Figura V.S1 del material suplementario en la
Seccion V.8), en el proceso de migracion solo se detectd fenol cuando el simulante
empleado fue agua. En el caso del pony, la cantidad encontrada estaba por encima del
CCoa, mientras que para la mufieca y la ardilla el valor obtenido estaba por debajo, y
para los soldados no se obtuvo sefial cromatografica. En el caso de las ampollas de
suero, se encontrd que la cantidad de fenol varia entre 38.23 y 600.22 ug L'!, siendo
mayor que CCP (66.1 pg L") en cuatro de ellas. Solo las bolsas de suero clinico tienen
una cantidad de fenol por debajo del CCa (33.9 pg L™).
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Tabla V.7. Contenido de fenol en las muestras analizadas. Han sido nombrados de acuerdo
con las figuras del material suplementario: S1 para los juguetes y S2 para los otros objetos.

Muestra problema Fenol (ug L)
Pony?® (A) 62.67
Muiieca® (B) 20.20
Ardilla® (C) 28.92
Bolsa de suero de hospital (A) 52.19
Bolsa de suero de hospital (B) 14.96
Suero (C) 186.00
Suero (D) 38.23
Suero (E) 44.63
Suero (F) 600.22
Suero (G) 271.52
Suero (H) 268.61
Lagrimas artificiales (I) 35.32

2 Simulante: H>O.

V.6. Conclusiones

El uso conjunto del grafico de las coordenadas paralelas y del frente Pareto
(COO-FRO), propuesto en este trabajo, permite explorar de manera eficiente
multiples respuestas como funcion de factores discretos.

En el caso de la optimizacién del método para la determinacion de fenol y BPA
mediante HPLC-FLD, el procedimiento COO-FRO utilizado condujo a un aumento
en el area del pico de 27.2 y 92.6% y una reduccion en el tiempo de retencion de 23.4
y 46.0% para fenol y BPA respectivamente. Al emplear el disefio D-6ptimo, esta
optimizacién se logréo con solo 11 de los 36 experimentos del disefio factorial
completo, lo que implica una reduccion en el esfuerzo experimental del 69.4%.

Las condiciones 6ptimas encontradas fueron 0.8 mL min™! para el flujo, 20°C para la
temperatura de la columna y 70:0:30 (metanol:acetonitrilo:agua) para la composicioén
de la fase movil.

Los modelos de calibrado fueron validos para el rango lineal entre 0 y 346 ng L! para
fenol y entre 0y 404.6 ug L' para BPA. Para las probabilidades de falso positivo (o)
y falso negativo (B) igual a 0.05, el limite de decision (CCa) y la capacidad de
deteccion (CCP) fueron 33.9 y 66.1 pug L' para fenol. Para BPA los valores son 25.6
y 50.0 ug L.

Para los 4 juguetes estudiados, no se encontrd contenido migrado de BPA en ninguno
de los dos simulantes analizados. El fenol migrado desde los juguetes se detectd en
agua pero no en HCI 0.07 M, que es el simulante de saliva; la cantidad encontrada
estaba muy por debajo del limite establecido por la EFSA.
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Se encontrd fenol en las 9 muestras de suero, en un rango desde 38.23 hasta
600.22 ug L', solo una de ellas estaba por debajo del limite CCa cuando la
probabilidad de falso positivo se estableci6 en 5%.

V.7. Anexo A
Procedimiento COO-FRO (COOrdinates parallel plot and Pareto FROnt):

function FP=FPareto (R, V)

o\

This function calculates the Pareto front of vectors (rows) in
matrix R

o° oo

o

This code is provided as annex of the manuscript:

“EASY-TO-USE PROCEDURE TO OPTIMISE A CHROMATOGRAPHIC METHOD.
APPLICATION IN THE DETERMINATION OF BISPHENOL-A AND PHENOL IN TOYS
BY MEANS OF LIQUID CHROMATOGRAPHY WITH FLUORESCENCE DETECTION”
Journal of Chromatography A, doi.org/10.1016/j.chroma.2017.12.049

o® o o o oP

o

Required input arguments

% R : Data matrix of vectors (rows) to get Pareto front
% v : Vector of positive integers with the variables you want to
% minimize

o

For the phenol an BPA data of the paper v=[3 4].

o\

oe

The output is the Pareto front of R that minimizes the wvariables
marked in 'v' and maximizes the remaining. FP is a vector with the
indices of the rows of R that are in the Pareto front

o oP

o\

% June 2017

Rm=R;

[rf rc]l=size (Rm);
Rm(:,v)=-1.*R(:,V);

D=zeros (rf,rf);
for i=1:rf
xref=Rm (i, :);

for j=1l:rf
if max (xref-Rm(j,:))>=0;
D(ilj)zl;
end
end

end

S=sum(D'") ;

% The rows with sum equal to 'rf' are the vectors non-dominated
FP=find (S==rf);

oe

The CPFP script draws the rows of matrix in a parallel coordinates
plot (blue lines) and superimposed its Pareto front (green lines)

o° oo

o\

This code is provided as annex of the manuscript:
"TITLE"
Journal of Chromatography A, doi.org/10.1016/j.chroma.2017.12.049

o oP

o\
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o\

Required input arguments in the workspace

R1 :Data matrix of vectors (rows) to be plotted. It can be,
i) only the matrix of responses, R1=R
ii) the matrix of the factorial complete domain together
with matrix of responses, R1=[SPACE R]

flag:If 1, the range of each original variable is maintained
if 0, all variables are scaled to range in the [0,1]
interval

FP :Is the vector with the indices of Pareto front, as it is
obtained by the function FPareto.m

o0 A o° o A o° A° o° oo o°

o

The ouput is the Parallel Coordinates plot of RIL.
The variables are drawn in vertical axes with the same order
as the columns of R1

o oo oP

o

June 2017

RCP=R1;
[rf rcl=size (RCP);
if flag==
x=[min (min (RCP)) max (max (RCP))];
else
for j=l:rc
yl=min (RCP(:,7J));
y2=max (RCP(:, 7))
a=yl/ (yl-y2);
b=-1/(yl-y2);
for i=1:rf;
RCP (i, J)=a+b*RCP (1i,73);
end
end
x=[0 17;
end
figure (2) ;hold on;
for i=1: rc
figure (2);plot (i*ones(1l,2),x,'k")
end
for i=1:rf
figure (2) ;plot(l:rc, RCP(i,:),'b")

end
set (gca, "xtick', [1l:xrc])
if flag ==
axis([0.9 rc+0.1 x(1)-0.1 x(2)+0.171);
else
axis([0.9 rc+0.1 -0.1 1+40.11);
end

figure (2) ;plot(l:rc, RCP(FP,:),'g','LineWidth',?2)

figure(2); hold off
clearvars RCP rf rc yl y2 a b x 1 j;
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V.&8. Apéndice A. Datos del material suplementario

Figura V.S1. Muestras de juguetes para nifios analizadas para BPA y fenol en esta
aplicacion: A) pony, B) muiieca, C) ardilla y D) soldados.

Figura V.S2. Contenedores de suero analizados: (A-B) bolsas de suero de hospital, (C-H)
ampollas de suero convencional e (I) 1agrimas artificiales.
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La resina de melamina-formaldehido es un material ampliamente utilizado en la
fabricacion de utensilios de cocina. Cuando se usan habitualmente estos utensilios
puede ocurrir que los mondmeros melamina y formaldehido migren al alimento,
ademas de otros componentes que forman el producto final: aditivos afiadidos y
conocidos por el fabricante. Otras sustancias, no afiadidas intencionadamente
(denominadas NIAS por sus siglas en inglés) como por ejemplo impurezas de la
materia prima o subproductos originados en la fabricacion del utensilio, también
pueden migrar.

El trabajo de investigacion de este capitulo tuvo como primer objetivo poner a punto
un método cromatografico rapido, HPLC-DAD, para la determinacion de melamina y
formaldehido. Con los datos obtenidos una vez optimizado el método, se realizd un
analisis univariante en el modo habitual con los valores que proporciona el software
del equipo (area de pico integrada en la longitud de onda seleccionada). El trabajo
concluyo¢ realizando las cinéticas de migracion para estos dos analitos sometiendo a
sucesivas exposiciones varios recipientes de cocina. Este trabajo constituye el
Epigrafe VI.I de este capitulo.

Con motivo de la elaboraciéon de un articulo multiautor sobre cromatografia y
PARAFAC, participé con el grupo de investigacion al que pertenezco aportando los
datos obtenidos en mi anterior articulo. Cuando se realizaron las medidas, ademas de
registrar el area de pico a una longitud de onda fija, se obtuvieron datos del rango del
espectro entre 200 y 500 nm (cada 2 nm) para asi disponer de datos de tres vias (un
cubo de datos por analito). Por tanto, se podia considerar la posibilidad de aplicar las
ventajas que proporcionaba utilizar PARAFAC como técnica de descomposicion. El
uso adecuado de esta técnica, cuando los datos son trilineales, permite la
identificacion inequivoca de las sustancias de interés, aunque existan interferentes
(aditivos y/o NIAS) que eluyan junto con estos analitos.

Con los datos obtenidos tanto en los ensayos de migraciéon como en la cinética de
migracion de uno de los utensilios analizados se aplico el andlisis multivariante
mediante la descomposicion PARAFAC o PARAFAC2, para la determinacion de
melamina. Los resultados provenientes de esta descomposicién se compararon con
los obtenidos con el andlisis univariante en términos del error relativo en prediccion
y de la correlacion entre el espectro de una muestra de referencia de melamina
y el obtenido en cada tipo de andlisis. Esta investigacion se corresponde con el
Epigrafe VL.II de este capitulo.

En el Epigrafe VLIII de la memoria se realiza un estudio comparativo de la
concentracion encontrada en las muestras de migracion (test y cinéticas) cuando se
utilizaba PARAFAC/PARAFAC?2 frente a la obtenida con el modo univariante. Todos
los datos analizados, tanto en modo univariante como multivariante, provienen de la
migracion de las mismas muestras (utensilios de cocina analizados).
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VI.I. Modelos cinéticos con datos de cromatografia
liquida de la migracion de melamina y formaldehido
desde utensilios de cocina de melamina

VI.I.1. Resumen®

La legislacion europea ha establecido un limite de migracion especifica (SML por sus
siglas en inglés) de 15 mg kg™!' para formaldehido y 2.5 mg kg™! para melamina. Las
resinas de formaldehido se utilizan en la fabricacion de utensilios de cocina de
melamina. El formaldehido se encuentra en el grupo 1 de la lista de compuestos
cancerigenos de la IARC. Para determinar la cantidad de formaldehido y melamina
como migrantes potenciales desde diferentes tipos de utensilios de cocina de
melamina (vaso, taza, cubiertos, tazén y bol), se ha implementado un método
HPLC-DAD. Este método es una alternativa a las propuestas de las guias técnicas
para determinar el formaldehido mediante espectrofotometria de UV-Vis y la
melamina mediante HPLC. El objetivo final fue construir las curvas cinéticas de
migracion de estos dos analitos en utensilios de cocina de melamina.

Después de validar el método, se calcularon el limite de decision (CCa) y la capacidad
de deteccion (CCP) para ambos analitos, cuando las probabilidades de falso positivo
(o) y falso negativo (B) se fijaron en 0.05; siendo CCB 0.269 mg L' y 0.311 mg L!
para melamina y formaldehido respectivamente. También se calcularon CCa y CCP
en el SML de ambos analitos, lo que permitio evaluar las probabilidades de dar una
falsa no conformidad y una falsa conformidad en el SML.

Los test de migracion se realizaron con simulante B (4cido acético al 3% (p/v) en
solucion acuosa), siendo 70°C durante 2 horas las condiciones de cada exposicion.
Las cantidades de melamina y formaldehido encontradas en la tercera exposicion de
todos los utensilios de cocina analizados estaban entre 0.21 y 1.09 mg L™ y entre 0.55
y 3.86 mg L"!, respectivamente.

Se construyeron curvas cinéticas de migracion para cada tipo de utensilio de cocina
con los datos de dieciséis ciclos de migracion consecutivos (70°C cada 30 minutos).
El SML para la melamina se sobrepaso en la taza, en el tazon y en el bol después de
varios ciclos distintos en cada caso (once, trece y uno respectivamente).

Cuando se realizaron mas ciclos en la taza, con el fin de conocer en qué nimero de
ciclos se sobrepasaba el SML, los valores de la cantidad acumulada de formaldehido
y melamina fueron 15.30 y 6.79 mg L', respectivamente, después de treinta y dos
ciclos. Ambas concentraciones excedieron el SML correspondiente.

* Este primera parte del capitulo ha sido publicada en Journal of Chromatography A
1599 (2019) 115-124.
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VI.1.2. Palabras clave

Melamina, formaldehido, utensilios de cocina, HPLC-DAD, curva cinética de
migracion, limite de migracion especifica

VI1.1.3. Introduccion

El formaldehido es un compuesto quimico muy utilizado. Se emplea en la fabricacion
de diversos materiales aislantes, como fungicida, germicida y desinfectante industrial
y como conservante en la industria sanitaria. También se utiliza en diferentes procesos
quimicos industriales: la fabricacion de barnices, pinturas, pegamentos, aprestos para
textiles y como conservante en cosmética [ 1].

Su uso principal es en la produccion de resinas (fenol-formaldehido,
urea-formaldehido, melamina-formaldehido y poliacetales o también denominadas
polioximetileno) debido a la facilidad con la que se polimeriza. En particular, la resina
de melamina-formaldehido se usa habitualmente en utensilios de cocina, y los
articulos fabricados con este polimero se conocen comunmente en inglés como
"melaware". Las resinas, antes mencionadas, se utilizan como pegamentos, adhesivos
y aglutinantes en las industrias de la madera, la pulpa y el papel, en fibras de vidrio
sintéticas, plasticos, recubrimientos y acabados textiles [1].

Hasta hace unos afios, el formaldehido estaba clasificado en la categoria 2A de la lista
de compuestos carcinogénicos de la IARC [2]. En junio de 2004, en Lyon, un grupo
de trabajo internacional de la TARC, expertos en carcinogénesis quimica y campos
relacionados, llevé a cabo los ensayos necesarios y obtuvo evidencia suficiente para
concluir en una publicacién monografica [3], que el formaldehido deberia clasificarse
como carcindgeno para humanos en la categoria 1, en la que se ha incluido desde
2012 [4]. La via de exposicion al formaldehido puede ser diferente: dérmica, oral o
por inhalacion. Por esta razon, se estan haciendo intentos para eliminar o al menos
reducir su presencia, asi como para aumentar los requisitos y el nimero de controles
de su exposicion.

A pesar de ser carcinogénico para los humanos, se puede encontrar como un producto
natural en la mayoria de los sistemas vivos y en el medio ambiente. Se produce en
frutas y otros alimentos, se origina en mamiferos, incluidos los humanos, a través de
procesos metabolicos oxidativos y se produce en las primeras etapas de
descomposicion de residuos vegetales [1].

Otras fuentes que dan lugar al formaldehido en el medio ambiente son los incendios
forestales, el humo del tabaco y los procesos de combustion. Los hidrocarburos
emitidos por estos procesos (emisiones de vehiculos, incineradoras, refinerias, estufas
de lefia, etc.) sufren una oxidacion fotoquimica que libera formaldehido al medio
ambiente. Afortunadamente, el formaldehido tiene una vida media corta en el medio
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ambiente, ya que se elimina del aire a través de procesos fotoquimicos y mediante
lluvia y biodegradacion [1].

La melamina (2,4,6-triamino-1,3,5-triazina) es un compuesto organico producido a
partir de urea. En 2010, la EFSA [5] inform6 que no se esperaba que la melamina y
sus sales fueran acumulativas. Se utiliza principalmente en la sintesis de resina de
melamina-formaldehido, cuyas aplicaciones incluyen la fabricacion de utensilios de
cocina y como adhesivo para la produccion de tableros aglomerados y madera
contrachapada en la fabricacién de muebles [6-8].

Cuando estos utensilios de cocina entran en contacto con los alimentos, tiene lugar la
migracion de estas dos sustancias (melamina y formaldehido) a los alimentos [7],
exponiendo a las personas a estos agentes, principalmente nifios pequefios y bebés,
usuarios habituales de este tipo de utensilios de cocina.

La legislacion europea establece niveles maximos de migracion, conocido como el
limite de migracion especifica (SML), para las dos sustancias. En concreto, para la
migracion desde materiales plasticos en contacto con alimentos el SML es
15 mg kg'! para formaldehido [9] y 2.5 mg kg™! para melamina [10].

Debido a la preocupacion existente sobre la migracion de estos compuestos y para
verificar el cumplimiento de la legislacion, varios autores han publicado estudios en
los que cuantifican la migracion de formaldehido y melamina desde utensilios de
cocina [8,11-16].

Las guias técnicas [17] indican que el proceso analitico para la determinacion y
cuantificacion de la melamina es la cromatografia liquida de alta resolucion acoplada
a un detector ultravioleta (HPLC-UV) fijando la longitud de onda en 230 nm. El
formaldehido requiere una derivatizacion previa, ya sea con acido cromotrdpico en
presencia de acido sulfurico, o con 2,4-pentanodiona en presencia de acetato de
amonio. Para el formaldehido, la determinacion y cuantificacion se lleva a cabo
mediante espectrofotometria, midiendo su absorbancia a 574 y 410 nm
respectivamente [ 18].

En la bibliografia revisada se encuentra que la técnica analitica mas utilizada para la
determinacion de formaldehido es la espectrofotometria, con derivatizacion previa
empleando 4cido cromotrdpico [12-14,16] o 2,4-pentanodiona [11,15]. Otros autores
utilizan HPLC acoplado a un detector de diodos en serie (DAD) derivatizando con
2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) [8].

Para la determinacion de la melamina, la técnica utilizada es HPLC-UV [15,16],
HPLC-DAD [8,13] y cromatografia liquida de ultra alta resolucién acoplada a un
detector de diodos en serie (UHPLC-DAD) [12].

El formaldehido también puede determinarse mediante HPLC-DAD utilizando un
agente derivatizante como DNPH en muestras medioambientales [19-22], en
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vino [23], en vapor de cigarrillo electronico [24] o humo de cigarrillo [25], en
cosméticos y productos para el cabello [26,27], en sustancias farmacolédgicas [28], y
en quitaesmalte y acetona de grado analitico [29]. El formaldehido también se ha
determinado por HPLC-UV con DNPH como agente derivatizante en champt [30].
Burini y Coli [31] usan acetoacetato de etilo como agente derivatizante y HPLC-DAD
para la determinacion de formaldehido en bebidas alcohdlicas. La cromatografia
liquida acoplada a un detector de fluorescencia (HPLC-FLD) y ampicilina como
agente derivatizante se seleccionaron para determinar el formaldehido en el plasma
sanguineo [32].

También se han utilizado técnicas espectrofotométricas para analizar formaldehido en
el agua de lluvia, en humo y en las colillas de cigarrillos, utilizando N,N-dietil-p-
fenilendiamina [33]; y en materiales de embalaje de alimentos de papel y carton [34]
y muestras de pescado [35], derivatizando con 2,4-pentanodiona. Otros autores han
elegido otras técnicas analiticas, como la espectroscopia de fluorescencia con matriz
de excitacion-emision (EEM) para el analisis de muestras de alimentos, utilizando
como agente derivatizante pironina en presencia de acido fosférico y yodato de
sodio [36] o con 1,3-ciclohexanodiona [37] o con n-propilamina [38]; y muestras de
plasma sanguineo con pironina en presencia de acido sulfurico y bromato de
potasio [39].

A pesar de la existencia de una amplia bibliografia sobre las técnicas para determinar
formaldehido y melamina, no hay informacion sobre las curvas cinéticas de migracion
para estos dos migrantes. Recientemente, en 2015, la Comision Europea ha realizado
un esfuerzo para elaborar informes técnicos como apoyo al Reglamento 10/2011 de
material plastico en contacto con alimentos [40]. Este informe reune guias practicas
sobre la aplicacion de modelos de migracion para la estimacion de una migracion
especifica. Este proyecto de investigacion validd un modelo de difusion, las
ecuaciones matematicas a aplicar, el procedimiento de estimacion de los coeficientes
de transferencia de masa y las condiciones para su adecuada aplicacion con un
enfoque especial en los plasticos monocapa de poliolefina. La investigacion analiza
el problema de construir estos modelos basados en fundamentos fisicos, pero, a pesar
de ser un trabajo extenso y exhaustivo, no puede cubrir cada tipo de comportamiento
plastico-alimento. Especificamente, la resina de melamina-formaldehido no se
incluye en la investigacion mencionada.

En nuestro trabajo se realiza la determinacion, cuantificacion y cinética de migracion
de melamina y formaldehido en diferentes utensilios de cocina (vaso, taza, cubiertos,
tazon y bol), todos adquiridos en una tienda local. Esos dos analitos fueron elegidos
para la determinacion porque los utensilios estaban fabricados con resina de
melamina-formaldehido de acuerdo con el etiquetado de los mismos.

La determinacion y cuantificaciéon de melamina y formaldehido se realizé mediante
cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a un detector de diodos en serie
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(HPLC-DAD). La derivatizacion del formaldehido se realizé con 2,4-pentanodiona
en presencia de acetato de amonio y &cido acético. Para ambos analitos, el limite de
decision (CCa) y la capacidad de deteccion (CCP) se determinaron a una
concentracion igual a cero [41] y en sus respectivos SML [42].

En primer lugar, los test de migracion se analizaron de acuerdo con el
Reglamento 10/2011 [9] que indica que se requieren tres extracciones y que solo se
debe cuantificar el analisis de la tercera migracion. Los test deben realizarse bajo
condiciones de ensayo estandarizadas (tiempo, temperatura y simulante alimentario)
que representen las peores condiciones previsibles de uso de los utensilios de cocina
de pléstico. Ademas, la Ref. [18] establece que las condiciones de migracion deben
ser de 2 horas a 70°C en simulante de alimentos (4cido acético al 3% p/v) para
articulos que previsiblemente no se podrian utilizar para cocinar. Sin embargo, en este
trabajo se muestran los resultados de las tres exposiciones para poder evaluar el efecto
de cambiar el articulo y la exposicion a la migracion. Para esta tarea, tres articulos
(A, B, C) de cada tipo de utensilio de cocina se expusieron a tres ensayos de
migracion, cuyos extractos fueron analizados por triplicado.

En este estudio, el modelo matematico de la cinética de migracion que mejor explica
los datos experimentales se ajustd y valido, pudiéndose observar la tendencia
mostrada por la concentracion migrada desde estos objetos cuando se les usa
repetidamente [43]. Teniendo en cuenta que estos utensilios se utilizan de forma
continua, conocer el comportamiento de los migrantes con el tiempo y la temperatura
es importante desde el punto de vista de la proteccion de la salud humana. Para los
cinco tipos de utensilios de cocina, se realizaron dieciséis migraciones consecutivas a
70°C cada 30 minutos. Para probar si en algin caso la cantidad de formaldehido
migrado estaba por encima del SML, se realizaron varios ciclos adicionales en la taza
y en el bol. Finalmente, se ajustd una curva cinética de migracion completa utilizando
los valores experimentales obtenidos después de veintitin ciclos de migracion a 70°C
durante 1 hora en una nueva taza.

VI.I4. Material y métodos

VI.14.1. Reactivos quimicos

Se adquirié formaldehido (minimo 37% (p/v) estabilizado con aproximadamente 10%
de metanol), acetato de amonio y 2,4-pentanodiona en Merck (Darmstadt, Alemania).
La melamina fue suministrada por Alfa Aesar (Kandel, Alemania). El acetonitrilo
(grado isocratico LiChrosolv® para cromatografia liquida) también fue suministrado
por Merck (Darmstadt, Alemania). El 4cido acético glacial (HiPerSolv Chromanorm
para HPLC) se adquiri6 en VWR Prolabo Chemicals (Fontenay-sous-Bois, Francia).
El agua desionizada se obtuvo usando el sistema de purificacion de agua Milli-Q
Gradient A10 de Millipore (Bedford, MA, EEUU).
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Otros productos quimicos empleados fueron: tiosulfato de sodio pentahidratado (pro
analisis) suministrado por Merck (Darmstadt, Alemania), yodo y yodato de potasio
obtenidos en Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia). El hidroxido de sodio se adquiri6 en
Ercros (Barcelona, Espafia). El acido clorhidrico de 37% de pureza (AnalaR
Normapur) se obtuvo a través de VWR BDH Chemicals (Fontenay-sous-Bois,
Francia) y el yoduro de potasio fue adquirido en Labken (Barcelona, Espafia).

VI.14.2. Instrumental

Se empled un bafio de ultrasonidos (VWR International BVBA, Lovaina, Bélgica)
para obtener la disolucion madre de melamina. Antes de las extracciones se precalentd
el simulante B en una estufa 200209 JP Selecta (Barcelona, Espafia).

Las muestras de los test de migracion y de las curvas cinéticas de migracion se
obtuvieron utilizando un bafio de agua equipado con un termostato de inmersion
Digiterm 200 (JP Selecta S.A., Barcelona, Espana). El bafio termostatico también se
empled en el proceso de derivatizacion.

La cuantificacion de melamina y formaldehido se llevdo a cabo utilizando un
cromatografo HPLC Agilent 1260 Infinity (Santa Clara, CA, EEUU) compuesto por
una bomba cuaternaria (G1311C), un inyector (G1329B), un compartimento
termostatizado de columna (G1316A) y un detector de diodos en serie (G7117C). El
software OpenLab CDS ChemStation se utilizd para integrar los picos en modo
univariante. La columna cromatografica empleada fue una Kinetex EVO-CI18
(150 mm x 4.6 mm, 5 pum). La fase movil estaba compuesta de acetonitrilo
(disolvente A) y agua desionizada (disolvente B).

El detector de diodos en serie se programd para calcular el area de pico a la longitud
de onda de 230 y 410 nm para melamina y formaldehido, respectivamente, aunque a
cada tiempo se registré el espectro de absorcion entre 200 y 500 nm, cada 2 nm. Los
tiempos de retencion fueron de 2.1 y 2.8 minutos, respectivamente. La Figura VL.I.1a
muestra un ejemplo de los cromatogramas obtenidos en el analisis HPLC-DAD de
una muestra. A 'y B son los picos correspondientes a la melamina y al formaldehido,
respectivamente, cuyas dareas integradas se emplearon para el célculo de la
concentracion de ambos analitos. La Figura VI.I.1b muestra el cromatograma de un
patrén de calibrado que contenia 0.25 mg L™! de melamina (el nivel de concentracion
mas bajo en calibracion).
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Figura VLI.1. a) Cromatogramas de una muestra registrada, a 230 y 410 nm, para
melamina (A en naranja) y para formaldehido (B en azul) respectivamente.
b) Cromatograma de un patrén de calibrado de 0.25 mg L' de melamina a 230 nm. En
ambas figuras se muestra en un zoom la zona de interés de cada cromatograma.

VI.I4.3.

Disoluciones patron y muestras

Previo a la preparacion de las muestras, se realizd la valoracion de la solucién
comercial de formaldehido. En la wvaloracion del formaldehido se emplearon
disoluciones de tiosulfato de sodio pentahidratado y yodo. La disolucion de yodo se
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valor6 con la disolucion de tiosulfato de sodio pentahidratado, y esta, a su vez, se
valor6 con yodato de potasio y yoduro de potasio.

A continuacion, se prepararon disoluciones madre individuales (melamina
500 mg L! y formaldehido 1500 mg L) disolviendo la cantidad adecuada de cada
reactivo en agua y almacenandolas a 4°C. A partir de la disolucién madre se prepard
diluyendo con agua una disolucién intermedia de 150 mg L' de formaldehido.
A partir de las respectivas disoluciones mas concentradas se prepararon las
disoluciones individuales de melamina y formaldehido de 50 mg L, en este caso
mediante dilucién con simulante B (4acido acético al 3% (p/v) en solucion acuosa).
Los patrones de calibracion se prepararon a partir de cada disolucion de 50 mg L™ por
dilucién con simulante B, en el rango de 0 a 10 mg L' individualmente para cada
analito. Las disoluciones se almacenaron a 4°C y protegidas de la luz. Para construir
las rectas de calibrado se utilizaron doce patrones de calibracion (0, 0.25, 0.50, 0.75,
1.5,3,4,5,6,7.5,9y 10 mg LY.

En todas las muestras analizadas, el simulante B se utilizO como simulante
alimentario, siempre precalentado en una estufa a 70°C para tratar de mantener la
temperatura de 70°C durante todo el ensayo. Como indican las guias técnicas [18], el
simulante B debe llegar hasta aproximadamente 0.5 cm del borde de los articulos
sometidos a ensayo por llenado (vaso, taza, tazén y bol). Sin embargo, los cubiertos
se sometieron a ensayo por inmersion y se colocaron en un vaso de precipitados. El
simulante B cubri6 los cubiertos hasta 1 cm desde el extremo del mango, de manera
que la parte funcional de los cubiertos que entra en contacto con el alimento quedo
completamente cubierta. El simulante se recogio después del proceso de migracion en
un matraz aforado de 250 mL para las muestras de vaso y cubiertos, mientras que se
empled un matraz aforado de 500 mL para las muestras de taza, tazén y bol,
completandose en todos los casos con simulante fresco hasta el enrase del matraz. Por
lo tanto, los factores de dilucion que se deben aplicar para obtener el resultado final
fueron diferentes, dependiendo del tipo de utensilio de cocina analizado.

En primer lugar, se llevaron a cabo los test de migracion, para los cuales se utilizaron
tres articulos de cada tipo de utensilio de cocina (vaso, taza, cubiertos, tazéon y bol,
ver Figura VL.I.2). A cada articulo se le someti6 a tres exposiciones (70 £ 0.2°C
durante 2 horas) como se indica en la Ref. [18], cada una de las cuales se analizé por
triplicado. En segundo lugar, se realizaron las correspondientes cinéticas de migracion
para ambos analitos. Para este andlisis, se utilizd un nuevo articulo de cada tipo de
utensilio de cocina. Cada articulo fue sometido a migraciones sucesivas (70 = 0.2°C
durante 30 minutos) y sus extractos se almacenaron a 4°C. En todos los casos, el
simulante B fue precalentado en una estufa a 70°C. Después, se vertid dentro del
utensilio. Tras estar a 70°C (durante el tiempo de exposicion) en un bafio termostatico,
se recogio el volumen total de simulante empleado, dejando el articulo vacio. Estas
acciones se repitieron en cada procedimiento de migracion. Los utensilios no se
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lavaron ni enjuagaron entre ciclos. No se observaron trazas solidas en suspension en
el simulante en ninguno de los ciclos. En la inspeccion visual, no se observaron dafios,
roturas, grietas o pérdida de los dibujos (decoracioén) en los utensilios de cocina
después del procedimiento de migracion.

~ad

Figura VL.I.2. Tipos de utensilios de cocina de melamina analizados: a) vaso, b) taza,
¢) cubiertos, d) tazon y e) bol.

El anélisis cromatografico se realizd en diferentes condiciones para cada uno de los
analitos: melamina y formaldehido. El analisis de formaldehido necesita un
procedimiento de derivatizacion previo. Para el cual es necesario disponer de una
"disolucion reactiva" que se prepard disolviendo 15 g de acetato de amonio en
aproximadamente 80 mL de agua, afiadiendo 0.3 y 0.2 mL de acido acético glacial
y 2,4-pentanodiona respectivamente, y completando hasta el enrase en un matraz
de 100 mL. Una vez preparada esta disolucion, la reaccion de derivatizacion consiste
en afiadir 16 mL de agua desionizada y 4 mL de la "disolucion reactiva", en este orden,
a una alicuota de 4 mL de muestra (patrén de calibrado o muestra problema) en un
matraz de 25 mL completando hasta la marca con agua desionizada. Las disoluciones
preparadas anteriormente se colocaron en un bafio a 60°C durante 10 minutos, y a
continuacion en un bafio de hielo durante 10 minutos.

Las condiciones para el analisis cromatografico de melamina fueron una fase movil
isocratica que consistia en acetonitrilo/agua (15:85, v/v) a una velocidad de flujo de
0.6 mL min™!', mientras que las condiciones para el analisis de formaldehido fueron
acetonitrilo/agua (20:80, v/v) a 1.0 mL min'. En ambos analisis, la temperatura del
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compartimento de la columna fue de 20°C, el volumen de inyeccion 20 pL y el tiempo
del andlisis completo 4 minutos.

VI1.1.4.4. Software

Los modelos de regresion y el analisis de varianza (ANOVA) se llevaron a cabo
utilizando STATGRAPHICS Centurion XVII [44]. El limite de decision (CCa) y la
capacidad de deteccion (CCP) se determinaron usando el programa DETARCHI [41]
y CCa y CCB en el limite de migracion especifica [42] se estimaron usando
NWAYDET (un programa escrito por nuestro grupo de investigacion que evalta las
probabilidades de falso no-cumplimiento y falso cumplimiento).

VLILS. Resultados y discusion

VLIL5.1.  Validacion del método
VLLS.1.1. Rectas de calibrado y de exactitud

Se realizaron calibrados para melamina y formaldehido con doce disoluciones patron
enun rango de 0 a 10 mg L™ para ambos analitos como se indico en la Seccion VI1.1.4.3
(se replicaron dos niveles de concentracion). En el analisis se detectod que la disolucion
patréon de 9 mg L' de melamina era un dato anoémalo (residuo estudentizado igual
a -4.83) y se rehizo el modelo para la melamina sin €l. Las filas de 1 a 6 de la
Tabla VI.I.1 muestran ambos modelos de regresion, los cuales son significativos a un
nivel de confianza del 95% porque el p-valor es menor que 10™* (la hipétesis nula de
este test Ho: E1 modelo no explica la variabilidad de la respuesta). Ademas, ambos
modelos parecen ser adecuados para los datos experimentales, porque el p-valor para
el test de fallo de ajuste es mayor o igual que 0.05 (la hipotesis nula de este test
Ho: El modelo no tiene fallo de ajuste).

Ademas, las filas de 7 a 10 de la Tabla VI.I.1 muestran los resultados de las rectas de
exactitud para melamina y formaldehido. El término independiente de estas rectas
"concentracion estimada versus concentracion real" no fue diferente de 0 y sus
pendientes no fueron diferentes de 1 a un nivel de significacion del 5%. Por lo tanto,
la veracidad se verifico6 con un nivel de confianza del 95% para ambos
procedimientos. La precision del método se estimo a partir de la desviacion estandar
residual, de las rectas de exactitud, mostrada en la fila 11 de la Tabla VI.I.1.

VLIL5.1.2. Limite de decision y capacidad de deteccion

Se utilizaron CCa y CCP para evaluar el limite de decision y la capacidad de
deteccion, con el fin de garantizar las probabilidades de riesgo de falsos positivos y
falsos negativos, que en este trabajo se fijaron en 0.05. La ISO 11843 [45] y varios

( ]
L136J



CAPITULO VI

reglamentos de la UE [46] definen el limite de decision (CCa) como "el valor de la
concentracion neta cuyo exceso conduce, para una probabilidad a, a la decision de
que la concentracion del analito en el material analizado es mayor que la del blanco".
Es decir, el limite de decision (CCa) significa el limite en y por encima del cual se
puede concluir con una probabilidad de error de a que una muestra es no-conforme.
Y la capacidad de deteccion (CCP) para una probabilidad dada de falso positivo, a, se
define como "la verdadera concentracion neta del analito en el material a analizar, que
conducira, con probabilidad 1-f, a la conclusion correcta de que la concentracion en
el material analizado es mayor que la del blanco".

Los valores CCa y CCP del procedimiento a una concentracién igual a cero se
calcularon a través de las rectas de calibrado y se muestran en las filas 12 y 13 de la
Tabla VL1 [41]. El procedimiento permite la determinacion de CCB con
probabilidades de falso positivo () y falso negativo (B) igual a 0.05, siendo 0.269 y
0.311 mg L™! para melamina y formaldehido, respectivamente.

Tabla VLI.1. Validacion del método analitico. Parametros de las rectas de calibrado y
exactitud (syx es la desviacion estandar de la regresion). Limite de decision y capacidad de
deteccion (para a = = 0.05).

Melamina Formaldehido
Recta de Término independiente 2.126 -0.032
calibrado Pendiente 65.311 22.773
Coeficiente de correlacion 0.999 0.999
Syx 4.606 1.870
P-valor (significacion de la regresion) <10 <10+
P-valor (test de fallo de ajuste) 0.537 0.527
Recta de Término independiente -2.41-10° -0.007
exactitud P-valor 0.999 0.835
Pendiente 1.000 1.004
P-valor 0.999 0.574
Syx 0.071 0.079
CCa (xo=0)mg L 0.134 0.159
CCPB (xo=0) mg L! 0.269 0.311
CCo (x =SML*) mg L' 2.597 16.15
CCB (x=SML*) mg L 2.690 17.25

* SML para melamina igual a 2.5 mg kg! y para formaldehido igual a 15 mg kg™'.
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En el caso de sustancias con un SML, CCp significa el contenido mas pequefio de
sustancia que puede detectarse, identificarse o cuantificarse en una muestra con una
probabilidad de error de B (falso cumplimiento), que es la concentracion a la que el
método puede detectar las concentraciones en el limite de migracion especifica con
una certeza estadistica de 1-f [46]. Los valores de CCP cuando las probabilidades de
falso no-cumplimiento (at) y falso cumplimiento (B) se fijaron en 0.05, fueron 2.690 y
17.25 mg L"! para melamina y formaldehido, respectivamente.

VILL5.1.3. Identificacion inequivoca de analitos

Para garantizar la identificacion inequivoca de cada analito en este trabajo, se tuvieron
en cuenta los criterios de confirmacion establecidos en la Ref. [46] para HPLC-DAD.
Estos criterios son: 1) El tiempo de retencion del analito, debera ser el mismo que el
de un patrén de calibrado en la matriz apropiada, dentro de un margen de + 2.5%.
i1) Verificar que el espectro coincida con el de una muestra de referencia, uno de los
requisitos principales es que el maximo de absorcion en el espectro de cada analito
debera estar en la misma longitud de onda que los del patrén de calibracion dentro de
un margen determinado por la resolucion del sistema de deteccion. Para la deteccion
de diodos en serie (DAD) este margen es de = 2 nm.

Los tiempos de retencion de ambos analitos en los patrones de calibrado coinciden
con los de las muestras problema, siendo 2.080 y 2.078 min para melamina 'y 2.826 y
2.805 min para formaldehido, respectivamente.

Para verificar el segundo criterio, se registraron los espectros de absorcion entre 200
y 248 nm para melamina y entre 320 y 500 nm para formaldehido, cada 2 nm. La
Figura VI.I.3 muestra los espectros de absorciéon de una muestra de un blanco, un
patron de calibrado y una muestra problema. Como se puede observar, dicho requisito
se cumplid para ambos analitos. Ademas, se calcularon los coeficientes de correlacion
entre el espectro del patrén de calibracion y el de la muestra problema, que fueron
0.993 y 1.000 para melamina y formaldehido, respectivamente.
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Figura VIL.I.3. Espectros de absorcion registrados en el analisis mediante
HPLC-DAD para a) melamina y b) formaldehido. El espectro de la muestra
del blanco se representa en amarillo, el del patron de calibracion en verde y el

de la muestra problema en morado.

VLI5.2.  Test de migracion

En los test de migracion, se analizaron tres articulos (A, B, C) de cada uno de los cinco
tipos de utensilios de cocina seleccionados, descritos en la Seccion VI.I.4.3 (vaso,
taza, cubiertos, tazon y bol). Cada articulo se expuso a tres test de migracion, y cada

uno de los extractos de migracion se analizo por triplicado.

La cantidad de melamina y formaldehido que migra desde los utensilios de cocina,
obtenida después de realizar el anélisis cromatografico, se muestra en las Tablas VI.I.2

y VLL3.
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Migracion de melamina y formaldehido desde utensilios de cocina

Como se puede ver, en ningln caso se super6d el SML [9,10]. Para la mayoria de los
utensilios de cocina, la concentracion encontrada en la tercera exposicion fue mayor
que en las exposiciones anteriores. En este trabajo, las cantidades de melamina y
formaldehido migradas en la tercera exposicion [18] siempre estuvieron por debajo
de 1.09 mg L' (tazén) para la melamina y de 3.86 mg L™! (bol) para el formaldehido.

A la vista de los datos recogidos en las Tablas VI.I.2 y VI.L.3, se puede concluir que
la maxima cantidad encontrada tanto de melamina como de formaldehido de entre
todos los test de migracion fue 1.28 y 4.46 mg L', respectivamente, en la primera
exposicion en el bol. Ademads, se puede observar un cierto grado de variabilidad en la
concentracion encontrada para los tres articulos del mismo tipo de utensilio de cocina
y de la misma exposicion. Esto llevo a concluir que el proceso de migracion de los
analitos desde el material al simulante se ve afectado por la calidad del producto
terminado, es decir, que las condiciones del proceso de fabricacion hacen que la
migracion varie.

Desde un punto de vista inferencial, se analizaron los datos de estas migraciones
(expresados en mg L") mediante un analisis de la varianza (un ANOVA de 2 factores
con interaccion) con los datos de las Tablas VI.I.2 y VLI.3 y con el modelo para dos
factores fijos descrito en la Ecuacion (VLL1).

Xj =p+ 1+ B+ By + &k (VLLI)

El primer factor considerado fue "el articulo" (a 3 niveles: A, B, C) y el segundo
"la exposicion de migracion" (a 3 niveles: 1, 2, 3). Los resultados del ANOVA de
2 vias con niveles fijos se detallan en la Tabla VI.I.4 para melamina y en la
Tabla VI.L.5 para formaldehido. Las primeras 4 columnas de estas tablas muestran la
Media de Cuadrados (MS por sus siglas en inglés), las columnas de 5 a 7 1a F calculada
en el ANOVA, y las siguientes columnas de 8 a 11 muestran la varianza expresada
como porcentaje. Estos resultados muestran que ambos factores y su interaccion
tienen un efecto estadisticamente significativo con un nivel de confianza del 95%
porque el p-valor es menor que 10 (la hipotesis nula de este test Ho: No hay efecto
de los factores (o de la interaccion)).

Se puede ver que el desglose de la varianza total en este ANOVA, expresada como
porcentaje, se distribuye de la siguiente manera: el porcentaje mas bajo se debe al
error residual (67 (g)) siendo inferior a 2.2 y 4.6% para la melamina y el formaldehido
respectivamente; el segundo, en general, se debe a la interaccion (o2 (1B)). Siendo en
la mayoria de los casos los porcentajes mas elevados los debidos a los factores
individuales observandose, para los utensilios de cocina analizados, una gran
diferencia en los valores de los porcentajes encontrados para ambos factores (62 (1),

o> (B))-

142

—
—



€67 =810 = (d1) J I6G ¢ =81T00] = (g) 4 = (2) g : uQrONqLUSI

zo S8l L0 908 8S'I18C  SI'IE  €T'899¢ cOL-LT'Y LIT  01-0€T  01-€S°T 1og
LT 6€T  9LE L'SE 91I'LT  STHTI  STSII <01-68°€ 101901 0I-¥8F 01-09F uoze[,
ST $9 006 60 IL'8  09°0TE 1Ty F01-28C  01-SH'T 01406 01-61'1 soua1qn)
v vy 1'8¢ 601 9TIE  TYSL  O¥'TT (O1-L6V 1 01:9ST  01-9L°€  OI-11'] Bze],
€0 '€ 6'ST 0L ILYE  08'6LL €0°STIT FO1-¥6'S  +01-90C  01-€9F 9Tl 0SeA

@0 @ @2 @) (g 4 (@) d OF| @sw  @sw  @sw @SN
AAXVV BPBUWIISO BZUBLIB A Bepe[nofed 4 epe[nofed SN opIyapjeurIoq

((I'TTA) uoroendg)
UOIOBISIW 9P 1S9} SO[ U SOpeIOnjoAul (¢2) uorooeiajul ns A (uQrorsodxa :¢ ‘o[nonie :1) sa10jorj SOp 9p VAONYVY ‘OpIYsp[ewio} vied ‘S'T'TA BIqBL

"€6°C =800 = (1) 4 1657 = 81700 = () 4 = (2) A :d uoronqusIq

o0 |43 019 L9 86'68S B8ELLSEE  88'69¢ +01-28C  -01-99'1  (01-L¥'6  -01-¥0°] 1od
(4 Syl 8'6L 9¢ SO'IC  99°C¢ce 08°S1 (O1-€TT  01-65C 0160 OL-¥6°1 uozeq,
S0 8¢ 919 L6 OV €Ll SS6CII 80°6L1 -01-96°¢  ¢01-€96  01-8T9 01-S6'6 SOMRIqNT)
90 8°0¢ 9Ll 019 [4448! v1°€8C 1L°086 +01-0L'C  01-€0°€  O0I-¥9L -01-:S9°C LZAAR
L0 149! (943 0’6t L9 TSSSy 1€°6¢£9 +01-69C  01-6L°1  -01-1TT  -01-69°1 OSEA

Bo o @o @0 (g1) 4 (@ 4 @4 GsSWw @IHsw (@ sSw (@) SW
(%) epeWnS? BZUBLIB A epe[nores J epe[nores SN BUIWB[OIA]

((I'TTA) uoroendg)
uoIORIZIW 9P 1S91 SO[ U soperonjoaul (g1) ugrooeidul ns A (ugrorsodxa g ‘ononte :1) saI01oB} SOP 9p VAONYV ‘eulwe[ow eied ‘' T'IA BlQBL

]
143 J

(
{




Migracion de melamina y formaldehido desde utensilios de cocina

Del analisis de varianza se puede deducir que el procedimiento de migracion de ambos
analitos depende en gran medida de los articulos y de las exposiciones, es decir, que
depende del proceso de produccion industrial de cada articulo analizado.

VLI5.3.  Curvas cinéticas de migracion

Para construir las curvas cinéticas de migracion, se determind la cantidad de melamina
y formaldehido en cada uno de los extractos obtenidos en cada ciclo como se describe
en la Seccion VI.1.4.3. Los modelos cinéticos de migracién se construyeron utilizando
la cantidad acumulada de melamina y formaldehido, es decir, sumando la cantidad
encontrada en cada una de las migraciones a la de las anteriores (dieciséis ciclos a
70°C durante 30 minutos). Los modelos matematicos que mejor explican los datos
experimentales se ajustaron y se validaron estadisticamente para las curvas cinéticas
de migracion de cada tipo de utensilio de cocina.

Todos los modelos, incluidos en la Tabla VI.I.6, explican al menos el 99.31% de la
variabilidad de la respuesta (miligramo de analito migrado por litro de simulante). El
SML para la melamina se super6 en la taza, en el tazon y en el bol, siendo 2.68, 2.54
y 3.38 mg L! 1a cantidad acumulada de melamina encontrada en los ciclos once, trece
y uno respectivamente. Los valores para el formaldehido estuvieron por debajo del
SML en todos los ciclos. Después de dieciséis ciclos, la cantidad méxima encontrada
fue 4.67 mg L' de melamina (en el caso del bol) y 8.22 mg L' de formaldehido (en
la taza). La Tabla VI.I.6 muestra los modelos especificos ajustados para cada utensilio
y la varianza explicada por ellos. La Figura VI.1.4 (a y b) muestra las curvas cinéticas
de migracion ajustadas para todos los utensilios analizados, en la Figura VI.1.4a para
melamina y en la Figura VI.1.4b para formaldehido. En estas figuras, el vaso esta
representado en morado, la taza en naranja, los cubiertos en verde, el tazon en amarillo
y el bol en azul. En ambos graficos se puede ver claramente el comportamiento
diferente que muestra la migracion de melamina para el bol en comparacién con el
resto de los modelos ajustados.

Ademas, se realizé una estimacion del numero de ciclos de migracion consecutivos
tedricos a los que cada tipo de utensilio de cocina tendria que exponerse para superar
el SML (2.5 y 15 mg L' para melamina y formaldehido, respectivamente). En la
Tabla VI.I.7 se muestran los valores calculados a partir de la prediccion de los
modelos de la Tabla VI.L.6.

A partir de las predicciones obtenidas de los modelos ajustados, se decidi6 realizar
trece ciclos mas, a 70°C durante 30 minutos en la taza y en el bol. El objetivo era
verificar si realmente se alcanzaria el limite para el formaldehido en la taza y si los
nuevos puntos experimentales se ajustaban a los modelos propuestos en el primer
estudio de cinéticas de migracion. La cantidad acumulada encontrada después de
veintinueve ciclos fue 6.07 y 13.62 mg L' de melamina y formaldehido
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respectivamente en la taza y 6.07 y 6.83 mg L! en el bol. En ambos utensilios, la
cantidad acumulada de melamina migrada fue mas del doble del SML. Por el
contrario, no se alcanz6 el SML para el formaldehido.

Por tercera vez, se realizaron varios ciclos mas en la taza. Se demostrd
experimentalmente que con treinta y dos ciclos, se alcanzo una cantidad acumulada
de formaldehido migrado desde la taza que super6 el SML, 15.30 mg L. Ademas, la
cantidad acumulada de melamina encontrada después de cuarenta y tres ciclos fue de
10.39 mg L™, lo que cuadruplica el SML.

5.0

4.0

3.0

2.0 *

melamina (mg L)

1.0

ciclos

10.0
b)
8.0

6.0

4.0

formaldehido (mg L)

2.0

0.0
ciclos

Figura VLI.4. Curvas cinéticas de migracion ajustadas: a) para melamina y b) para
formaldehido. El vaso esta representado en morado, la taza en naranja, los cubiertos en
verde, el tazon en amarillo y el bol en azul.
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CAPITULO VI

Para realizar los andlisis cromatograficos en una sola sesiébn y evitar cambios
inherentes al sistema cromatogréfico, se construyé ademas una curva cinética de
migracion completa utilizando los valores experimentales obtenidos en una taza nueva
después de veintitn ciclos a 70°C cada 1 hora. Los nuevos modelos matemadticos para
la melamina (Y = (0.595 + 0.116x)? con R? = 99.82%) y para el formaldehido

(Y = (-0.257 + 0.856x%°)? con R? = 99.98%) fueron ajustados y validados
estadisticamente. La representacion de estas curvas se muestra en la Figura VLL.5.

15.0
12.0
9.0

6.0

concentracion (mg L)

3.0

0.0

ciclos

Figura VLL5. Curvas cinéticas de migracion ajustadas para 21 migraciones consecutivas
a 70°C durante 1 hora. La melamina esta representada en naranja y el formaldehido en azul.

Aunque los ciclos de migracion realizados sobre la nueva taza fueron de 1 hora, en
lugar de 30 minutos como en el estudio anterior, la cantidad acumulada de
formaldehido después de veintitin ciclos alcanzo 13.36 mg L™!, por debajo del SML.
Este resultado resalta nuevamente lo que se observé en la Seccion VI.LL5.2, que los
objetos del mismo tipo de utensilio de cocina elaborados por el mismo fabricante
muestran diferentes comportamientos o tendencias de migracion, casi seguramente
debido al proceso de fabricacion de cada articulo.

La cantidad acumulada de melamina migrada desde la taza es casi cuatro veces el
SML, 9.46 mg L™!. Esta cantidad se encontrd después de veintitin ciclos (70°C durante
1 hora) y este resultado es comparable con el obtenido en el estudio anterior (se
encontraron 10.39 mg L™ de melamina después de cuarenta y tres ciclos a 70°C cada
30 minutos). Por lo tanto, cantidades similares de melamina migraron cuando el
namero de ciclos consecutivos fue la mitad, pero el tiempo de exposicion fue el doble.
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VI.1.6. Conclusiones

Se ha desarrollado un método rapido para la determinaciéon de melamina y
formaldehido mediante HPLC-DAD y se ha llevado a cabo la identificacién
inequivoca de ambos analitos a través de sus espectros de absorcion.

La cantidad de melamina y formaldehido, cuando se usa cualquiera de los utensilios
de cocina analizados, no ha excedido el limite de migracion especifica (SML) para
ambos analitos después de tres exposiciones a 70°C durante 2 horas.

Sin embargo, las curvas cinéticas de migracion construidas para los diferentes
utensilios de cocina y para ambos analitos muestran que la cantidad acumulada de
melamina y formaldehido alcanzé los limites de migracion especifica, incluso cuando
el namero de ciclos realizados no era alto. Por esta razon, parece razonable aconsejar
que los utensilios de melamina-formaldehido, mas cominmente utilizados por nifios,
deben usarse con precaucion teniendo en cuenta las propiedades carcinogénicas del
formaldehido. La cantidad de melamina encontrada en este trabajo no fue relevante
ya que, segun estudios de la EFSA, no se espera que la melamina y sus sales sean
acumulativas.

Ademas, el analisis de varianza ha demostrado que el proceso de migracion de los
analitos desde el material al simulante esta relacionado con los articulos y las
exposiciones, y por lo tanto con el proceso de fabricacion de cada articulo, que
obviamente depende en gran medida del lote de produccion.

Los resultados obtenidos en este trabajo estan restringidos al andlisis realizado en
cinco tipos de utensilios elaborados con melamina que han sido producidos por el
mismo fabricante. Por lo tanto, las conclusiones obtenidas a partir de este trabajo, no
pueden generalizarse a todos los utensilios de resina de melamina-formaldehido
disponibles en el mercado.
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VLII. Descomposicion PARAFAC, con datos de tres vias
cromatograficos, para la identificacion inequivoca y
cuantificacion de compuestos en un marco regulado

VI.II.1. Resumen®

Es incuestionable que cada dia la sociedad demanda un mayor control en el analisis
de alimentos, productos de cuidado personal, medicamentos, muestras
medioambientales, etc., asi como informacion clara y comprensible sobre la toxicidad
de los compuestos quimicos. Esto provoca una necesidad creciente de proponer
métodos de andlisis que permitan la cuantificacion e identificacion inequivoca de
analitos en muestras complejas.

Varias organizaciones oficiales que regulan estos aspectos en compuestos como
pesticidas, migrantes o aditivos, han aumentado los requisitos sobre las figuras de
mérito, entre otros, el relativo a la identificacion inequivoca de los analitos de inter¢s.
La recomendacion general es el uso de la informacion proporcionada por técnicas
cromatograficas sobre la muestra objeto de analisis, por ejemplo, el uso de datos de
HPLC-DAD o GC-MS. En este caso, para cada muestra, se dispone de una matriz de
datos formada por el vector respuesta (absorbancias o abundancias) registrado en cada
tiempo de retencion. Cuando las matrices correspondientes a los patrones de
calibracion y a las muestras problema se concatenan se obtiene un tensor de datos.

Existen varias técnicas quimiométricas con la "ventaja de segundo orden" como es el
caso de PARAFAC, que pueden manejar tensores de datos. Utilizando estas técnicas
pueden ser identificados y cuantificados los analitos de interés incluso en presencia
de interferentes. Si el tensor de datos es trilineal, el analisis de los datos utilizando
PARAFAC/PARAFAC?2 permite la identificacidon inequivoca y la cuantificacion del
analito de interés de manera que el resultado es valido de acuerdo con los criterios
impuestos por las autoridades competentes.

En el articulo publicado, antes mencionado, la metodologia quimiométrica se explica
a través de cuatro casos de estudio diferentes relacionados todos ellos con la
determinacion de analitos en matrices complejas (bisfenol A migrado desde
policarbonato, diclobenil en cebolla, oxibenzona en cremas cosméticas de proteccion
solar y melamina migrada desde utensilios de cocina "melaware"). Esta metodologia
multivia resuelve problemas de coelucion de interferentes que tienen un espectro de
absorcion similar en HPLC-DAD (o comparten relaciones m/z en GC-MS) con el

* Este epigrafe ha sido publicado en: Chemometrics and Intelligent Laboratory
Systems 200 (2020) 104003.
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analito de interés o con el estdndar interno, proporcionando resultados que llevan a
dar falsos negativos con métodos de identificacion convencionales. Ademas, la
descomposicion PARAFAC de los tensores trilineales permite optimizar de forma
conjunta varios parametros analiticos (extraccidon, limpieza, etc.) que controlan
diferentes pretratamientos realizados a las muestras antes de la determinacion
cromatografica de muestras complejas sin necesidad de hacer un calibrado
experimental en cada condicion del disefio para obtener el valor de la respuesta.

VI.I1.2. Introduccion

El objetivo del trabajo fue mostrar la utilidad de las técnicas de n-vias cuando existen
requisitos legales que deben cumplirse en las caracteristicas de rendimiento de los
métodos analiticos, como en el caso de los métodos para determinar residuos de
sustancias veterinarias, pesticidas o algunos mondmeros y aditivos que migran a los
alimentos. Estas caracteristicas estdn definidas en diferentes reglamentos:
Documentos guia sobre control de la calidad analitica y procedimientos de validacion
de métodos para residuos de plaguicidas y andlisis en alimentos y piensos
SANTE/11813/2017 [1] (que actualiza el contenido de SANCO/12495/2011 [2] para
plaguicidas), Decision 2002/657/CE para residuos de medicamentos veterinarios [3]
y EUR 27529 para test de migracion [4], entre otros.

Existen varias técnicas quimiométricas con la "ventaja de segundo orden" que pueden
manejar tensores de datos, esto permite que los analitos de interés puedan ser
identificados y cuantificados incluso en presencia de interferentes que no estan
incluidos en los patrones de calibracion [ 5], por ello, en este trabajo se ha considerado
PARAFAC como una buena opcion. Se pueden encontrar aplicaciones de PARAFAC
y PARAFAC?2 en anélisis cromatografico (en particular, GC-MS y HPLC-DAD) en
contextos regulados en las Ref. [6-8] para pesticidas y en la determinacion de
monomeros y aditivos que migran a los alimentos en las Ref. [9,10]. En todos estos
casos, las caracteristicas de los analisis estan reguladas.

La utilidad de las técnicas de tres vias también se muestra con otras técnicas
cromatograficas, por ejemplo, en la determinacion de residuos veterinarios con
HPLC-DAD [11] o fungicidas con LC-MS/MS [12]. Ademas, la Ref. [ 13] muestra el
uso de estas técnicas para el andlisis "no dirigido" (no target), es decir, de sustancias
que no se sabe si estaran presentes en la muestra.

El trabajo desarrolla cuatro casos de estudio [14] con aspectos relevantes que
requieren cumplir con la legislacion vigente, debido a la naturaleza de las sustancias
analizadas (pesticidas y migrantes en alimentos, aditivos cosméticos, etc.). En estos
casos, la utilidad de las técnicas de n-vias (PARAFAC o PARAFAC2) se hace
evidente. En el trabajo también se ha incluido una comparativa entre los resultados
obtenidos con métodos convencionales frente a los de PARAFAC o PARAFAC2.
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Aunque los procedimientos analiticos se centran en dos técnicas cromatograficas
(GC-MS y HPLC-DAD), el modo de operacion que se muestra es mucho més amplio
y se puede utilizar con datos obtenidos mediante cualquier detector multivariante en
tandem con la cromatografia. La novedad mas importante es el uso de la "propiedad
de unicidad" para identificar inequivocamente y cuantificar los analitos al mismo
tiempo, utilizando para ello los factores obtenidos de las descomposiciones
PARAFAC.

La "propiedad de unicidad" se conoce como "ventaja de segundo orden" [15] en
analisis quimico. Para poder aplicarla es necesario disponer de un tensor (o cubo) de
datos. Se construye el tensor de datos trilineales con las 'K' matrices correspondientes
a las 'K - h' muestras de concentracion conocida del analito de interés (patrones de
calibracion) junto con las 'h' matrices de las muestras problema. La "propiedad de
unicidad" significa que, si uno de los factores corresponde al analito, entonces la
concentracion e identificacion inequivoca de este analito se puede calcular en la
muestra problema incluso en presencia de interferentes que no estaban en las muestras
de calibrado. Esta propiedad garantiza que solo hay un perfil de muestra vinculado al
analito de interés, independientemente de los factores restantes.

VLIL3. Software y experimental
VLIL.3.1.  Software

Para las medidas registradas con un cromatografo HPLC Agilent 1260 Infinity (Santa
Clara, CA, EEUU) se utilizo el software OpenLab CDS ChemStation.

Las descomposiciones PARAFAC y PARAFAC?2 serealizaron con PLS Toolbox [16]
y MATLAB [17]. Los modelos de regresion, las rectas de exactitud y los modelos
cinéticos se ajustaron y validaron utilizando STATGRAPHICS Centurion XVII [18].
El limite de decision (CCa) y la capacidad de deteccion (CCP) se calcularon utilizando
el programa DETARCHI [19,20].

VLIL.3.2. Instrumental y detalles experimentales

En lo que sigue en este epigrafe de la memoria solo se reporta la parte correspondiente
al Caso IV (HPLC-DAD) del articulo completo referenciado al comienzo.

VLIL3.2.1.  Caso IV (HPLC-DAD)

Para cuantificar la melamina, se emple6 un cromatégrafo HPLC Agilent 1260 Infinity
(Santa Clara, CA, EEUU). Este HPLC estaba compuesto por una bomba cuaternaria
(G1311C), un inyector (G1329B), un compartimento termostatizado de columna
(G1316A) y un detector de diodos en serie (G7117C). La columna elegida para la
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separacion fue una columna Kinetex EVO-C18 (150 mm x 4.6 mm, 5 pm). Se
utilizaron acetonitrilo y agua desionizada como disolventes para la fase moévil. Las
condiciones para el andlisis cromatografico de melamina fueron un volumen de
inyeccion de 20 pL, la temperatura del compartimento de la columna se fijo a 20°C y
la fase movil se programé en modo isocratico (acetonitrilo:agua, 15:85, v/v) con una
velocidad de flujo de 0.6 mL min™'. Los espectros de absorcion se registraron entre
200 y 500 nm, cada 2 nm.

Otros detalles sobre los analitos, el procedimiento experimental para obtener los
extractos de los utensilios de cocina de melamina, los test de migracion y el
procedimiento para construir el modelo cinético de migracion pueden verse en el
Epigrafe VI.I de esta memoria, y en su publicacion [21], aunque no se utilizaron
técnicas de tres vias en esta ltima referencia.

VI.I14. Teoria

VILII.4.1. Modelos PARAFAC/PARAFAC2
Un modelo PARAFAC de rango F para el tensor X = (xijjk) se escribe como [22,23]:

F

Xijk= z aifbijkf+eijk, 1=1, 2, ey I, ]=1, 2, ey ], k=1, 2, ey K, (VIIII)
f=1

donde ejjk son los residuos del modelo ajustado. PARAFAC es un modelo trilineal,
como se puede ver en la Ecuacion (VLIL.1), ya que es lineal en cada uno de los tres
perfiles.

En general, un tensor de datos de tres vias X (I x J x K) estd compuesto de nimeros
reales, xijk, 1=1,..,j=1,..,J; k=1, ..., K. En el caso de los datos de HPLC-DAD,
cada valor x;j seria la absorbancia registrada en el k-ésimo tiempo de elucion, para la
j-ésima longitud de onda de la i-ésima muestra. En la practica, cada perfil (via o modo)
del tensor se identifica por su significado, por ejemplo, perfiles cromatograficos,
espectrales o muestrales para datos de HPLC-DAD. El orden de los perfiles no esta
predeterminado, y el investigador puede decidir cambiarlo.

Los datos cromatograficos son trilineales si el tensor de datos experimentales es
compatible con la estructura de la Ecuacion (VLIL.1). El diagnostico de consistencia
del nucleo (CORCONDIA) [24] mide el grado de trilinealidad del tensor experimental
de tres vias cuando F > 2. Si el tensor de tres vias es trilineal, entonces se alcanza el
valor méximo para este indice, CORCONDIA igual a 100. La solucion de minimos
cuadrados de PARAFAC es tnica cuando el tensor de tres vias es trilineal y se ha
elegido el numero apropiado de factores para ajustar el modelo PARAFAC [25].
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La "propiedad de unicidad" puede ser utilizada para identificar compuestos
inequivocamente mediante sus perfiles cromatograficos y espectrales segun lo
establecido en algunos reglamentos y directrices oficiales, incluso en presencia de un
coeluyente que absorba en el mismo rango espectral que el analito de interés.

PARAFAC?2 se utiliza para corregir las desviaciones de la trilinealidad cuando
aparecen pequefios desplazamientos en el tiempo de retencion en el cromatograma
entre muestra y muestra [26,27]. En este caso, PARAFAC?2 aplica los mismos perfiles
(b, f=1, ..., F) a lo largo del modo espectral y permite que el modo cromatografico
varie de una matriz a otra. Entonces, la Ecuacion (VILII.1) debe modificarse como se
muestra en la Ecuacion (VLIL.2) para describir un modelo PARAFAC2:

F
— — k
i=1,2,... j=1,2, ..}, k=1,2,..,K

donde se afiade el superindice k para tener en cuenta la dependencia del perfil
cromatografico de la k-ésima muestra. Por lo tanto, para los modelos PARAFAC2, el
perfil muestral, en esta ecuacion, es el tercer modo, mientras que el perfil
cromatografico pasa a ser el primero.

Los cromatogramas no se pueden alinear con técnicas como las empleadas en los
estudios de las Ref. [28,29], ya que los cambios en el tiempo de retencion de los
analitos deben evaluarse obligatoriamente para garantizar que los tiempos de
retencion se encuentren dentro de los intervalos de tolerancia establecidos en las
reglamentaciones. Si el cromatograma no cumple con ese requisito, entonces la
identificacion inequivoca del analito no es posible.

VILII.4.2. Varias regulaciones obligatorias relacionadas con la
identificacidon inequivoca

A pesar de que en esta memoria solo se ha trabajado con cromatografia de liquidos,
en este apartado se mencionan varias regulaciones internacionales que generalmente
hacen referencia a técnicas cromatograficas acopladas con espectrometria de masas,
pero siempre insistiendo en la identificacion inequivoca de los analitos. Ademas, este
Epigrafe VLII, como se ha mencionado al comienzo, es parte del articulo multiautor
en el que tres de los cuatro casos desarrollados empleaban GC-MS como técnica de
analisis.
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La Agencia Mundial Antidopaje (WADA) en la Ref. [30] establecio los criterios
minimos para la confirmacion con cromatografia-espectrometria de masas de la
identidad de los analitos con fines de control de dopaje. Se afirma que: "La capacidad
de un método para identificar un analito es funciéon del procedimiento completo
(preparacion de muestra, separacion cromatografica, andlisis de masas y evaluacion
de datos). Cualquier descripcion del método para fines de documentacion debe incluir
todas las partes del método. Las caracteristicas analiticas apropiadas deben
documentarse para todo el método de identificaciéon y debe demostrarse que son
suficientemente adecuadas para el proposito mediante la validacién adecuada del
método". Esto guia al cromatografista en el establecimiento de algunos criterios
minimos para la confirmacion de la identidad de los analitos con fines del control de
dopaje cuando se usa GC-MS antes de informar sobre un resultado positivo/negativo
del andlisis.

Sin embargo, este no es el Unico documento que guia al analista sobre como los
analitos de interés (residuos toxicos de medicamentos veterinarios, pesticidas o
migrantes) deben ser identificados de manera inequivoca. En general, todas estas
guias consideran dos técnicas distintas independientes para la identificacion
inequivoca.

En 2002, se publico la Decision 2002/657/CE [3] sobre el funcionamiento de métodos
analiticos y la interpretacion de los resultados para residuos veterinarios en alimentos
y piensos. Este es uno de los primeros documentos que especifica las tolerancias para
el tiempo de retencion y para los iones diagndstico, m/z, que deben cumplirse para
considerar que el andlisis es valido desde el punto de vista de la identificacion del
analito cuando se utiliza GC-MS.

Ademas, el documento SANTE/11813/2017 [1] (implementado en 2018), que
reemplaza a SANTE/11945/2015 y a documentos anteriores llamados SANCO [2],
muestra como realizar la validacion del método y los procedimientos de control de
calidad para el andlisis de residuos de pesticidas en alimentos y piensos.

Las guias mencionadas sugieren el uso de técnicas cromatograficas (GC o LC)
acopladas a detectores multivariantes (generalmente: MS!, MS™) para la identificacion
inequivoca. El nimero de iones diagnostico (m/z) considerados para la identificacion
depende de la técnica de MS utilizada y del tipo de analito (prohibido o con un limite
permitido). En el caso de MS!, se necesita 1 punto de identificacién (IP) por cada
m/z de ion diagnéstico, mientras que si la deteccion es MS" se necesita 1 IP por cada
ion precursor y 1.5 IP por cada ion producto. Ademas, el tiempo de retencion relativo
(RRT) del analito en la muestra en comparacion con el de una muestra de referencia
no debe diferir mas de + 0.5% en GC (o0 £ 2.5% en LC). Adicionalmente, cuando se
usa MS' de una sola etapa, se deben adquirir cuatro o tres iones diagnostico
dependiendo de si el analito estd prohibido o tiene un limite permitido,
respectivamente.
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Si se usa GC-MS (fragmentacion en modo SIM), se recomienda que los iones
seleccionados sean los iones moleculares y aductos -caracteristicos, iones
fragmentados caracteristicos y todos sus iones isotopicos. Estos iones no deberian
provenir exclusivamente de la misma parte de la molécula. Ademas, se deben
controlar las tolerancias maximas permitidas para la abundancia relativa de ion de los
iones diagndstico (m/z). Las tolerancias permitidas se basan en la abundancia relativa
de los iones diagnostico escritos como porcentaje del pico base [1,3]. Hay tablas para
controlar esta tolerancia basada en el porcentaje de esta relacion, que pueden ser
ligeramente diferentes de una regulacion a otra.

La Figura VLII.1 muestra un esquema de las etapas a realizar para la identificacion
inequivoca de los analitos presentes en una muestra problema; contiene la tabla de
tolerancias de la Ref. [2] y un diagrama de como proceder en el hipotético caso de un
pesticida en el que se han seleccionado 3 iones diagnostico, denominados m/z = 201
(pico base o el que tiene la mayor abundancia), m/z = 68 y m/z = 158. Los pasos a
seguir para controlar las tolerancias seran: i) registrar el espectro de una muestra de
referencia en los m/z iones elegidos; ii) construir los intervalos de tolerancia de
acuerdo con la tabla alli referenciada para las abundancias relativas de cada m/z ion
con respecto al pico base, utilizando las muestras de referencia; iii) adquirir las
abundancias para los mismos m/z iones para la muestra problema y calcular las
intensidades relativas (Ir, en %); iv) verificar si la Ir de cada relacion m/z esta dentro
del intervalo de tolerancia construido con la muestra de referencia en el paso anterior.

Como se puede ver en la Figura VLIL.1, m/z = 201 es el pico base, por lo que la
intensidad del resto de los iones (m/z = 68 y m/z = 158) se divide por la intensidad del
pico base. Los valores de Ir obtenidos fueron 30.13% y 22.08%, respectivamente. La
tabla muestra que la tolerancia permitida para esos Ir es = 15. Los intervalos de
tolerancia también se representan en la Figura VLIL1 y solo el m/z 68 esta dentro del
intervalo de tolerancia en el caso de la muestra problema. Por lo tanto, no se puede
concluir que la muestra problema contenga el pesticida ya que la Ir de m/z 158 no
estd dentro del intervalo de tolerancia correspondiente. Cuando la muestra problema
es una matriz compleja o un extracto, entonces uno o mas interferentes pueden coeluir
con el analito de interés e incluso compartir alguna relacion m/z con los iones
diagnostico elegidos. Esto conducira a un resultado de falso negativo. Sin embargo,
el resultado de falso negativo se habria evitado aplicando una técnica quimiométrica
con la "ventaja de segundo orden" como PARAFAC o PARAFAC2 a los mismos
datos experimentales, ya que nos hubiera permitido distinguir que un determinado m/z
puede también proceder de otro analito.

Es importante resefar que la identificacion inequivocay la "ventaja de segundo orden"
también son utiles en el analisis quimico. Los métodos cromatograficos actuales
previo a la propia medida instrumental presentan muchas etapas: la preparacion de
muestra (extraccion, limpieza, derivatizacion), el tipo de inyeccion (PTV, etc.) y otras
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Figura VLII.1. Esquema de la identificacion inequivoca de un analito en una muestra
problema.

propias de la técnica cromatografica (temperatura de inyeccidon, rampas de
calentamiento, flujo, composicion de la fase moévil en HPLC, etc.). Cuando se
optimiza un nuevo método cromatografico, la consideracién conjunta de todos estos
parametros experimentales es practicamente imposible. Ademas, su efecto no se
puede observar individualmente ya que puede haber interacciones entre si. En
consecuencia, se necesitan modelos de calibracion en cada combinacion de factores
(diferentes condiciones del andlisis en un disefio de experimentos, por ejemplo) para
evaluar el efecto de estos factores porque también se debe cuantificar la cantidad de
analito en cada combinacion de ellos. Por lo tanto, si se van a analizar 'K' diferentes
combinaciones de los factores, se deben realizar 'K' calibraciones. Suponiendo que
cada calibracion consiste en 'c' inyecciones cromatograficas, entonces se deben hacer
'K x ¢' inyecciones, por lo que el esfuerzo experimental se multiplica por el nimero
de patrones. Sin embargo, si se construye un tensor de tres vias con los mismos datos
experimentales ('K' matrices), solo se necesitan 'c' matrices adicionales ('K + ¢' en
total) para identificar y cuantificar el analito de interés y el efecto de los factores
experimentales sobre el resultado del analisis. Este problema se resuelve utilizando
una técnica quimiométrica como PARAFAC o PARAFAC?2 [8].

VIIL.4.3. Identificacién inequivoca y cuantificacion a través de

PARAFAC/PARAFAC2

En la Ref. [25], se muestra la similitud entre el modelo PARAFAC y el modelo fisico
subyacente a los datos adquiridos mediante GC-MS (o HPLC-DAD). En ambos casos,
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los datos experimentales se organizan en un tensor de tres vias, X, de dimensioén
I x J x K. En este trabajo, se utiliza una matriz de datos que considera los tiempos de
elucion alrededor del tiempo de retencion de cada analito de interés. En GC-MS, para
cada una de las K muestras analizadas, la abundancia de J iones caracteristicos se
registra a I tiempos de elucion alrededor del tiempo de retencion de cada analito, por
lo que se obtiene un espectro de masas en cada tiempo de elucion. Si la adquisicion
de datos se realiza mediante HPLC-DAD, solo cambia el significado del indice J,
siendo la absorbancia registrada a cada J longitud de onda. El resto de los indices
tienen el mismo significado que en el caso anterior.

Sin embargo, el diagndstico de la trilinealidad de los datos experimentales no es una
consecuencia de la similitud entre modelos, mencionada anteriormente, por lo que
debe verificarse en cada caso individual. Es posible que un tensor de datos
experimentales no sea trilineal, incluso si los datos se han obtenido utilizando una
técnica que, en teoria, deberia ser trilineal. Por otro lado, también es posible que las
desviaciones experimentales, que podrian conducir a datos no trilineales, en realidad
no invaliden la "ventaja de segundo orden".

Debe tenerse en cuenta que para los F factores de PARAFAC de un tensor de datos
de dimension I x J x K, solo deben estimarse los valores (I +J + K) x F, asi que el
efecto estadistico de este "suavizado" es muy importante. En el caso del analisis
quimico, la evaluacién de la trilinealidad de los datos, junto con la ventaja de que los
perfiles cromatografico y espectral del analito de interés se conocen
experimentalmente a partir de las muestras de referencia, son muy utiles para esta
tarea. Por lo tanto, se puede verificar que los perfiles estimados con PARAFAC o
PARAFAC?2 corresponden a ellos. Este diagnodstico a veces se resume como un
analisis de la coherencia del modelo ajustado.

En esta seccion se describen los pasos seguidos para la identificacion inequivoca y
cuantificacion usando una descomposicion PARAFAC o PARAFAC?2. El orden de
los indices de las matrices se puede intercambiar en cada caso debido a diferentes
razones técnicas (mencionadas en las secciones anteriores). Los pasos seguidos en los
cuatro casos (del articulo multiautor mencionado) han sido:

1)  Registrar, para cada muestra, la matriz de abundancias de las J relaciones m/z
adquiridas en los I tiempos de elucidn para cada pico cromatografico en el caso
de GC-MS (o registrar la matriz de absorbancias en las J longitudes de onda y
los I tiempos de elucion para cada pico en el caso de HPLC-DAD).

i1)  Estimar los intervalos de tolerancia correspondientes para el tiempo de retencion
relativo y para la abundancia relativa de ion (m/z) con los loadings de los perfiles
cromatografico y espectral obtenidos con la descomposicion PARAFAC
(0 PARAFAC?2) de un tensor, Xj, que contenia K; muestras de referencia. En el
caso de HPLC-DAD, la identificacion inequivoca en el perfil espectral se realiza
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iii)

vi)

vii)

viii)

mediante el coeficiente de correlacion lineal entre el espectro de una muestra de
referencia y el obtenido con la descomposicion PARAFAC (o PARAFAC2).

Construir el tensor de tres vias, X1, compuesto por las K; muestras del conjunto
de calibracion (patrones de calibracion).

Realizar la descomposicion PARAFAC (o PARAFAC?2) de ese tensor para
obtener los perfiles cromatografico y espectral de los diferentes compuestos
presentes en esas muestras, para cada ventana cromatografica entorno a un pico.

Para cada descomposicion PARAFAC (o PARAFAC?2), usar los residuos Q y
los estadisticos T2 de Hotelling para verificar si hay valores anomalos.

Identificar el factor del modelo que corresponde inequivocamente al analito de
interés utilizando los intervalos de tolerancia. En el caso de HPLC-DAD, la
identificacion del perfil espectral se lleva a cabo utilizando el coeficiente de
correlacion.

En el caso de los datos de GC-MS, los loadings muestrales de cada analito deben
estandarizarse dividiendo cada uno de ellos por el loading muestral
correspondiente a su estandar interno.

Ajustar y validar un modelo de calibracion "loading muestral versus
concentracion real" utilizando los patrones de calibracion. En el caso de los
datos de GC-MS, se utilizan los loadings muestrales estandarizados (con los
loadings del estandar interno).

Construir otro tensor de tres vias, X», compuesto por las K> muestras del nuevo
conjunto de muestras. Estas muestras pueden provenir de diferentes origenes
(extractos de una matriz compleja, disefio de experimentos o cinética de
migracion).

Determinar la concentracion del analito en estas nuevas muestras a través de los
loadings muestrales (o los estandarizados en el caso de datos de GC-MS) con el
modelo de calibracion del paso anterior viii). Todos los analitos de interés deben
identificarse de manera inequivoca previamente.

VLILS. Resultados y discusion

VLIL5.1. Caso IV: Test de migracidon y cinética de migraciéon para

melamina con HPLC-DAD

En este caso, se analizd la migracion de melamina (2,4,6-triamino-1,3,5-triazina)

desde utensilios de cocina de melamina (melaware) al simulante alimentario B (4cido

acético al 3% (p/v) en solucidn acuosa) de acuerdo a la normativa vigente [31,32]. La

legislacion europea [33] establece el limite de migracion especifica (SML) para la

melamina en materiales de plastico en 2.5 mg kg!. Para este estudio, tres boles
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(A, B, C) fueron expuestos a tres test de migracion consecutivos (exposiciones
1, 2, 3) y analizados por triplicado. La cuantificacion e identificacion se llevaron a
cabo utilizando la descomposicion PARAFAC2 con las sefiales obtenidas mediante
HPLC-DAD. El procedimiento experimental para obtener el extracto del test de
migracion a partir de los utensilios de cocina y realizar la cinética de migracion se ha
descrito en el Epigrafe VLI de esta memoria y en la Ref. [21].

Para los test de migracion sobre los recipientes (boles), se necesitaba un tensor de
datos Xi (76 x 151 x 41) para construir un modelo PARAFAC?2. En ese tensor, 76
eran los barridos (registrados entre 1.7 y 2.2 min), 151 correspondia al numero de
longitudes de onda (entre 200 y 500 nm) y 41 eran las muestras analizadas. De estas
muestras, 14 fueron patrones de calibrado y 27 las muestras obtenidas en los ensayos
de migracion (tres exposiciones de tres boles, donde el extracto de cada exposicion se
midio tres veces). El uso de la descomposicion PARAFAC?2 fue necesario debido al
ligero desplazamiento en el tiempo de retencion de melamina. El indice
CORCONDIA del modelo de dos factores obtenido fue igual a 100% y explicd un
97.46% de la varianza. La Figura VLIL.2 muestra los perfiles cromatografico,
espectral y muestral de los dos factores. En la Figura VI.IL.2A se observa la presencia
de un interferente (en naranja) que muestra el mismo tiempo de retencion que la
melamina (en azul). Los espectros de absorcion de la melamina y el interferente se
muestran en la Figura VI.IL.2B representados con los mismos colores que en el perfil
cromatografico. El coeficiente de correlacion entre el espectro de una muestra de
referencia y el espectro de melamina obtenido con la descomposicion PARAFAC2
fue de 0.999. Cuando se realizo el calibrado de forma univariante, el coeficiente de
correlacion se obtuvo comparando el espectro de referencia con el espectro de una
muestra problema registrado en el tiempo de retencion, siendo su valor 0.993. Este
calculo se realizd solo con las primeras 25 longitudes de onda ya que la absorbancia
de la melamina era practicamente cero en el resto del rango espectral registrado.

En la Figura VLIL.2C se muestra el perfil muestral obtenido de la descomposicion
PARAFAC?2. Las muestras de 1 a 14 se corresponden con los patrones de calibrado,
las muestras cuarta y novena se midieron por duplicado. El valor para los loadings
muestrales relacionados con el interferente (en naranja en esa figura) en los patrones
de calibracion es practicamente cero. El resto de las muestras corresponden a los test
de migracion. La cantidad de melamina migrada en la primera exposicion es mayor
que en las otras dos exposiciones independientemente del bol analizado.

La regulacion europea establece que los valores obtenidos deben expresarse después
de la tercera migracion [32]. Una vez realizada la validacion del modelo de calibracion
(loading muestral versus concentracion real), se calculd la cantidad de melamina
migrada desde el bol en la tercera exposicion, que fue de 0.34 mg L' (n = 9), valor
por debajo del SML [33].
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Teniendo en cuenta que los utensilios de cocina de melamina estan fabricados para un
uso continuado, se ajustd y validé un nuevo modelo PARAFAC para estudiar la
tendencia de la concentracién acumulada de melamina migrada desde un bol después
de varios ciclos de migracién consecutivos. Los datos se organizaron en un nuevo
tensor, X, de dimension 76 x 151 x 30. En este caso, las 30 muestras corresponden a
14 patrones de calibrado junto con 16 muestras provenientes de ciclos de migracion
consecutivos (cada uno de 30 minutos) de un mismo bol. Las matrices utilizadas en
la construccion del tensor se calcularon como la suma de los datos de la matriz de
HPLC de cada ciclo y las matrices de HPLC de los ciclos anteriores. A modo de
ejemplo, la matriz del ciclo nimero 10 contenida en el tensor consiste en la matriz de
HPLC del ciclo nimero 10 junto con las matrices de HPLC de los 9 ciclos anteriores.

Este procedimiento esta justificado por la Ecuacion (VILIL3). Los perfiles
cromatograficos y espectrales de los F factores son los mismos de un ciclo a otro, ya
que el modelo es trilineal y los test de migracion se realizaron en el mismo bol. Por lo
tanto, si se suman las 'c' primeras matrices, se obtiene la siguiente ecuacion:

C F F C
k=1 \f=1 f=1 k=1 o
i=1,2,..., j=1,2,..,]; c=12,..,K

Por lo tanto, el perfil muestral se compone de la suma acumulativa, hasta 'c', de los
perfiles muestrales de los 'c' ciclos de migracion.

Para el modelo PARAFAC se obtuvo un indice CORCONDIA de 97% y una varianza
explicada de 84.27%. La Figura VI.I.3A muestra el perfil cromatografico de los tres
factores obtenidos, en este caso, en la descomposicion PARAFAC. Se observa un gran
solapamiento de sefales para los perfiles correspondientes al interferente y a la
melamina, factores en naranja y azul respectivamente en esa figura.

Los perfiles espectrales correspondientes a los tres factores de PARAFAC se recogen
en la Figura VLIL.3B. El coeficiente de correlacion entre el espectro de referencia de
melamina y el obtenido en la descomposicion PARAFAC fue igual a 0.9999 (mayor
que 0.9733, que es el obtenido a partir de la correlacion con el espectro registrado en
el maximo de pico), cuando se utilizan las primeras 25 longitudes de onda, por lo que
el factor en azul en esa figura se relacion6 con la presencia de melamina en las
muestras analizadas. Ademas, el espectro obtenido para uno de los interferentes (en
amarillo en la Figura VLII.3B) tenia un coeficiente de correlacion de 0.9879 (n = 25)
con el espectro de una mezcla de simulante alimentario y fase moévil. El otro
interferente (en naranja) no pudo ser identificado.

Los loadings de los patrones de calibracion y las muestras del bol se muestran en la
Figura VLII.3C. Ambos interferentes (en naranja y amarillo) aparecieron en algunos
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patrones de calibrado y en todas las muestras del recipiente. Los loadings de los tres
factores en las muestras del bol muestran una pauta creciente. El tensor se construyo
con las matrices acumuladas, por lo que la linealidad observada en la parte derecha de
esta figura indica que la cantidad de melamina migrada desde el bol en cada ciclo fue
aproximadamente la misma, excepto en el primer ciclo de migracion (muestra nlimero
15 en la Figura VLIL.3C).

Se construyd6 un modelo de calibracion para melamina utilizando los loadings
muestrales de los 14 patrones de calibracion. La recta de exactitud (concentracion
predicha versus concentracion real) indicé que el procedimiento no tenia sesgo a un
nivel de significancia del 5%. Los valores del limite de decision (CCa) y la capacidad
de deteccion (CCP) fueron 0.29 y 0.58 mg L', respectivamente, cuando las
probabilidades o y B se fijaron en 0.05.

La ecuacioén de la curva cinética de migracion (cantidad acumulada de melamina) del
bol fuey = 0.301 + 0.044 x, donde x es el nimero de ciclos de 30 min (hasta 16). El
porcentaje de varianza explicada de este modelo cinético fue R* = 99.5%. Después de
dieciséis ciclos, la cantidad acumulada encontrada fue de 1.03 mg L' de melamina,
nuevamente por debajo del SML [33].

Por lo tanto, este estudio condujo a la conclusion de que el uso de PARAFAC o
PARAFAC?2 era necesario en los test de migracion y en la cinética de migracion para
evitar la sobreestimacion de la cantidad de melamina, ya que se ha detectado un
interferente que coeluye y otro que se solapa con este analito. Ademads, en ambos
analisis de migracion, los errores relativos de los patrones de calibracion (entre 0.25
y 10.00 mg L) calculados de la manera habitual con las areas de pico cromatogréafico
fueron mayores que los valores obtenidos con los loadings de PARAFAC,

especialmente en los niveles mas bajos de concentraciéon como puede observarse en
la Tabla VLIL1.

Tabla VLIL.1. Error relativo (%) en los patrones de calibracion para la melamina, obtenido
con los loadings de la descomposicion PARAFAC/PARAFAC?2 y con el area del pico.

Concentracion (mg L) 0.25 0.50 0.75 1.50 3.00 4.00 5.00 6.00 7.50 9.00 10.00

Test de Descomposicion  17.2 10.8 79 -1.6 -1.6 -0.3 -2.1 43 -03 03 0.8
migracion PARAFAC2
Area de pico 322167 50 -64 -1.7 -1.5 -39 1.9 -09 03 1.6

Cinética de Descomposicion  28.0 14.1 10.0 -3.0 -4.4 -2.5 -4.0 3.6 -0.3 -1.2 1.8
migracion  pARAFAC
Area de pico 659 32.12.1 -14.42.0 1.5 -6.1 0.7 -03 -14 2.8
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VLI.11.6. Conclusiones

La aplicacion de la descomposicion PARAFAC/PARAFAC2 permite la
identificacion inequivoca de los compuestos de interés de acuerdo con la normativa
vigente.

El uso de modelos PARAFAC/PARAFAC?2 en los test de migracion y la cinética de
migracion evitd la sobreestimacion de la cantidad de melamina migrada a pesar del
hecho de que una interferente coeluyo6 con este analito.

La descomposicion PARAFAC/PARAFAC?2 también puede emplearse como una
herramienta de control de calidad debido a su capacidad para detectar y manejar el
efecto de cualquier interferente presente en muestras de matriz complejas.
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VI.III. Analisis univariante versus multivariante en
cromatografia liquida. Aplicacion en la migracion
desde materiales en contacto con alimentos

VILIII.1. Introduccion®

Cada vez son mas numerosos los materiales que de forma directa o indirecta estan en
contacto con los alimentos que se consumen a diario. Esto ha llevado a que en la
actualidad unos de los focos de atencion de los organismos responsables de velar por
la salud de los ciudadanos, esté puesto en estos materiales. Los materiales en contacto
con alimentos (FCM por sus siglas en inglés) suponen, por tanto, una gran
preocupacion sobre todo debido a la posibilidad existente de que ciertos compuestos
de estos materiales puedan migrar a los alimentos.

Sin embargo, estos materiales también se emplean para evitar la contaminacion de los
alimentos y prolongar su vida util. Otra de las aplicaciones de estos materiales que
esta aumentando de forma exponencial es la demanda, por parte de la poblacion, de
comida para llevar lo que inevitablemente implica mayor contacto de los alimentos
con su envasado.

Por otro lado, los fabricantes tratan de proporcionar mayor durabilidad y resistencia a
los envases, asi como comodidad y ligereza en el transporte de los mismos. Todo esto
lleva a las empresas productoras a desarrollar nuevos materiales o a incorporar nuevas
sustancias (aditivos) para conseguir los objetivos enunciados [1].

Los materiales que entran en contacto con los alimentos pueden tener multitud de
férmulas tanto por el tipo de componentes que se usan como por la proporcion en que
intervienen. Estos materiales pueden agruparse en 17 categorias diferentes [2]:
materiales inteligentes, adhesivos, ceramica, corcho, caucho, vidrio, resinas de
intercambio 16nico, metales y aleaciones, papel y carton, plasticos, tintas de
impresion, celulosa regenerada, siliconas, productos textiles, barnices y
recubrimientos, ceras, y madera.

Sin duda, uno de los grupos mas importantes en cuanto a produccién y consumo
mundial es el de los plasticos. Ademéas de los propiamente considerados FCM de
pléastico, muchos envases de papel y carton presentan laminados de plastico en su
interior, y también la mayoria de envases metalicos estan recubiertos de materiales
poliméricos [3].

* Este epigrafe corresponde al manuscrito que se encuentra en proceso de
elaboracion para su envio a Talanta.
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Estos plasticos estan formados por una base polimérica (macromolécula compuesta
por unidades repetidas de monomeros), un homopolimero si estas unidades son de un
solo tipo o un copolimero cuando son dos o mas unidades diferentes [4]. Para su
fabricacion se emplean aditivos para obtener unas determinadas propiedades finales
del producto y también para simplificar y abaratar el proceso de produccion. Algunos
de estos aditivos son: plastificantes, lubricantes, colorantes, estabilizantes, cargas o
rellenos, retardantes de llama, agentes espumantes, modificadores de impacto, agentes
antiestaticos y antimicrobianos [5].

En el producto final también estan presentes, ademds de mondémeros y aditivos, tintas
o adhesivos empleados para su presentacion al mercado y/o consumidor. Asimismo,
otras sustancias desconocidas que tienen su origen en impurezas de la materia prima
o subproductos formados durante el proceso de fabricacion, pueden estar incluidas en
el producto final. A este grupo se le conoce como NIAS (Sustancias No Afiadidas
Intencionadamente) [3].

Cualquier compuesto que forme parte de un FCM puede migrar al alimento. La
migracion especifica de ciertas sustancias desde materiales plasticos hasta el
alimento/simulante alimenticio se encuentra regulada por el Reglamento 10/2011 [6].
Por tanto, la verificacion del cumplimiento de los SML en los materiales para los que
se conocen sus componentes no supone un problema y se realiza de la siguiente
manera: i) se pone a punto un método para el/los analitos de interés, ii) se toman
muestras de la migracion, iii) con un andlisis univariante convencional se valida el
método y a su vez se cuantifican los analitos migrados, y iv) se comparan los
resultados de la concentracion encontrada frente al SML.

El problema surge cuando alguna de las NIAS interfiere en el analisis univariante, por
ejemplo, en cromatografia de liquidos esta interferencia puede darse cuando coeluye
con el analito o cuando sus tiempos de retencion se encuentran muy proximos. Ante
esta situacion la cuantificacion del analito en las muestras de migracion es erronea.

Una solucién, propuesta en esta memoria, cuando se trabaja con muestras de
migracion (matriz compleja por el desconocimiento de todos los componentes que
pueden encontrarse en el medio) es el uso de las técnicas de n-vias. Estas técnicas
presentan la "ventaja de segundo orden"; lo que significa que, a partir de conjuntos de
datos de tres vias (tensores), sobre los que se aplica una descomposicion adecuada
empleando herramientas quimiométricas, se consigue identificar separadamente el
analito y los posibles interferentes presentes en la muestra siempre que los datos sean
trilineales [7].

Como se ha puesto de manifiesto en el Epigrafe VLII [8] y en la Ref. [9], la
descomposicion PARAFAC/PARAFAC2 resulta una excelente herramienta
quimiométrica para la aplicacion sobre datos analiticos obtenidos a partir de técnicas
de tres vias. Mas concretamente, se ha detallado un caso practico (Caso IV de la
Ref. [8]) en el que se empled como técnica de analisis la cromatografia de liquidos
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acoplada a un detector de diodos en serie (HPLC-DAD) para la determinacion de
melamina en muestras obtenidas tras el proceso de migracion (test y cinética de
migracion) desde un bol fabricado con resina de melamina-formaldehido.

En el Epigrafe VLII se realiz6 una comparativa de los valores obtenidos mediante un
analisis univariante convencional (utilizando las 4reas de pico como respuesta) y los
procedentes de la descomposicion PARAFAC/PARAFAC2. Este estudio
comparativo se efectud para: i) los errores relativos en prediccion de los patrones de
calibrado, y ii) la correlaciéon del espectro obtenido frente al de una muestra de
referencia.

Debido a las diferencias observadas, en este epigrafe se amplia la comparativa
incluyendo las cantidades de melamina obtenidas tanto en los test de migracion como
en las cinéticas de migracion. El estudio se aplicé sobre los tensores de datos
obtenidos para 5 tipos de utensilios de cocina distintos (mostrados en Epigrafe VLI),
para la identificacion y cuantificacion de melamina.

VLIIL.2. Busqueda de modelos

Los tensores de datos empleados contienen las absorbancias registradas (xjjx) en cada
i-ésimo tiempo de retencion y j-ésima longitud de onda para la k-ésima muestra. La
descomposicion PARAFAC de estos tensores, X (de dimensiones I x J x K), se explica
de forma generalizada a través del modelo trilineal de la Ecuacion (VLIIL1) [10]:

F
X=X = z aibjeCier +€jj1

=1
i=1,2,..1;, j=1,2,..,]; k=1,2,.,K;

(VLIIL1)

donde ejjx son los residuos y F el nimero de factores del modelo ajustado.

Para la construccion de estos modelos es necesario definir previamente en cada uno
de los perfiles si se quiere imponer alguna restriccion. Generalmente aplicar alguna
de estas restricciones (unimodalidad, no-negatividad, etc.) conduce a modelos que
explican mas varianza y tienen un indice d¢ CORCONDIA mejor [11].

La aplicacion de cualquier restriccion debe estar siempre justificada. Teniendo en
cuenta la positividad de los espectros, asi como de las concentraciones, resulta
coherente la aplicacion de la restriccion de no-negatividad sobre los perfiles espectral
y muestral del tensor (para este trabajo dimensiones J y K respectivamente). A su vez,
para el perfil cromatografico (dimension I) la restriccion de unimodalidad cobra
sentido al forzar la presencia de un solo méximo para cada factor (F), es decir, un pico
cromatografico por cada compuesto (identificado por el modelo) presente en la matriz
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de la muestra [12]. Debe recordarse a este respecto que en el desarrollo de esta
memoria la descomposicion PARAFAC/PARAFAC2 se hace individualmente para
cada pico cromatografico, excepto en el caso de que los picos estén muy solapados.

Como se ha descrito en el Capitulo 111, dos caracteristicas que definen la bondad de
un modelo PARAFAC son el indice de CORCONDIA [13] y el niimero de
factores (F) [9], ambos relacionados entre si. El indice de CORCONDIA se define
como el diagnostico de consistencia del nticleo y mide el grado de trilinealidad del
tensor experimental cuando F > 2, siendo 100 su maximo valor posible. Cuando el
tensor es trilineal y se eligen el nimero apropiado de factores se obtiene el modelo
PARAFAC unico que se buscaba.

En ocasiones un valor bajo de este indice puede ser debido a las desviaciones de la
trilinealidad originadas cuando aparecen pequefios desplazamientos en el tiempo de
retencion en el cromatograma entre muestra y muestra [ 14,15]. Ante esta situacion se
emplean modelos PARAFAC2, los cuales corrigen este problema permitiendo que el
modo cromatografico varie de una matriz a otra, explicando el modelo construido
mediante la Ecuacion (VLIIL2):

F
X=(xi) = (Z aitbitCis "‘eiik) ‘ (VLIIL2)

f=1
i=1,2,...1 j=1,2, ..}, k=1,2,..,K

Los modelos de descomposicion PARAFAC/PARAFAC2 para la determinacion de
melamina se construyeron para cada utensilio de cocina y tipo de migracion (test o
cinética, ver detalles en Epigrafe VI.I). En la Tabla VLIIL.I se recogen las
caracteristicas de dichos modelos.

Como se puede observar, en la columna 3 de la Tabla VLIII.1 se muestran las
dimensiones (I x J x K) del tensor de datos experimentales empleado. Para los test de
migracion (apartado a) en la Tabla VLIII. 1), en todos los casos a excepcion de la taza,
se han tomado cubos de dimension 76 x 151 x 41 que corresponden a barridos
registrados entre 1.7 y 2.2 min (I = 76), en las 151 longitudes de onda entre 200 y
500 nm, para 41 muestras repartidas en 14 patrones de calibracion (2 de ellos
replicados) y 27 muestras procedentes de los test de migracion (3 articulos sobre los
que se realizaron 3 exposiciones y analizados por triplicado). En la descomposicion
del tensor de la taza se observd un comportamiento andémalo de dos muestras,
concretamente dos réplicas de la tercera exposicion de la taza B. Se decidi6 eliminar
dichas muestras y rehacer el modelo, de ahi que la dimension K del tensor final
sea 39. Como curiosidad es interesante mencionar que el numero de datos

proporcionados por el cromatografo para el caso del tensor construido (76 x 151 x 41)
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CAPITULO VI

es de 470516 y mediante la técnica PARAFAC(PARAFAC?2) es posible obtener
la informacion util para identificar y cuantificar la melamina.

Para las cinéticas de migracion (apartado b) en la Tabla VL.IIIL.1), la dimension I cambia
en el vaso y los cubiertos, ya que se redujo la ventana de tiempos entre 2.0 y 2.2 min
(31 barridos). Ademas, el tamano muestral es diferente para cada tipo de utensilio, los
14 patrones de calibracion junto con: 15 muestras de migracion para los cubiertos
(n =29); 16 para el vaso, el tazon y el bol (n = 30); 21 para la taza expuesta a ciclos
de 1 hora (n = 35). La mayor diferencia reside en el tamafio muestral utilizado en el
caso de la taza (n = 86), ya que el tensor de datos estaba formado por tres conjuntos
de calibrado (3 x 14) y 44 muestras de migracion.

Las columnas de 4 a 7 de la Tabla VLIIL.1 detallan si ha sido necesaria o no la
correccion del desplazamiento cromatografico entre muestras utilizando PARAFAC?2,
asi como las restricciones impuestas a los perfiles del tensor (P1, P2, P3). Los factores
necesarios para la construccion del modelo (F), el indice de CORCONDIA vy la
varianza del tensor explicada por el modelo se recogen en las columnas de 8 a 10 de
la misma tabla.

A modo de ejemplo, en la Figura VLIII.1 se muestran los perfiles cromatografico,
espectral y muestral obtenidos a partir de la descomposicion PARAFAC?2 del tensor
de datos de la cinética de migracion para el tazon (ver fila 9 de la Tabla VLIIL.1).
Como se puede observar en la Figura VLIII.1a, para la ventana de tiempos elegida se
han identificado tres factores (sustancias presentes en la matriz de la muestra)
diferentes, representadas en los colores azul, naranja y amarillo. El factor azul coeluye
con el amarillo, cuyos picos cromatograficos se encuentran solapados con el pico del
factor naranja.

El perfil espectral representado en la Figura VLIII.1b muestra tres espectros
diferentes, es decir, que cada factor se corresponde a una sustancia distinta. Los
loadings espectrales permiten identificar inequivocamente el analito de interés. Para
ello, se ha calculado el coeficiente de correlacion lineal entre el espectro del factor
correspondiente a la melamina (asociada para este modelo al factor azul) y el espectro
de una muestra de referencia entre las longitudes de onda 200 y 248 nm, obteniéndose
los valores de los coeficientes de correlacion recogidos en la columna 11 de la
Tabla VLIII.1 para cada una de las descomposiciones realizadas.

La Figura VLIII.1c representa el perfil muestral, cuyos loadings permiten validar un
modelo de regresion para aquellas muestras de concentracion conocida
(Seccion VLIIL3). Posteriormente, utilizando este modelo y los loadings de las
muestras de migracion es posible determinar la concentracion de melamina migrada
desde el utensilio (Seccion VI.IIL.4).
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Figura VLIIIL.1. Loadings del modelo PARAFAC?2 obtenidos a
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Migracion de melamina y formaldehido en utensilios de cocina

VILIIL.3. Validacion de modelos

A partir de los loadings muestrales que proporcionan cada una de las
descomposiciones PARAFAC/PARAFAC?2 (cuyas caracteristicas se han recogido en
la Tabla VLIII.1 de la Seccion VI.III.2), se han construido modelos de regresion para
cada utensilio y tipo de migracion. El ajuste de los modelos de regresion, loading
muestral versus concentracion, se ha realizado para 14 patrones que corresponden a
12 niveles de concentracion diferentes, 2 de los cuales se analizaron por duplicado.
Excepcionalmente, en la construccion de la recta de calibrado de la cinética de la taza
se emplearon tres conjuntos de calibracion (n = 42). En el caso del test de migracion
del bol se encontr6 un dato anémalo cuyo residuo estudentizado era -4.43, por lo que
la recta de calibrado se ajustd con 13 datos. Las filas de 2 a 6 y de 12 a 16 de la
Tabla VLIIL.2 recogen los parametros de todas las rectas de calibrado para la
melamina.

La validacion de las rectas de calibrado se realiz6 en términos de veracidad y
precision. La precision se evaluo a través de la desviacion estandar (syx) mostrada en
las filas 5 y 15 de la Tabla VLIIIL.2. Mientras que la veracidad se comprob¢ a través
del término independiente y la pendiente de la recta de exactitud (concentracion
predicha versus concentracion real), cuyas hipotesis nulas a contrastar son
Ho: Término independiente igual a 0 y Ho: Pendiente igual a 1. En todos los casos
analizados sus p-valores fueron superiores a 0.05, por lo que se puede concluir que
con los datos que se dispone no se tienen evidencias para rechazar las hipétesis nulas.
Los parametros de las rectas de exactitud para la melamina se recogen en las filas de
7al10yde17a20delaTabla VIIIL.2. Se puede concluir que el método es insesgado
y no tiene error constante ni proporcional.

VLIII.4. Estudio comparativo de la melamina migrada

Mediante las rectas de calibrado ya validadas y los loadings muestrales
correspondientes a la migracion, tanto en el caso de las muestras procedentes de los
test de migracion como los obtenidos en las cinéticas, se calculd la concentracion de
melamina migrada desde los utensilios al simulante.

Los valores obtenidos se representan en color verde en los diagramas de barras de las
Figuras VLIIL.2 y VLIIL.3. En estas mismas figuras se muestran en morado los
resultados de melamina migrada (en mg L) obtenidos al emplear un analisis
univariante convencional con el 4rea de pico cromatografico como técnica de
tratamiento de datos, es decir, se ha integrado el area de pico cromatografico fijando
una unica longitud de onda en el detector (ver detalles en el Epigrafe VLI).
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Migracion de melamina y formaldehido en utensilios de cocina

En la Figura VLIIL.2 el eje de abscisas describe las tres réplicas de cada exposicion
(1, 2, 3) realizadas a los tres articulos (A, B, C); mientras que en la Figura VLIIL3
representa el nimero de ciclos de migracion a los que se ha expuesto el utensilio.

A través de los graficos de la Figura VLIIL2 se observa facilmente que la
concentracion de melamina presente en la muestra es mayor cuando no se aplican
técnicas con la "ventaja de segundo orden" como es la descomposicion PARAFAC o
PARAFAC2, lo que supone una sobreestimacion de la misma. Este efecto se debe a
que en la integracion del pico de la melamina intervienen inevitablemente el/los
interferentes que coeluyen, lo que provoca la sobreestimacion y puede derivar en
falsas no-conformidades cuando la concentracion calculada supere el limite de
migracion especifica (SML de 2.5 mg kg™ para la melamina [16]).

0.8 | vaso A | | vaso B | | vaso C
7 0.6
en
g
< 04
£
g
S
()
‘” III‘ THTHH
0.0
lexp. 1] [exp. 2] [exp. 3] [exp. 1] [exp. 2] [exp.3] [exp. 1] [exp.2] [exp.3]
10 | taza A | | taza B taza C |
~ 0.8
)
£ o6
g
g 0.4
S
[}
£ 0.2
0.0
lexp. 1] [exp. 2] [exp. 3] |exp.1||exp.2||exp.3| |exp.1||exp.2||exp.3|

Figura VLIIIL.2. Comparacion de las concentraciones de melamina obtenidas para los test
de migracion en los diferentes tipos de utensilios. Valores calculados mediante un analisis
univariante convencional (en morado) y mediante la descomposicion PARAFAC o
PARAFAC?2 (en verde). El eje de ordenadas describe la melamina migrada en mg L.
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Figura VLIIL.2. Continuacion.
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Migracion de melamina y formaldehido en utensilios de cocina

En las muestras provenientes del test de migracion para cada tipo de utensilio, el
analisis univariante supone un aumento de mas del 30% en la cantidad de melamina
encontrada respecto a la obtenida mediante la descomposicion PARAFAC o
PARAFAC?2. Concretamente los porcentajes fueron de 31, 37, 67, 33 y 55% para
vaso, taza, cubiertos, tazon y bol respectivamente. Observando estos resultados resulta
digno de destacar que los porcentajes mas altos (cubiertos y bol) corresponden a
utensilios que tenian elementos decorativos en la superficie que entra en contacto con
el simulante.

Las cinéticas de migracion estan construidas de manera que se muestra la
concentracion acumulada de melamina encontrada tras someter al utensilio a
sucesivos ciclos de migracion, de ahi la tendencia creciente de todos los graficos de
barras de la Figura VLIIL3. En algunas de las figuras se ha indicado con una linea
negra horizontal discontinua donde estd el SML para la sustancia, sobre todo para
indicar la diferencia de haber dado o no una falsa no-conformidad en los resultados
dependiendo del modo de tratar los datos experimentales.

Mediante el andlisis univariante se habia llegado a la conclusion de que en la taza, el
tazoén y el bol la cantidad de melamina acumulada superaba el SML tras 11, 13
y 1 ciclos respectivamente. Sin embargo, los resultados obtenidos con el anélisis
multivariante revelan que en realidad hacen falta 23 ciclos para alcanzar el SML en la
cinética acumulada de la taza, mientras que después de 16 ciclos ni en el tazén ni en
el bol se ha superado dicho limite.

Precisamente la gran diferencia en los resultados obtenidos para el bol es uno de los
aspectos mas destacables del trabajo. Una o las dos sustancias no identificadas
(recuérdese que el modelo PARAFAC era de 3 factores, ver fila 10 de la
Tabla VLIII.1) que presentaban tiempos de retencion proximos al de la melamina
estan presentes en la matriz de la muestra en una concentracion de tal magnitud que
hacen que en el primer ciclo la estimacion mediante el analisis univariante sea 10
veces superior. Es decir, la cantidad de melamina encontrada en el ciclo 1 para el bol
fue 3.379 mg L utilizando el andlisis univariante y 0.324 mg L mediante la
descomposicion PARAFAC.

—

186

—



CAPITULO VI

VASO
2.4
2.0
0
1.6
en
c)
s 1.2
R
§0.8
g
0.4 I
0.0 - | l I
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
ciclos
TAZA
12.0

o
o

melamina (mg L)
W (@)
o o

0.0
32 38 44
ciclos
CUBIERTOS
1.2
T 0.9
on
£
< 0.6
R
g
s
203 I I
0.0 I I
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
ciclos

Figura VLIIL.3. Comparacion de las concentraciones de melamina obtenidas para las
cinéticas de migracion en los diferentes tipos de utensilios. Valores calculados mediante un
analisis univariante convencional (en morado) y mediante la descomposicion PARAFAC
0 PARAFAC?2 (en verde). La linea horizontal discontinua representada en negro indica el
SML.
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VILIIL.S. Conclusiones

La determinacion mediante cromatografia de liquidos de uno o varios compuestos en
muestras de migracion supone un reto debido a la complejidad de la matriz de este
tipo de muestras. Generalmente en las muestras de migracion suelen estar presentes,
ademas de los analitos de interés, otras sustancias no identificadas (NIAS) que pueden
tener un tiempo de retencion cercano al del analito. En ese caso, la cuantificacion del
mismo a través de un analisis univariante convencional da lugar a resultados que
sobreestiman la cantidad de melamina encontrada.

Como se ha podido comprobar en este trabajo, donde se ha realizado la comparacion
de resultados obtenidos con andlisis univariante y multivariante partiendo de los
mismos datos analiticos, cuando se trabaja con muestras de migracion es
recomendable el empleo de técnicas de n-vias que presentan la "ventaja de segundo
orden" (como por ejemplo la descomposicion PARAFAC/PARAFAC?2).

Eligiendo adecuadamente el tipo de restriccion de cada dimension del tensor de datos
y el nimero de factores del modelo a construir, la descomposicion trilineal
PARAFAC/PARAFAC?2 proporciona perfiles tnicos para cada factor, permitiendo
asi la identificacion inequivoca del analito de interés (para este trabajo la melamina
identificada a través del perfil espectral) y evitando la sobreestimacion asociada a
falsas no-conformidades.

Puede ocurrir que al realizar el analisis multivariante no se encuentren interferentes y
hubiese bastado con el andlisis univariante convencional, pero a priori el analista no
puede conocer si en las muestras de migracion van a aparecer otras sustancias que
componen los articulos analizados y de igual manera han podido migrar hasta el
simulante.
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CAPITULO VII

VII.1. Resumen®

El capitulo muestra un procedimiento para seleccionar los parametros de control del
método (factores) para obtener un "perfil analitico preestablecido" cuando se va a
emplear una técnica de cromatografia liquida para la determinacion simultdnea de
cinco bisfenoles (bisfenol A, bisfenol S, bisfenol F, bisfenol Z y bisfenol AF).
Algunos de estos bisfenoles estan prohibidos, o tienen establecido un limite de
migracion especifica en distintas regulaciones de la UE tanto para materiales en
contacto con alimentos, como para juguetes, cosméticos o papel térmico.
Concretamente, el bisfenol A se considera que es un disruptor endocrino que puede
migrar del envase o de los utensilios de cocina a los alimentos, siendo el bisfenol mas
regulado.

El procedimiento propuesto en el trabajo consta de tres etapas. La primera consiste en
construir un disenio D-6ptimo desde un disefio compuesto (disefio mezcla-proceso)
para los parametros de control del método, que son la composicion de una fase moévil
ternaria y su flujo. La segunda etapa consiste en ajustar un modelo PLS2 para predecir
seis respuestas analiticas (cuatro resoluciones entre picos consecutivos y el tiempo
inicial y final del cromatograma) en funcion de los pardmetros de control del método.
La tercera etapa se corresponde con la inversion del modelo PLS2 construido para asi
obtener las condiciones necesarias para conseguir un "perfil analitico preestablecido".
Este perfil analitico objetivo se fijé para que la resolucidn entre picos cromatograficos
contiguos fuera superior a 1.1; el tiempo inicial fuera de al menos 2 min, para obviar
el tiempo muerto de la columna; y un tiempo final corto, no mas de 4 min.

La inversion computacional del modelo de prediccion PLS2 que busca el frente Pareto
de estas seis respuestas proporciona un conjunto de condiciones experimentales para
realizar la determinacién cromatografica. Los pardmetros de control del método
seleccionados en el frente Pareto fueron: una composicion de fase movil ternaria con
22% de agua, 58% de metanol y 20% de acetonitrilo, manteniendo el flujo en
0.66 mL min™!. Estas condiciones proporcionan un cromatograma con tiempos de
retencion de 2.180, 2.452, 2.764, 3.249 y 3.775 minutos para BPS, BPF, BPA, BPAF
y BPZ, respectivamente.

Finalmente, se valid6 el método analitico en las condiciones experimentales
seleccionadas. Para los cinco bisfenoles, la elipse de confianza conjunta mostr6é que
la pendiente y el término independiente de cada recta de exactitud (concentracion
predicha versus concentracion real) son iguales a 1 y 0, respectivamente. Por tanto, se
puede concluir que el procedimiento puesto a punto es veraz y preciso. Ademas, la
capacidad de deteccioén obtenida para los cinco bisfenoles fue: 596, 334, 424, 458 y
1156 pg L', cuando las probabilidades de falso positivo y falso negativo se
fijaron en 0.05.

* Este capitulo ha sido enviado el 28 de octubre de 2020 para su publicacion en
Analytica Chimica Acta.
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VII.2. Palabras clave

Tecnologia Analitica de Procesos; Minimos Cuadrados Parciales; optimizacién
Pareto; bisfenol A; HPLC-DAD, Inversion computacional de un Modelo de Variables
Latentes.

VIIL.3. Introduccion

La Tecnologia Analitica de Procesos (PAT, por sus siglas en inglés) es una
metodologia para disefiar, analizar y controlar la fabricacion a partir de datos medidos
sobre las materias primas, sobre las variables criticas del proceso, sobre propiedades
ambientales, etc. (que constituyen la matriz X), con el objetivo de asegurar la calidad
del producto final. Esta calidad se establece mediante unos valores de los Atributos
Criticos de Calidad (CQA, por sus siglas en inglés) en la matriz Y. Actualmente, la
Tecnologia Analitica de Procesos es un estdndar para la acreditacion de procesos
farmacéuticos [1,2].

En el presente trabajo, la relacion entre X e Y se establece mediante un modelo de
regresion de variables latentes, en concreto, un modelo PLS2 ("espacio latente de
proyeccién" o "minimos cuadrados parciales" con mas de una respuesta) que se
obtiene calculando 'a' nuevas variables ortogonales tales que,

X =T,PT + Ry =X + Ry (VIL1)
Y=T,Q} + Ry =XM + Ry (VIL2)

En lo que sigue, se asume que X variables de entrada son representativas del "espacio
del proceso", e Y (respuestas) del "espacio de calidad" de las caracteristicas del
producto.

Como en muchas otras situaciones basadas en datos, los atributos de calidad prefijados
son conocidos y se pueden definir como un vector ydes, que no necesariamente tiene
que estar en el conjunto de entrenamiento. Que se pueda alcanzar este ydes (producto
factible con unas caracteristicas prefijadas) depende de la existencia de valores de las
variables de proceso que darian este producto objetivo. Por tanto, una vez construido
el modelo PLS2, es necesaria su inversion para tener los valores de las variables de
entrada, Xdes, con las que se obtendra una calidad preestablecida yaes [1]. El estudio de
la viabilidad de esta inversion, con las restricciones necesarias, para garantizar la
existencia de una solucidon se conoce como Inversion de Modelos de Variables
Latentes (LVMI por sus siglas en inglés).

En la literatura existen dos alternativas para abordar estd inversion. Una de ellas esta
relacionada con la inversion de las matrices de la descomposicion (las de las
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Ecuaciones (VIL.1) y (VIL2)). Un resumen de este enfoque se encuentra en las
Ref. [3,4]. La Ref. [5] contiene las condiciones y restricciones necesarias, en funcién
de la dimension de los espacios que generan las variables latentes, las de proceso y
las de calidad, pero en este escenario, no se pueden imponer restricciones
directamente a las caracteristicas de calidad.

Por eso la segunda alternativa es redefinir la inversion y, por ejemplo, buscar los
"scores" que minimizan la diferencia ponderada al cuadrado entre las caracteristicas
predichas y las deseadas, poniendo un limite al valor méximo permitido para el
estadistico T? de Hotelling [6]. De esta forma, esta cuestion se plantea como un
problema de minimos cuadrados ponderados, y posiblemente restringidos, que
también es aplicable si se cambiara el tipo de modelo, por un PLS no lineal como se
hace en la Ref. [3], o con programacion genética como en la Ref. [7].

En ambas alternativas, la inversioén "va" desde el espacio Y hasta el subespacio X
en X, Ecuacion (VIL. 1), reconstruido a partir del espacio generado por las variables
latentes. En consecuencia, se asume implicitamente que el subespacio X de alguna
manera recoge toda la correlacion entre X e Y, y también que los subespacios
residuales Rx y Ry no estan correlacionados con X e Y, respectivamente, lo que en
general no es cierto. Se han hecho algunos intentos de abordar este problema que
incluyen el pretratamiento de las predictoras, dando lugar a la familia de
procedimientos de Correccion de Senal Ortogonal (OSC en inglés) que se explica en
la Ref. [8], 0o modificaciones del método PLS [9] sin disponer todavia de una solucién
aceptable para obtener un subespacio de X cuyo complemento ortogonal sea
independiente de Y.

El presente trabajo utiliza una tercera alternativa con un enfoque computacional para
la inversion del modelo, publicado recientemente por nuestro grupo [10]. La
metodologia se basa en las propiedades que tiene el frente Pareto 6ptimo calculado al
minimizar simultineamente las diferencias esperadas entre las caracteristicas de
calidad predichas (predicciones del modelo) y las propuestas como objetivo en ydes.
La ventaja de este nuevo enfoque es que permite abordar el problema de la viabilidad
de un producto con determinadas caracteristicas desde el punto de vista
multidimensional, considerando cada caracteristica de calidad pero estudiando su
comportamiento conjunto para no perder la estructura de correlacion que
inevitablemente existe entre las respuestas. Una ventaja adicional con el
procedimiento que se propone en este trabajo es que la solucion Xdes, para una calidad
prefijada ydes, se obtiene en el espacio de las variables originales y no en el espacio
latente, aunque la relacion entre predictoras y respuestas (espacio de proceso y de
calidad) se ha construido utilizando modelos de variables latentes como PLS2.

El modelo PLS2 que se invierte puede incluir no solo las variables de entrada
(medidas) relacionadas con el proceso, sino también sus productos cruzados
(interacciones entre variables) o cualquier otra posible transformacion necesaria para
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modelar las no linealidades. En este caso, la matriz con las variables predictoras para
ajustar el modelo PLS2 contendré las columnas adicionales correspondientes a estas
nuevas "variables" obtenidas a partir de las originales. En consecuencia, la inversion
directa de las matrices no es posible, como se muestra en la Ref. [11], pero la solucién
obtenida con el enfoque computacional, Xdes, €s viable y siempre se obtiene en
términos de las variables originales.

Las propiedades que se acaban de resumir pueden trasladarse directamente al
laboratorio analitico, donde las "variables de proceso o de entrada" son las que afectan
a la preparacion de la muestra o a los factores instrumentales, mientras que las
caracteristicas de calidad estan relacionadas con sefiales analiticas o figuras de mérito
del procedimiento analitico en relacién con su finalidad. En este contexto, se ha
definido el término Calidad Analitica Disefiada (AQbD por sus siglas en inglés)
haciendo referencia a la version del concepto Calidad Disefiada (QbD en inglés)
aplicada al desarrollo de un método analitico. La AQbD ha despertado un interés
considerable, las Ref. [12,13] son revisiones destacables sobre estos temas. Este
interés también aparece en revisiones sistematicas de cromatografia, por ejemplo,
47 citas de las 158 referencias de la Ref. [ 14] estan relacionadas con AQbD.

La idea principal en AQbD es desarrollar el método analitico de manera que se logre
una calidad deseada. Esta calidad prevista se define como un "Perfil Analitico
Objetivo" (ATP por sus siglas en inglés), en funcion de los denominados Parametros
de Control del Método (CMP por sus siglas en inglés). En analogia con QbD, se
construye un modelo para predecir el ATP a partir de los CMP. La novedad en el
presente trabajo es que, la inversion del modelo PLS2 ajustado dard los valores
particulares de los CMP, Xdes con la notacion de los parrafos anteriores, para obtener
un ATP preestablecido, es decir, un ydes predefinido.

Una revision bibliografica sobre el tema muestra algunos articulos [15,16] donde este
enfoque de la AQbD se utiliza para optimizar figuras de mérito de los procedimientos
analiticos, sin embargo, no se han encontrado referencias sobre la inversion de
modelos PLS para esta tarea.

El procedimiento propuesto, en el presente trabajo, para garantizar un ATP mediante
la inversién de un modelo PLS2 es un enfoque metodolégico general, aunque se
explica/aplica a la determinacion de cinco bisfenoles mediante cromatografia liquida
de alta eficacia acoplada con un detector de diodos en serie (HPLC-DAD). La
composicion de la mezcla ternaria de la fase movil (porcentajes de agua, metanol y
acetonitrilo) junto con su flujo, son los CMP que se han tenido en cuenta. E1 ATP, por
otro lado, est4 relacionado con las caracteristicas analiticas que deseamos que tenga
el cromatograma resultante. Estd definido mediante seis respuestas: cuatro valores de
la resolucion entre picos cromatograficos consecutivos (Ri2, Roz, R34, Ras), el tiempo
inicial (t;) para evitar que el tiempo correspondiente al volumen muerto se solape con
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el primer analito, y el tiempo final (tf) con el objetivo de conseguir reducir el tiempo
de analisis.

Para predecir simultineamente las seis caracteristicas que definen el ATP se ajusta un
modelo PLS2 en funcién de los cuatro CMP (incluyendo también los cuadrados e
interacciones entre algunos de ellos). PLS2 captura no solo la correlacion entre los
CMP del procedimiento analitico, sino también la correlacion entre las caracteristicas
del cromatograma obtenido relacionadas con el ATP, modelando también la relacion
predictiva entre los CMP y el ATP.

Ademas de ser una aplicacion general de la metodologia propuesta, existen otras
razones relevantes para la determinacion de los bisfenoles. El caracter disruptor
endocrino del bisfenol A (BPA), la alarma social que genera su uso, la progresiva
sustitucion por otros bisfenoles en la fabricacion de productos de policarbonato de uso
diario, y la atencion prestada por los organismos reguladores, han generado la
necesidad de poner a punto métodos rapidos y eficientes para la determinacion
simultdnea de estos analitos.

En 1999, la Unién Europea aprobo6 una estrategia comunitaria para el control de los
disruptores endocrinos [ 17], que incluia informes periddicos de la Comision Europea
sobre los avances realizados en los campos de la investigacion, la cooperacion
internacional, la informacion publica y la adopcion de medidas politicas adecuadas.

El primer informe de 2001 [18] contiene una lista provisional de sustancias, que ya
incluia al BPA como disruptor endocrino potencial o efectivo (Categoria 1) y
consideraba al bisfenol F (BPF) como sustancia con datos insuficientes.
Posteriormente, el BPF fue clasificado como sustancia sin datos o con datos
insuficientes sobre efectos disruptores endocrinos (Categoria 3a'y 3b) [19].

Actualmente, existen normativas reguladoras sobre disruptores endocrinos en
pesticidas, biocidas, productos sanitarios o agua. En particular, el BPA estd sujeto a
regulaciones especificas en juguetes [20], materiales en contacto con alimentos [21],
papel térmico (por ejemplo, tickets) [22] y cosméticos [23]. De hecho, en 2019 la
Comision Europea [24] exigio la prohibicion de bisfenoles en todos los materiales en
contacto con alimentos, ampliando la prohibicion que existia desde 2011 para el BPA
en biberones de policarbonato [21]. Ademas, especifico que el BPA se estad
reemplazando con frecuencia por otros bisfenoles, y sugeria que se debe suponer que
las sustancias con una estructura quimica similar tienen propiedades toxicologicas tan
nocivas como las de la sustancia més téxica conocida del grupo. Hay varios estudios
sobre los efectos perjudiciales de los compuestos que estan sustituyendo al
BPA [25-29]. Las alternativas incluyen bisfenol S (BPS), bisfenol F (BPF),
bisfenol Z (BPZ) y bistenol AF (BPAF), razon por la cual se han seleccionado estos
bisfenoles para ser analizados en el presente trabajo.
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En otra revision bibliogréfica, resumida en la Seccion VIL.6.5, se observo que la
separacion de estos cinco bisfenoles mediante HPLC-DAD generalmente se lleva a
cabo en modo de elucion gradiente y con mezclas binarias en la fase moévil, ya sea
MeOH/H20 o ACN/H20. En nuestro trabajo se explora una mezcla ternaria con
ambos disolventes orgéanicos, cuya composicion, junto con el flujo de la fase movil,
constituyen los CMP seleccionados.

El capitulo estd organizado de la siguiente manera. Los materiales y métodos
analiticos se describen en la Seccion VIL.4. La Seccion VILS detalla la seleccion del
disefio experimental utilizado para obtener el conjunto de entrenamiento para el ajuste
del modelo PLS2, y su inversion computacional que proporciona los CMP que
garantizan un ATP definido por el analista cuando se determinan los cinco bisfenoles.
Los resultados, la validacion del método y su comparacion con los datos ya publicados
en la bibliografia consultada se muestran en la Seccion VIIL.6.

VIL 4. Material y métodos

VIl4.1. Reactivos quimicos

El bisfenol A (n® CAS 80-05-7); el bisfenol F (bis(4-hydroxyphenyl)methane con
n® CAS 620-92-8); y el bisfenol Z (4,4'-cyclohexylidenebisphenol con n°® CAS
843-55-0) fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania). El bisfenol AF
(4,4'-(hexafluoroisopropylidene)diphenol con n® CAS 1478-61-1) se compr6 a Alfa
Aesar (Kandel, Alemania). El bisfenol S (bis(4-hydroxyphenyl)sulfone con n® CAS
80-09-1); y los disolventes acetonitrilo (n® CAS 75-05-8) y metanol (n® CAS
67-56-1), ambos de grado isocratico LiChrosolv® para cromatografia liquida, fueron
suministrados por Merck (Darmstadt, Alemania). El agua desionizada se obtuvo con
el sistema de purificacion de agua Milli-Q Gradient A10 de Millipore (Bedford, MA,
EEUU).

VIlL.4.2. Instrumental

La determinacién de los cinco bisfenoles, BPA, BPS, BPF, BPZ y BPAF, se llevo a
cabo utilizando un cromatografo HPLC Agilent 1260 Infinity (Santa Clara, CA,
EEUU) compuesto por una bomba cuaternaria (G1311C), un inyector (G1329B), un
compartimento termostatizado para la columna (G1316A) y un detector de diodos en
serie (G7117C). Para la separacion se utilizo una columna Kinetex EVO-C18
(150 mm x 4.6 mm, 5 pm). Como fases moviles se utilizaron agua desionizada
(disolvente A), metanol (disolvente B) y acetonitrilo (disolvente C).

Las condiciones para los analisis cromatograficos se programaron en modo de elucién
isocratico. La fase movil consiste en diferentes proporciones de una mezcla de
agua/metanol/acetonitrilo (Z1:Z2:Z3, v/v) a diferentes flujos (Us, mL min™),
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dependiendo de las condiciones establecidas en el disefio experimental seguido, que
se explica en la Seccion VIL5.1. En todos los andlisis, la temperatura del
compartimento de la columna se fij6 en 20°C y el volumen de inyeccion fue de 10 pL.
El detector de diodos en serie se program¢é para medir la absorbancia a una longitud
de onda de 225 nm.

VIL.4.3. Disoluciones patron y muestras

Las disoluciones madre individuales de 500 mg L se prepararon disolviendo cada
reactivo en metanol. A partir de las disoluciones madre individuales se prepard una
mezcla de 4 mg L' de cada bisfenol mediante dilucién con metanol para realizar los
experimentos de acuerdo al disefio D-0ptimo (Seccién VII.5.1). Para construir las
rectas de calibrado se prepararon, a partir de las disoluciones madre individuales y
mediante dilucion con metanol, los patrones de calibracion que consistian en mezclas
de los cinco bisfenoles a niveles de concentracion entre 1y 5 mg L' de acuerdo a la
Tabla VII.1. Todas las disoluciones se almacenaron protegidas de la luz a 4°C.

Tabla VIL1. Niveles de concentracion (mg L) de las mezclas patron utilizadas para la
construccion de las rectas de calibrado de los cinco bisfenoles.

Codigo BPA BPS BPF BPZ BPAF
Patron 1 1 2 3 4 5
Patron 2 5 1 2 3 4
Patron 3 4 5 1 2 3
Patron 4 3 4 5 1 2
Patron 5 2 3 4 5 1

VIil.4.4. Software

Para la adquisicion de datos se utilizé el software OpenLab CDS ChemStation. Los
modelos PLS2 se ajustaron con PLS Toolbox [30]. La inversion del modelo PLS2 y
el frente Pareto optimo se calcularon con programas escritos por nuestro grupo en
MATLAB [31]. Los modelos de regresion se ajustaron y validaron utilizando
STATGRAPHICS Centurion 18 [32]. El disefio experimental se seleccion6 con
NEMRODW [33] y la capacidad de deteccion (CCP) se calculd utilizando el
programa DETARCHI [34].

VILS. Procedimiento general

Establecido un ATP, todo el procedimiento realizado para obtener los CMP
correspondientes consta de los siguientes pasos:
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1. Eleccién del disefio experimental adecuado para obtener el conjunto de
entrenamiento para el modelo PLS2. Incluye el establecimiento de los factores
(CMP), su variacion para definir el dominio experimental, un disefio
experimental compuesto (mezcla-proceso) con restricciones y la definicion
precisa de las respuestas de interés, es decir, la definicion del ATP.

2. Seleccion de condiciones experimentales Optimas. Incluye el ajuste e inversion
de un modelo de regresion de prediccion, modelo PLS2 en este caso, la
obtencion y exploracion del frente Pareto para el ATP deseado y la seleccion
final de un unico conjunto de los CMP (las condiciones experimentales) para
realizar la determinacion cromatografica.

3. Validacion del método analitico con los CMP seleccionados. Incluye la
validacion experimental de las condiciones encontradas con el frente Pareto asi
como las figuras de mérito (exactitud, limite de decision y capacidad de
deteccion) del procedimiento analitico propuesto para determinar los cinco
bisfenoles.

VILS.1. Disefio de experimentos

Hay cuatro CMP (la composicion ternaria de la fase movil y su flujo), que se pueden
cambiar y cuya variaciéon modificara la calidad del cromatograma resultante.

Tres de estos factores definen la composicion de la fase moévil, proporciones de
agua (Z1), metanol (Z>) y acetonitrilo (Z3), con algunas restricciones: la composicion
de agua en la mezcla debia estar entre 20 y 50%, y el metanol y el acetonitrilo no
podian exceder el 70% en la mezcla. Las proporciones utilizadas se seleccionaron
siguiendo un disefio de mezcla en un simplex restringido.

El cuarto factor, el flujo de la fase movil, es un factor continuo que varié entre 0.6 y
1.0 mL min™'. La Tabla VIL.2 resume las condiciones para los cuatro factores y sus
restricciones. Desde el punto de vista de la metodologia de disefio de experimentos,
(Z1, Z>, Z3) constituyen los componentes de una mezcla (variando en el simplex
restringido) y el factor U4 es un factor continuo que se codifica en [-1, 1]. Como es
habitual, X4 se refiere a la variable codificada y Uy al factor original.

Tabla VIL2. Los CMP (factores experimentales, o variables de proceso) y su variacion.

Factor Limite inferior =~ Limite superior  Centro Paso de variacion
Z, Agua 0.20 0.50
Z; Metanol 0.00 0.70
Z3 Acetonitrilo 0.00 0.70
Us Flujo (mL min!) 0.80 0.20

202

—
—



CAPITULO VII

Para tener un conjunto de entrenamiento "representativo" que cubra adecuadamente
el dominio experimental, los experimentos realizados siguieron un disefio
experimental. Como existen proporciones de una mezcla y un factor continuo, el
disefio fue un disefio compuesto (con variables de mezcla y de proceso) en el dominio
definido en la Tabla VIL.2 y representado en la Figura VII.1, que consistia en el
simplex restringido (para las mezclas) extendido a lo largo de los tres niveles
considerados para el flujo.

1.0 mL min~
H,0

0.6 mL min~ ACN

H,0

MeOH ACN

MeOH ACN

Figura VII.1. Dominio experimental para los parametros de control del método. Para cada
flujo de la fase movil, se marca en amarillo el simplex restringido, superficie donde puede
variar la composicion de la mezcla ternaria. Los experimentos del disefio D-6ptimo se
muestran en negro y los 10 experimentos adicionales en rojo.

Finalmente, el modelo asumido para cada respuesta individual Y en el disefio
multiplicativo de mezcla-proceso es cuadratico en la variable continua (flujo), de
acuerdo con la Ecuacion (VIL.3).

Y = Yo + YaXy + V44X] (VIL3)

donde cada vy; representa también una dependencia cuadratica sobre la composicién
de la mezcla (Z1, Z2, Z3). Por ejemplo, y4 en la Ecuacion (VII.3) significa:

Ya = BarZy + BaoZy + BasZs + Ba12Z1Zy + By1zZiZs + ByyzZoZs  (VILA)
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Inversion de modelo PLS para obtener un perfil cromatografico deseado

Sustituyendo todos los términos en la Ecuacion (VIL.3), el modelo consta de 18
coeficientes para cada nivel de Xa.

Y =B1Zy + B2Zy + B3Zz + P12Z1Z; + B13Z1Z3 + BazZyZs
+ Ba1XaZy + P12XsZy + BazXyZs + Ba12X4 21 Z;
+ Ba13XaZiZs + BazzXaZoZs + BaarXiZy + BasrXiZy
+ BaasXiZs + Bas12XiZ1Zy + Bas3XiZiZs + BaarsXiZoZs (VILS)

El disefio experimental completo requeriria de 19 experimentos por cada nivel de
flujo (X4), lo que implicaria la necesidad de realizar 57 andlisis cromatograficos
porque el flujo se establecio a tres niveles, esto suponia un numero elevado de anélisis.
Con el objetivo de reducir la cantidad de disolventes (reduciendo también el impacto
en el medio ambiente y el tiempo de andlisis), se seleccioné un subconjunto de
experimentos, pero sin perder la calidad de la informacion extraida de los
experimentos. Aplicando el criterio D-0ptimo [35], los 19 experimentos en cada nivel
de flujo se redujeron a 9 por nivel, manteniendo buenas propiedades de fiabilidad,
porque el maximo de la funcion de varianza en el dominio experimental se mantuvo
en 0.8. Estos 27 experimentos son los que se encuentran representados en negro
en la Figura VIIL.1.

Ya se ha destacado la importancia de explorar el efecto de las mezclas ternarias en la
fase movil. Con ese proposito, se agregaron diez experimentos (en rojo en la
Figura VIL.1) dentro del dominio experimental con la condicion de estar lo mas
alejados de los que ya formaban parte del disefio. Se distribuyeron en los tres niveles
de flujo de la fase mévil, ocho con una fase movil ternaria y los otros dos, mezclas
binarias en algiin punto medio lateral del simplex reducido. Finalmente, se incluyeron
dos réplicas adicionales en el centroide del simplex para cada flujo. Por lo tanto, la
matriz X contenia 43 filas (27+10+6 andlisis cromatograficos) y 4 columnas
correspondientes a sus valores de CMP.

Después de registrar cada cromatograma, se determinaron las seis caracteristicas
relacionadas con el ATP, que fueron la resolucidn entre picos consecutivos, Ri2, Ra3,
R34 y Rus, el tiempo inicial, ti, y el tiempo total (final), tr, ambos en minutos.
La resolucion Rjj+1 entre los picos cromatograficos consecutivos, el i-€simo y
el (i+1)-ésimo, se calculdo mediante la Ecuacion (VIL.6).

2-35(tR,i+1'tR,i)
2(wosi+1+twWos5,)

Riip1 = (VIL6)
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donde tr; es el tiempo de retencion y wos; es el ancho a la mitad de la altura del
i-ésimo pico cromatografico.

VILS.2. Seleccion de condiciones experimentales

Con la notacién establecida en la introduccion (Seccion VII.3), X era la matriz que
contenia los valores de los CMP correspondientes a las 43 condiciones experimentales
seleccionadas con el disefio experimental, mientras que Y era la matriz que contenia
los seis valores relacionados con el ATP calculados a partir de los cromatogramas
correspondientes. Suponiendo que X esta libre de ruido, el procedimiento habitual en
disefio de experimentos es ajustar modelos de regresion multilineal (MLR)
individuales para cada respuesta. Aunque los factores en el presente trabajo estaban
controlados, y se suponia que al menos la variabilidad en X era insignificante en
comparacion con la de Y, se esperaba que la correlacion entre las respuestas fuese
alta. Por lo tanto, en este trabajo, para manejar esta correlacion mientras se ajustaban
las seis respuestas a la vez, se construy6 un solo modelo PLS2.

Hay que tener en cuenta que el modelo PLS2 propuesto incluia ademas de los términos
lineales relacionados con las columnas que ya estaban en X, otros términos, es decir,
el modelo PLS2 no dependia exclusivamente de las variables Z1, Z», Z3 y X4 (factores
principales, los que se pueden modificar dentro del dominio experimental) sino
también de varios términos cruzados diferentes. Esto es asi porque se esperaban
interacciones entre factores, no solo entre las variables de mezcla sino también entre
la composicion de la mezcla y el flujo de la fase mévil, ademas de posibles efectos
cuadraticos entre todos los factores del disefio. Estas interacciones y efectos no
lineales se ven reflejados en el modelo que se iba a ajustar con PLS2. El modelo con
dieciséis coeficientes esta definido en la Ecuacion (VIL7).

Y =B1Zy + ByZy + BsZs + BaXy + B12Z1Z; + B13ZyZ3 + By3ZyZs
+ By1XaZy + BazXyZy + BazXyZs + Br12X4Z1Zy + By13XsZyZg
+ Ba23XaZoZ3 + BaarX5Zy + BaazXiZy + BaazXiZs (VIL7)

Esto significa que la matriz X con los CMP no era la matriz de datos real utilizada
para ajustar el modelo. Por el contrario, cada fila x" debia "expandirse" en un nuevo
vector expandido xg (de dimension superior) siguiendo los términos del modelo a
ajustar, similarmente a cuando se construye la matriz del modelo a partir de la matriz
de disefio. Por tanto, el nuevo vector expandido xg constaba de 16 coordenadas como
se expresa en la Ecuacion (VILS).
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X' = (24,2,23,X4)

T _
Xg = (21,22,23,X4,2129,21Z3,2773,X4 Z1,X429,X 473, X421 Z2,X4Z1 Z3,

2. 2. 2
X4Z223,X421,X422,X4Z3) (VIL8)

Para evitar malinterpretaciones en la nomenclatura, el conjunto de entrenamiento para
ajustar el modelo PLS2 se denotara como Xg, lo que refleja el hecho de que X se
expande a Xg, porque el modelo de hecho se construyd con los vectores de
dimension 16 de Xg, que se proyectaban en un espacio latente de menor dimension
para predecir Y.

Se defini6 L para describir el modelo ajustado a partir de los datos X-Y en funcion
de u, de modo que §¥ = L(u) era la respuesta predicha (un vector de dimension seis)
para una u de dimension cuatro en el dominio experimental de la Figura VIL1.

Para aplicar L, cada u se codificd para obtener x y expandirse al correspondiente
vector Xg de dimension 16 como en la Ecuacion (VIL8). Después, se escalo de acuerdo
con el pretratamiento utilizado al ajustar el modelo PLS2. Posteriormente, como es
habitual, se descartaron los vectores resultantes xs con valores de los estadisticos Q
o T? mayores que los correspondientes limites de confianza al 95%.

En adelante, un punto "vélido" sera cualquier u = (zi, z2, 73, x4) de dimensién cuatro
para el que el xs resultante cumpla con todas las restricciones para aplicar el modelo.
El dominio estaba en cuatro dimensiones, el modelo se ajusté en 16 dimensiones, por
lo que no se pudo aplicar el método comun de inversion para los modelos de variables
latentes [3-6,36].

Sin embargo, existe una alternativa [10] que, guiada por un algoritmo evolutivo,
funciona moviendo los puntos dentro del dominio experimental (el dominio
experimental de cuatro dimensiones de los CMP "validos") para que los valores
predichos de las respuestas estén cada vez mas cerca del valor objetivo, ydes, vector
ideal con las caracteristicas deseadas para el cromatograma.

Con este enfoque, la inversion del modelo PLS2 se abordé como un problema de
optimizacién multiobjetivo o multirrespuesta. La caracteristica mas distintiva entre
optimizar una sola respuesta o multiples objetivos a la vez es que, por lo general, en
este ultimo caso no existe una unica solucion que cumpla con todos los requisitos
simultdneamente, ya que obviamente factores del método que van bien a una respuesta
no tienen por qué ser buenos para otra.

Una situacién de compromiso entre todas las respuestas puede definirse en forma de
soluciones oOptimas Pareto, es decir, aquellas que no se pueden mejorar en una
respuesta sin empeorar en otra. Estas soluciones constituyen el llamado frente Pareto,
que se reduce a un solo punto si no hay conflicto entre las respuestas.
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En un pseudocddigo, buscar el frente Pareto para las seis respuestas consiste en los
siguientes pasos:

a) Comenzar con una poblacion de 'ps' puntos validos (vectores u de dimensioén
cuatro que cumplan con las restricciones).

b) Calcular § =L(u).

c) Determinar la funcidn de ajuste, definida como el vector de dimension seis del
valor absoluto de las diferencias individuales entre los valores predichos y los
objetivos.

d)  Aplicar operadores de seleccion, cruce y mutacion del algoritmo genético para
construir 'ps' nuevos CMP validos, los cuales también se evaliian en términos de
la funcion de ajuste descrita en c).

e) Combinar las poblaciones antiguas y nuevas.

f)  Organizar los miembros de la poblacion ampliada de acuerdo con el orden
Pareto para vectores multidimensionales [37] y seleccionar las soluciones no
dominadas como supervivientes para la siguiente generacion. Si hay mas de 'ps'
puntos, seleccionar aquellos con mayor dispersion a lo largo del frente de
acuerdo con la distancia de Crowding [38].

g)  Repetir a)-f) para un nimero determinado de generaciones.

La poblacion final estda compuesta por conjuntos de los CMP que se espera que
proporcionen el valor mas cercano al deseado en al menos una de las respuestas, y lo
que es mas interesante, la estimacion del frente Pareto describe la compensacion o
compromisos necesarios entre las seis respuestas que se estdn manejando. De este
modo, se utiliza para decidir las condiciones experimentales necesarias para realizar
la determinacion de los bisfenoles.

VIL.6. Resultados y discusion

VILé6.1. Datos experimentales

Una vez realizados los 43 experimentos, la matriz Y recogia los valores de las
respuestas calculadas a partir de los cromatogramas obtenidos. Como se ha anticipado
y se puede observar en los coeficientes de correlacion de estas variables mostrados en
la Tabla VII.3, estaban muy correlacionadas. Las tres primeras respuestas (resolucion
de los picos Ri2, R23, R34) estaban altamente correlacionadas positivamente entre ellas,
pero con correlacion negativa alta con la resolucion Rys. Esta resolucion también se
comportaba de manera opuesta al compararla con el tiempo, tanto el inicial como el
final, que a su vez se correlacionaban positivamente entre si.
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Tabla VII.3. Matriz de correlaciones de las variables ATP, Y.

Rz R Rs4 Rus ti
R 0.9607
R34 0.9497 0.9874
Rus -0.6376 -0.7013 -0.7605
ti 0.5152 0.4919 0.5050 -0.3764
te 0.8400 0.8117 0.8456 -0.7173 0.5765

No esta recogido en la tabla, pero también existia correlacion entre los CMP, aunque
se habia disefiado la distribucion de sus valores. Como era de esperar, las
correlaciones mas bajas se encontraron entre el flujo X4 y las proporciones de la
mezcla ternaria de la fase movil (Z1, Z», Z3), pero existia una correlacion alta (-0.899)
entre Z» y Z3. Para tener en cuenta todas estas correlaciones, esperadas en el contexto
de AQDbD, se ajustdo un modelo PLS2. Ademas, si se tienen en cuenta las dieciséis
variables que realmente se utilizaron para ajustar el modelo PLS2 (columnas de Xg),
habia 120 coeficientes de correlacion, 59 de ellos eran significativamente no nulos
(nivel de significacion del 5%) y de estos, 40 fueron superiores a 0.8 en valor absoluto.

VIIL.6.2. Modelo PLS2

A continuacion, se ajusté un modelo PLS2 con variables predictoras Xg (43 x 16) y
respuestas Y (43 x 6) autoescaladas. Las respuestas Ras y trtuvieron que transformarse
(con una transformacién monotona) para obtener un mejor ajuste. La transformacion
realizada fue Y4 = 2% y Y = logio (tr). Con estas seis respuestas se seleccionaron
siete variables latentes, con las caracteristicas que se muestran en la Tabla VIL.4. Las
siete variables latentes explicaron en gran medida los datos del conjunto de
entrenamiento, 99.53% en el espacio de las predictoras Xg y 96.97% de la varianza
total en las respuestas (Y).

Las seis respuestas estaban bien ajustadas, excepto Ys, como puede observarse en la
Tabla VIL5 que contiene los coeficientes de determinacion en ajuste y en prediccion,
estimado este Gltimo por validacion cruzada empleando ventanas venecianas con diez
divisiones. La similitud de la varianza explicada tanto en ajuste como en prediccion
indica modelos altamente predictivos, excepto nuevamente para Y4 para la cual se
observan diferencias mayores.

Para corroborar la eleccion de estos modelos se realizaron test de permutacion para
validar el modelo de siete variables latentes. En términos generales, consisten en
ajustar modelos PLS2 a permutaciones aleatorias de los valores reales de respuesta.
Si no hay diferencias significativas entre el modelo que predice la' Y "verdadera" y los
que predicen "cualesquiera otros" valores permutados para el mismo Xg, seria una
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indicacion de la inadecuacion del modelo PLS2 ajustado originalmente. Para las seis
respuestas que se disponian, con 50 iteraciones, la probabilidad de significacion del
modelo frente a la significacion con las muestras permutadas era menor que 5-1073,
es decir, el modelo ajustado con siete variables latentes es correcto.

Tabla VII.4. Varianza explicada por variables predictoras Xg y respuestas Y al agregar
variables latentes en el modelo PLS2.

Numero  Varianza Varianza acumulada  Varianza Varianza acumulada
explicada explicada en Xg (%)  explicada explicada en Y (%)
en Xk (%) enY (%)

1 41.91 41.91 43.93 43.93

2 30.72 72.63 17.17 61.10

3 17.21 89.84 12.92 74.02

4 7.30 97.14 7.09 81.11

5 1.41 98.55 3.96 85.07

6 0.35 98.90 9.09 94.16

7 0.63 99.53 2.81 96.97

Tabla VILS. Coeficiente de determinacion en ajuste y en prediccion (estimado por
validacion cruzada) para las seis respuestas ajustadas con PLS2.

Yi=Ri Y:=Ru  Y3;=Ru Y4=2" Ys=¢ Yo = logio (tr)

R? (%) 98.04 98.75 98.56 91.93 95.50 99.00
R%yea (%) 96.73 97.41 96.21 81.60 92.26 97.17

VIL.6.3. Inversion del modelo PLS2 para obtener los CMP para un
ATP deseado

Después de la validacion, se disponia de un modelo PLS2 con siete variables latentes,
que dependia de dieciséis variables de entrada para predecir seis respuestas. Este fue
el modelo utilizado para explorar la disponibilidad de condiciones experimentales
para que el cromatograma obtenido tuviese una resolucion entre picos consecutivos
de 1.1, con un tiempo inicial de 2 minutos y un tiempo final de 4 minutos. Teniendo
en cuenta las respuestas que necesitaban ser transformadas, el vector objetivo (ATP)
fue:

Vaes = (1.1, 1.1, 1.1, 211, 2.0, log(4.0))" (VIL9)
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En consecuencia, la funcion de ajuste (fitness) a minimizar era:

fitness(u) = (19;-1.11, [§,-1.11, [§5-1.11, [§4-2"1, [95-2.0],
|§6-10g 10 (4.0) )T (VIL10)

Si existiera uno de esos cromatogramas, la funcion "fitness" (de ajuste de las
condiciones experimentales correspondientes que mediria la bondad del
cromatograma) seria el vector nulo. Este no es el caso aqui, como se ha anticipado
debido a las altas correlaciones en Y (Tabla VII.3).

Con una seleccion uniforme de individuos ps = 50, cruce uniforme en un solo punto
y probabilidad de mutacién de 0.1, la poblacidon evoluciond durante 500 generaciones.
De la poblacion final, 45 vectores constituyeron la estimacion del frente Pareto cuando
se habia intentado alcanzar ydes para estas seis respuestas.

El hecho de que el frente no se reduzca a un solo punto es un indicador del
comportamiento conflictivo de las respuestas, que también se observa en la tultima fila
de la Tabla VII.6 que contiene los minimos individuales de la funcidon de ajuste de
entre estos 45 vectores. De acuerdo a la Ecuacion (VII.10), se mide la magnitud de
cada diferencia individual, de modo que el valor deseado para una respuesta se obtiene
cuando el ajuste es igual a cero.

Asi bien, el valor minimo fue cero en todas las respuestas, excepto en Rss, por lo que
el objetivo perseguido se consiguid en todas las respuestas menos una, aunque no
simultdneamente. Esto queda mas claro observando las filas restantes de la
Tabla VII.6, que muestran las soluciones que alcanzan el correspondiente minimo de
ajuste para cada respuesta individual. Las primeras cuatro columnas corresponden a
las condiciones experimentales. Para facilitar la interpretacion, en lugar de escribir los
valores de ajuste de las soluciones (que solo proporcionan informacion sobre la
dificultad de alcanzar ydes), las ultimas seis columnas de la Tabla VII.6 muestran las
respuestas predichas en la escala original tras "deshacer" las transformaciones
aplicadas en las respuestas R4s y tr.

Por lo tanto, la primera fila significa que con una mezcla de 32% de agua, 14% de
metanol y 54% de acetonitrilo, y un flujo de 0.61 mL min™!, se consigue el valor
deseado para Ri2 = 1.1, siendo el resto de valores de resolucion entre picos contiguos
al menos 2.28, con 2.2 minutos de tiempo inicial y 4.5 minutos de tiempo final.

La segunda fila describe que al disminuir Z, y aumentar tanto Z3 como Us, se obtienen
Ro3 = 1.14 y R3s = 2.25, como valores mas cercanos a 1.1. Ademads, en estas
condiciones, la resolucion entre los dos primeros picos, Ri2, es practicamente nula, lo
cual no es admisible. Entre el tiempo final y el inicial hay una diferencia de menos de
un minuto, siendo este ultimo menor que 2 min, valor que tampoco se admite.
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Tabla VIL6. Condiciones experimentales para alcanzar al menos uno de los valores de
respuesta deseados, con sus valores predichos (en la escala original de los factores y de
todas las respuestas).

Z, 7y Zs U, Rz Roas Ras Rus ti tr
(H,0) (MeOH) (ACN) (mL min™) (min)  (min)
032 0.14 0.54 0.61 1.10¥  2.28 4.15 3.08 2.21 4.51
0.33 0.03 0.64 0.95 0.05 1.14*  2.25*% 2.85 1.32 2.28
0.50 0.49 0.01 0.87 10.00 12.49 27.58 1.11* 241 59.07
041 0.06 0.53 0.74 1.98 3.99 7.74 2.70 2.00* 495
0.28 0.18 0.54 0.63 0.76 1.74 298 3.11 2.15 4.01*

* Valor minimo de la funcién de ajuste 2.5 10° 4.4 10* 1.15 8.210° 4.610° 1.4 10*

En la tercera fila se muestra que, casi sin acetonitrilo (Z3) y flujo de 0.87 mL min!, el
valor deseado de 1.1 para Rys (la resolucion entre el cuarto y quinto picos) supone
terminar el experimento en mas de 59 minutos y, ademas, los valores de las tres
primeras respuestas estan muy lejos de sus valores deseados.

En las dos tultimas filas, con 41% de agua (Z1) y 6% de metanol (Z2), se obtiene el
ti igual a 2.0 min que fue el valor deseado, mientras que para obtener trigual a 4.0 min
se requiere aumentar Z» y disminuir Z, aunque en ese caso, Ri2 no es admisible.

Aunque el andlisis anterior se reduce a los puntos extremos del frente (el mejor valor
posible para cada respuesta individual), sirvid para ilustrar el comportamiento
conflictivo entre las respuestas e introduce la utilidad de explorar el frente Pareto. La
conclusion hasta ahora es que no se puede obtener el cromatograma ideal tal y como
se define en el ATP, por lo que se necesita una situacion de compromiso para
seleccionar las condiciones experimentales para la determinacion de los bisfenoles.
Esta situacion de compromiso es mas facil de conseguir conociendo el conflicto
existente entre las respuestas y las soluciones factibles proporcionadas por el frente
Pareto.

Para analizar esta cuestion, y con la intencién de simplificar la seleccion, se
descartaron todas las soluciones con cualquier resolucién menor que 1.0, tiempo
inicial menor que 1.7 minutos o tiempo final mayor que 5.5 minutos. La Figura VIIL.2
muestra las soluciones restantes en forma de un grafico de coordenadas paralelas,
primero las condiciones experimentales y después las respuestas predichas.

En el grafico, el valor de cada coordenada se dibuja respecto a su posicion en el vector,
de modo que cada linea quebrada en el grafico representa un solo vector. Ademas, las
diferentes escalas originales dificultan el seguimiento de los vectores, por lo que los
valores se han escalado a un rango comun. Como referencia, los valores minimo y
maximo de cada coordenada se encuentran en la parte inferior y superior de la linea
vertical correspondiente.
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048 058 059 088 302 6.08 1192 319 231 546

28 174 174 397

R34 R45 ti tf

Figura VIL2. Grafico de coordenadas paralelas del frente Pareto reducido,
condiciones experimentales en las primeras cuatro coordenadas y respuestas
predichas en las ultimas seis coordenadas. Todos los valores estan escalados en un
mismo rango, mostrandose los minimos y maximos individuales de cada
coordenada en la parte inferior y superior, respectivamente.

El comportamiento conflictivo ya mencionado también se observa en el grafico: las
tres primeras resoluciones Ri2, R23, R34 (resolucion entre los cuatro primeros picos
contiguos) aumentan o disminuyen simultdneamente, aunque en diferente proporcion.
Sin embargo, es evidente que su comportamiento se opone al de la resolucion entre el
pico cuarto y quinto, Rss, que a su vez, también se opone al tiempo inicial t;. El tiempo
final tr y el tiempo inicial también se comportan de manera opuesta; lo que
aparentemente se contradice con su correlacion positiva observada en la Tabla VIL.3.
La razén es que el coeficiente de correlacion en la Tabla VIL.3 (para los datos de
entrenamiento) significa que, en general, el cromatograma necesita mas tiempo para
terminar si comienza mads tarde. El comportamiento observado en las soluciones del
frente Pareto lo que sefiala es que intentar aumentar el tiempo inicial es un objetivo
que se opone al objetivo de reducir el tiempo final.

Entre las soluciones representadas en la Figura VII.2, el interés recae en aquellas que
cumplen con los criterios. Entre ellas, las condiciones elegidas, linea azul continua,
corresponden al experimento mas corto con un tiempo final de cuatro minutos y mas
de dos minutos para el tiempo inicial.
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En resumen, las condiciones experimentales Optimas para la determinacion
cromatografica de los cinco bisfenoles fueron 22% de agua, mezclada con 58% de
metanol y 20% de acetonitrilo, manteniendo el flujo en 0.66 mL min™.

La Figura VII.3a muestra un cromatograma obtenido con diferentes parametros de
control del método (CMP seleccionados). Para sefialar la mejora obtenida con el
procedimiento propuesto, la Figura VII.3b presenta tres picos solapados cuando el
cromatograma se obtiene con una fase mévil que consiste en una mezcla binaria
(30% de agua, 70% de acetonitrilo) y un flujo de 0.8 mL min™'. Con el mismo flujo,
en la Figura VIIL.3c los dos primeros picos se mantienen solapados aunque se utiliza
una mezcla ternaria.

VIL6.4. Verificacion experimental de los CMP obtenidos

Una vez seleccionados, a partir de la inversion del modelo, los parametros de control
del método (condiciones experimentales para la mezcla ternaria y flujo de la fase
movil), se realizaron en estas condiciones diez determinaciones de una mezcla que
contenia 4 mg L™ de cada bisfenol.

La media de los correspondientes tiempos de retencion (en minutos) de los cinco
bisfenoles, obtenida a partir de las diez determinaciones, fue 2.182 para BPS, 2.456
para BPF, 2.769 para BPA, 3.256 para BPAF y 3.784 para BPZ.

Para cada una de las seis caracteristicas del ATP, en la Tabla VII.7 se muestran la
media y los intervalos de confianza al 95%. Comparando los obtenidos a partir de los
valores predichos después de la inversion del modelo PLS2 y los calculados a partir
de los diez experimentos realizados, se observa que los datos obtenidos con los
cromatogramas experimentales estan incluidos en los intervalos de confianza
calculados con el modelo PLS2, excepto para la resolucion entre el cuarto y quinto
pico del cromatograma, Ras, que era la respuesta peor ajustada por el modelo.

Después de confirmar experimentalmente que los CMP calculados proporcionan el
ATP esperado, el procedimiento analitico se valid6 en términos de veracidad, limite
de decision (CCa) y capacidad de deteccion (CCP) fijando los riesgos de falso positivo
y falso negativo. El limite de decision se describe como "el valor de la concentracion
neta cuyo exceso conduce, para una probabilidad o, a la decision de que la
concentracion del analito en el material analizado es mayor que la del blanco" [39,40].
Siendo la capacidad de deteccion, cuando se ha fijado a, "la verdadera concentracion
neta del analito en el material a analizar, que conducira, con probabilidad 1-f, a la
conclusidn correcta de que la concentracion en el material analizado es mayor que la
del blanco".
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Figura VIL3. Cromatogramas obtenidos con diferentes parametros de
control del método: a) los seleccionados con el procedimiento propuesto;
b) 0.8 mL min" de flujo con una mezcla binaria de agua y acetonitrilo;
¢) mismo flujo y una mezcla ternaria de agua, metanol y acetonitrilo.
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Tabla VIL.7. Intervalos de confianza al 95% para la media de los seis ATP, a) datos tedricos
a partir de la inversion del modelo PLS2 y b) datos experimentales del analisis
(HPLC-DAD).

Rz Ra3 R34 Rus ti tr

a) Limite inferior  1.015 1.498 0.701 2.823 1.974 3.074
Media 1.545 2.093 2.280 3.047 2.114 3.999
Limite superior  2.074 2.688 3.858 3.241 2.254 4.698

b) Limite inferior  1.870 2.121 2.638 2.670 2.099 4.055
Media 1.876 2.125 2.645 2.677 2.105 4.063
Limite superior  1.882 2.129 2.652 2.684 2.111 4.070

Para la validacion, se ajustd una recta de calibracion para cada bisfenol con los datos
obtenidos para seis disoluciones patron en el rango de 0 a 5 mg L™ (ver Tabla VII.1
en la Seccion VII.4.3). Después se construyeron las rectas de exactitud (concentracion
predicha versus concentracion real) y se utilizaron para calcular el limite de decision
(CCa) y la capacidad de deteccion (CCP), fijando las probabilidades de falso positivo
y de falso negativo en 0.05.

La Tabla VII.8 muestra los parametros de las rectas de calibrado y exactitud, asi como
CCa y CCp para los cinco bisfenoles. Los p-valores de la fila 6 corresponden al test
de significacion de la recta de regresion correspondiente (con hipotesis nula, Ho: El
modelo no explica la variabilidad de la respuesta). Como todos son menores
que 10, la conclusion es que todos los modelos de regresion son significativos (al
nivel de significacion del 5%).

La propiedad de veracidad se ha evaluado calculando la elipse de confianza conjunta
al 95% para contrastar que el término independiente era igual a 0 y la pendiente igual
a 1 en cada recta de exactitud. Las cinco elipses representadas en la Figura VIL4
contienen el punto (0, 1). Por tanto, el método es veraz para los cinco bisfenoles. Los
valores de CCa y CCp calculados a partir de las rectas de exactitud figuran en la
Tabla VIL.8. Lo que permite concluir que, con probabilidades de falso positivo (a) y
falso negativo () igual a 0.05, el procedimiento analitico permite determinar
0.424 mg L' de BPA, 0.596 mg L' de BPS, 0.334 mg L' de BPF, 1.156 mg L"! de
BPZy 0.458 mg L' de BPAF.
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Tabla VIL8. Validacion del método analitico. Parametros de las rectas de calibrado y
exactitud (syx es la desviacion estandar de la regresion). Limite de decision y capacidad de
deteccion para o= = 0.05.

BPA BPS BPF BPZ BPAF
Recta de calibrado
Término independiente 36.946 0.368 -1.069 -0.007 -0.735
Pendiente 55.768 19.644 61.757 41.228 48.886
Coeficiente de correlacion  0.997 0.995 0.998 0.981 0.997
Syx 7.652 3.785 6.662 15.411 7.233
P-valor (significacion de <10 <10+ <10 <10+ <10

la regresion)

Recta de exactitud

Término independiente -2.14-10°  4.76-10% 9.52:10° 1.19-10° -2.38-10°¢

Pendiente 1.000 1.000  1.000 1.000  1.000
Syx 0.137 0.193  0.108 0374  0.148
CCo (mg L") 0.217 0.305  0.171 0.591  0.234
CCP (mg L™ 0.424 0.596 0334 1.156  0.458
1.2 ‘
BPAF BPF

1.1F

Pendiente
o

o
©
;

0.8 ‘ ‘ ‘
-0.5 -0.25 0 0.25 0.5

Término independiente

Figura VII.4. Region de confianza conjunta al 95% para el término
independiente y la pendiente de las rectas de exactitud. BPA en azul,
BPF en verde, BPAF en marron, BPS en amarillo y BPZ en marrén
oscuro. El simbolo + indica las coordenadas (0, 1).
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VIL6.5. Andlisis comparativo

El procedimiento validado representa una ventaja en comparacién con trabajos
similares. Esta afirmacion se evidencia a la vista de los resultados recogidos en la
Tabla VIL.9, que muestra los 29 articulos revisados, todos ellos publicados en los
10 ultimos afios, en la busqueda bibliografica realizada incluyendo entre las palabras
clave bisfenoles y HPLC-DAD. A excepcion de dos trabajos (el codificado como
numero 19 y el presente trabajo, que se encuentra en la ultima fila de la Tabla VIL.9),
todos utilizaron mezclas binarias en la fase moévil: MeOH/H>O en 11 trabajos,
ACN/H20 en los 17 restantes. Sobre el modo de elucidon, la mayoria de ellos
(23 de 29) utilizaron gradiente, sélo en seis de los articulos se utiliz6 el modo de
elucion isocratico.

Finalmente, la Figura VII.5 muestra los tiempos de retencion de BPS, BPF, BPA,
BPAF y BPZ obtenidos en los 29 articulos publicados junto con los conseguidos en
el presente capitulo. Los trabajos se identifican con el numero de la fila que ocupan
en la Tabla VIL9. En el presente trabajo, ultima posicion (nimero 30), el
cromatograma se registra en solo 4.06 min (tiempo total), el mas corto de entre todos
los representados en la Figura VIL.S5.

25.0
mBPS mBPF = BPA = BPAF mBPZ
200
<
E
& 150
o
c
2
e
()]
©
o 100
o
=
K]
=
5.0
OO .‘ .‘ = ‘ ‘ | |

123456 7 8 910111213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Cadigo de articulo
Figura VIL.5. Tiempo de retencion de los analitos BPS, BPF, BPA, BPAF y BPZ de los

29 trabajos revisados en la Tabla VII.9, cuyos niimeros de fila sirven como identificacion
en el eje de abscisas. El numero 30 corresponde al presente trabajo.
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Tabla VIL.9. Revision de métodos HPLC-DAD para la determinacion de BPA, BPS, BPF,

BPZ y BPAF.
Cédigo Fase movil Moq(? de Dls(’)lx-/ente Referencia
elucion organico (%)
1 MeOH/H,0O gradiente 40 - 100 [41]
2 ACN/H,O gradiente 50-70 [42]
3 MeOH/H,0O isocratico 40 [43]
4 ACN/H20 gradiente 42 -85 [44]
5 ACN/H20 gradiente 42 -85 [45]
6 MeOH/H,0 gradiente 68 - 90 [46]
7 ACN/H,O gradiente 42 - 85 [47]
8 MeOH/H,0O gradiente 35-100 [48]
9 MeOH/H,0 gradiente 35-100 [49]
10 MeOH/H,0O gradiente 35-100 [50]
11 MeOH/H,0O gradiente 35-100 [51]
12 MeOH/H,0 gradiente 35-100 [52]
13 ACN/H20 gradiente 50-100 [53]
14 MeOH/H,0 isocratico 60 [54]
15 ACN/H,O gradiente 15-55 [55]
16 ACN/H20 gradiente 50-80 [56]
17 ACN/H20 gradiente 40 - 100 [57]
18 ACN/H,O gradiente 50 - 80 [58]
19 MeOH/iPrOH/H,0 gradiente 60/5 - 80/2 [59]
20 ACN/H20 gradiente 23-95 [60]
21 ACN/H20 gradiente 15-55 [61]
22 ACN/HO isocratico 50 [62]
23 ACN/H,O isocratico 60 [63]
24 ACN/H.O gradiente 42y 85 [64]
25 MeOH/H,0O gradiente 60 - 100 [65]
26 ACN/HO isocratico 40 [66]
27 ACN/H,O gradiente 40 -70 [67]
28 ACN/H20 isocratico 35 [68]
29 MeOH/H,0O gradiente 40 - 90 [69]
30 MeOH/ACN/H,0 isocratico 58/20 Este trabajo

Observando individualmente cada bisfenol, los tiempos de retencion minimos (en
minutos), de entre todas las referencias bibliograficas incluidas en la Tabla VII.O y
que pueden verse en la Figura VILS, son: 2.00 (nimero 28), 3.25 (nimero 28),
4.20 (namero 7), 5.80 (namero 7) y 6.30 (namero 25) para BPS, BPF, BPA, BPAF y
BPZ, respectivamente. A excepcion del BPS, estos tiempos son mayores a los
obtenidos en este trabajo, mostrados en la Seccion VII.6.4: 2.182, 2.456, 2.769, 3.256
y 3.784 min, respectivamente.
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VIIL.7. Conclusiones

La metodologia desarrollada para la inversion de modelos PLS se integra en el ambito
de AQbD y permite el andlisis del conflicto entre seis respuestas correlacionadas que
se utilizan para definir el ATP para una determinacion cromatografica de cinco
bisfenoles.

Un uso sistemdtico de disefios experimentales, para la construccion de un disefio
compuesto y su reduccion a través de un disefio D-6ptimo, proporciona un conjunto
de entrenamiento representativo para ajustar el modelo PLS2. Tras el ajuste y
validacion del modelo de prediccion, el estudio de las soluciones Pareto Optimas
proporcionadas por la inversion de este modelo, mediante un algoritmo genético,
posibilita la seleccion de los CMP necesarios para realizar la determinacion
cromatografica con las caracteristicas preestablecidas.

Con estos CMP, el procedimiento analitico implementado y validado representa una
mejora con respecto a trabajos similares.

El procedimiento desarrollado es general y se puede aplicar en cualquier otra técnica
instrumental.

—
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DETERMINACION DE LA MIGRACION DE CINCO
BISFENOLES EN VASOS DE POLICARBONATO ""LIBRE
DE BPA' MEDIANTE HPLC-DAD Y PARAFAC



CAPITULO VIII

VIII.1. Resumen®

El bisfenol A (BPA) es un compuesto ampliamente utilizado en la fabricacion de
policarbonatos pero presenta el inconveniente de que actua como disruptor endocrino
(EDC por sus siglas en inglés) ya que provoca alteraciones en el sistema hormonal del
ser humano.

Los EDC estan presentes en muchos productos de uso diario. Debido a la exposicion
continua de la poblacion al BPA, las regulaciones europeas han limitado su uso
industrial en cosméticos, papel térmico, juguetes y materiales en contacto con
alimentos (FCM por sus siglas en inglés), y han planteado controlar la exposicioén que
sufren los trabajadores a este contaminante en el lugar de trabajo. Para hacer frente a
estas restricciones, el BPA esta siendo reemplazado por otros bisfenoles, que también
muestran efectos nocivos similares.

En este capitulo se ha determinado la migracion de cinco bisfenoles (BPS, BPF, BPA,
BPAF y BPZ) en vasos de policarbonato "libre de BPA" utilizando simulante B (acido
acético al 3% (p/v) en solucidon acuosa) mediante cromatografia liquida acoplada a un
detector de diodos en serie (HPLC-DAD). Para ello, se expusieron veinte vasos a un
ensayo de migraciéon a 70°C durante 24 horas, condiciones mas severas que las
sugeridas en las guias técnicas.

Con los datos obtenidos se aplicd la descomposicion PARAFAC. Los modelos
PARAFAC resultantes se validaron, evaluando también el limite de decision (CCa) y
la capacidad de deteccion (CCP). EI método analitico propuesto permitié determinar
923, 61.4, 44.0, 1389 y 659 ug L' de BPS, BPF, BPA, BPAF y BPZ
respectivamente. La recuperacion del procedimiento se calculd para cada bisfenol a
partir de tres diluciones de tres muestras de recuperacion, analizadas todas por
duplicado (n = 18). En todos los casos la recuperacion fue superior al 95%.

A continuacidn, se realizé un estudio comparativo entre los resultados poblacionales
(concentraciones) obtenidos para los blancos analiticos (n = 40) versus los obtenidos
para el test de migracion de los vasos de policarbonato cuya etiqueta indicaba libre de
BPA (n = 40). Con este objetivo, se ajustaron funciones de distribucion para la
concentracion de cada bisfenol y poblacion.

Posteriormente se realizé un test de hipdtesis con los datos obtenidos a partir de la
poblacién de blancos analiticos, cuya hipdtesis nula fue Ho: No hay bisfenol en la
muestra versus la hipotesis alternativa, Ha: Hay bisfenol en la muestra. En el caso del
bisfenol A, para una probabilidad de falso positivo (o) igual a 0.05 el valor critico fue
0.49 ug L', y la probabilidad de falso negativo (B) igual a 0.07. Por tanto, para todas

* Este capitulo se encuentra preparado para ser enviado (en diciembre de 2020) a
Journal of Chromatography A para su publicacion.
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Migracion de bisfenoles en vasos

las concentraciones superiores a este valor critico se debe rechazar la hipdtesis nula y
concluir que si que hay BPA en la muestra.

Sin embargo, la cantidad maxima de BPA migrado desde los vasos de PC fue
5.60 ug L', valor inferior al limite establecido para la migracion especifica de una
sustancia no autorizada (10 pg kg™).

Para el resto de bisfenoles, no fue posible distinguir, con significacion estadistica, que
la cantidad migrada desde los vasos analizados es distinta a la de los blancos
analiticos.

VIII.2. Palabras clave
Bisfenoles, migracion, vaso libre de BPA, HPLC-DAD, PARAFAC

VIIIL.3. Introduccion

Desde 2001 [1], el bisfenol A (4,4'-isopropylidenediphenol; BPA) estd considerado
un compuesto quimico disruptor endocrino (EDC, por sus siglas en inglés), ya que fue
clasificado en el grupo 1 como sustancia con evidencias (potenciales o efectivas) de
disruptor endocrino. Esta clasificacion fue publicada en el primer informe emitido por
la Comision Europea sobre los avances en relacion a la estrategia comunitaria para el
control de disruptores endocrinos aprobada en 1999 [2].

Los EDC son compuestos que pueden alterar el sistema hormonal del ser humano y,
en consecuencia, pueden causar graves efectos perjudiciales sobre la salud: en la
reproduccion y el metabolismo o el crecimiento, entre otros procesos bioldgicos. Estas
sustancias estan contenidas en productos de uso diario como alimentos, cosméticos,
productos de cuidado personal, etc. [3]. Por este motivo, la mayor fuente de
exposicion al BPA es mediante ingestion o a través de la piel.

Varios autores han desarrollado estudios sobre las diversas fuentes de exposicion
al BPA: i) prendas de vestir como medias [4] y calcetines [5]; ii) una amplia
variedad de alimentos que forman parte de la dieta habitual [6-11]; iii) envases
alimenticios fabricados con diferentes materiales [12-19]; iv) productos de cuidado
personal [20,21]; v) fuentes de exposicién ambientales como el polvo del hogar [22]
o el aire del lugar de trabajo [23]; vi) otros tipos de muestras como: juguetes [24],
medicinas liquidas (jarabes e inyectables) [25], tickets (papel térmico) [26], tintas de
impresion [27], material dental [28] o dispositivos médicos [29,30]. Ademas, también
deberia tenerse en cuenta la exposicion que sufren los animales al BPA, ya que la
bioacumulacion a lo largo de la cadena alimentaria puede representar una fuente
adicional de BPA para los seres humanos [31].
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Durante décadas, la preocupacion por la exposicion continua a los EDC (y mas
especificamente al BPA) y los efectos adversos derivados de ella ha crecido muy
rapidamente. En consecuencia, las regulaciones europeas han limitado el uso
industrial del BPA en cosméticos en 2009 [32], en papel térmico en 2016 [33], en
juguetes en 2017 [34] y mas recientemente, en 2018 en materiales en contacto con
alimentos (FCM) [35]. Ademas, se ha reducido el limite de exposicion al BPA en el
lugar de trabajo [36]. Para hacer frente a estas restricciones, el BPA esta siendo
reemplazado por otros compuestos. En FCM se pueden emplear otros bisfenoles [37],
pero solo se encuentra limitada desde 2011 la migracion de bisfenol S
(4,4'-sulfonyldiphenol; BPS) [38].

Entre la bibliografia consultada, cabe destacar la amplia variedad de sustituyentes del
BPA que se han determinado en diferentes muestras: alimentos [7], FCM [18,39],
papel térmico [26,39], agua de manantial y agua de consumo [40], suero sanguineo
humano [41]. Sin embargo, estas alternativas pueden no ser tan seguras.

Un gran nimero de investigaciones [42-49] muestran que otros bisfenoles presentan
efectos similares al BPA. Estos estudios consideran que el bisfenol AF
(4,4’ -(hexafluoroisopropylidene)diphenol; BPAF) es mas toxico [44,45,48] y el BPS
menos perjudicial [42,44,45] en comparacion con el BPA. Ademads, la Comision
Europea sugiri6 en 2019 [50] que se deberia suponer que las sustancias con una
estructura similar tienen propiedades toxicologicas tan dafiinas como las de la
sustancia mas toxica conocida del grupo. Ese documento también explico que el BPA
estd siendo reemplazado por otros bisfenoles y exigio la prohibicion de los bisfenoles
en todos los FCM.

El BPA es un compuesto quimico muy utilizado en la fabricacion de resinas epoxi y
policarbonato (PC). Debido a la prohibiciéon en 2011 del BPA en los biberones
infantiles fabricados con PC [51], en la actualidad se comercializan diferentes
productos de PC etiquetados como "libre de BPA". Sin embargo, esto no significa que
estén libres de otros bisfenoles o de actividad disruptora endocrina.

En este trabajo, se ha llevado a cabo la determinacion y cuantificacion de BPA
y otros cuatro bisfenoles: BPS, bisfenol F (4,4'-methylenediphenol; BPF), BPAF y
bisfenol Z (4,4’-cyclohexylidenebisphenol; BPZ), en vasos de PC libre de BPA
sometidos a un test de migracion. Estos vasos fueron adquiridos en un almacén de
articulos de cocina y restauracion de la ciudad.

Las correspondientes guias técnicas [52] consideran a los vasos como utensilios de
cocina que se pueden utilizar con alimentos frios, calientes o a temperatura ambiente.
Por tanto, el ensayo de migracion podria realizarse en dos condiciones diferentes:
a 40°C durante 24 horas, simulando un uso en frio (<20°C) o a temperatura ambiente;
o por contra a 70°C durante 2 horas, simulando su empleo en caliente (> 40°C)
0 a temperatura ambiente.
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Ademas, la eleccion del simulante para efectuar el ensayo de migracion dependera del
alimento con el que se pretenda llenar el vaso. De esta forma, se puede reproducir el
comportamiento del zumo (bebida turbia) a través del simulante B o D1, mientras que
el del agua o café (bebidas claras) se realiza a través del simulante B o C, y el de la
leche a través del simulante D1. Por tanto, podrian utilizarse en el test de migracion
de los vasos los simulantes B, C y D1, siendo éstos acido acético al 3% (p/v), etanol
al 20% (v/v) y etanol al 50% (v/v) respectivamente [38].

Finalmente, la realizacion del test de migracion se llevo a cabo con el simulante B.
La eleccion de este simulante se basd en los resultados obtenidos en un trabajo
realizado en nuestro grupo de investigacion, en el que se concluyo que la migracion
de BPA era mayor con el simulante B que con el D1 [53]. En cuanto al tiempo y
temperatura de exposicion, se eligieron condiciones mas severas que las sugeridas en
las guias técnicas (70°C durante 24 horas).

Los datos cromatograficos experimentales se obtuvieron mediante cromatografia de
liquidos acoplada con un detector de diodos en serie (HPLC-DAD), utilizando el
método analitico previamente optimizado en el Capitulo VII [54]. A continuacion, se
utiliz6 la descomposicion PARAFAC para la cuantificacion e identificacion
inequivoca de los bisfenoles, asi como para la deteccion de posibles interferentes que
pueden estar presentes en las muestras de migracion.

Los modelos PARAFAC obtenidos se validaron en términos de veracidad y precision.
Ademas, se evalud tanto el limite de decision (CCa) como la capacidad de deteccion
(CCB) con probabilidades de falso positivo y falso negativo fijadas en 0.05. La
recuperacion del procedimiento se calculd para cada bisfenol a partir de tres
diluciones de tres muestras de recuperacion, analizadas por duplicado (n = 18).

Uno de los objetivos de este trabajo fue comprobar que la cantidad de BPA que pueda
migrar no supere los limites de migracion especifica (SML por sus siglas en inglés)
establecidos. Este esta regulado en 50 pg kg™ [35], excepto para articulos destinados
a lactantes y nifos, en cuyo caso el uso de BPA esté prohibido y solo se autoriza una
cantidad maxima migrada de 10 pg kg™! [38]. Por otro lado, seria util conocer si en los
vasos examinados se ha empleado alguno de los bisfenoles analizados en este trabajo
(BPS, BPF, BPAF y BPZ) como alternativa al BPA. Para cumplir esto, se realizaron
comparaciones entre poblaciones (concentraciones) obtenidas de blancos analiticos y
las obtenidas de muestras de test de migracion. No seria correcto comparar resultados
medios ya que lo que se pretende es demostrar que en una poblacidon de vasos, todos
ellos distintos (ya que a cada uno hay que someterlo al test de migracion) las
concentraciones cuantificadas son distintas de aquellas encontradas en otra poblacion
de blancos analiticos.

Esta comparacion se ha realizado ajustando las distribuciones de probabilidad para
ambas poblaciones (blancos analiticos y muestras de test de migracion). A través de
un test de hipotesis cuya hipdtesis nula es "No hay bisfenol en la muestra" frente a la
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hipotesis alternativa "Hay bisfenol en la muestra", se ha establecido un valor critico
(region de rechazo de Ho) para una probabilidad de falso positivo (o) igual a 0.05 y se
ha determinado la probabilidad de falso negativo (B) para cada bisfenol. Los valores
mayores que este valor critico pueden considerarse diferentes de los blancos
analiticos.

VII1 4. Material y métodos

VIII.4.1.  Reactivos quimicos

El bisfenol A (4,4'-isopropylidenediphenol con n® CAS 80-05-7), el bisfenol F
(4,4'-methylenediphenol con n° CAS 620-92-8) y el  Dbisfenol Z
(4,4’-cyclohexylidenebisphenol con n® CAS 843-55-0) se compraron a Sigma-Aldrich
(Steinheim, Alemania). El bisfenol AF (4,4’-(hexafluoroisopropylidene)diphenol con
n® CAS 1478-61-1) fue suministrado por Alfa Aesar (Kandel, Alemania). El
bisfenol S (4,4'-sulfonyldiphenol con n® CAS 80-09-1); y los disolventes acetonitrilo
(n® CAS 75-05-8) y metanol (n°® CAS 67-56-1), ambos de grado isocratico
LiChrosolv® para cromatografia liquida, fueron adquiridos en Merck (Darmstadt,
Alemania). El acido acético glacial (n® CAS 64-19-7; HiPerSolv Chromanorm para
HPLC) se compré a VWR Prolabo Chemicals (Fontenay-sous-Bois, Francia). El agua
desionizada se obtuvo con el sistema de purificacion de agua Milli-Q Gradient A10
de Millipore (Bedford, MA, EEUU).

VIIL.4.2.  Disoluciones patron y muestras

Disoluciones patrén. Las disoluciones madre individuales de 500 mg L™! se prepararon

disolviendo la cantidad adecuada de cada reactivo en metanol. Para cada bisfenol se
prepararon disoluciones intermedias de 100 mg L™ a partir de las disoluciones madre
por dilucion con metanol. Los patrones de calibrado utilizados, también preparados
en metanol, fueron mezclas de los cinco bisfenoles a doce niveles de concentracion
diferentes en el rango de 0 a S mg L' (0, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.25, 1.5, 1.75, 2, 3,4 y
5 mg L. Todas las disoluciones se guardaron protegidas de la luz a 4°C.

Muestras de test de migracidn. Para obtener las muestras del ensayo de migracion, se

rellen6 cada vaso con un volumen de 170 mL de simulante alimentario B (acido
acético al 3% (p/v) en solucion acuosa), precalentado en la estufa a 70°C. Como
indican las directrices técnicas [55], el contenido de simulante B se vierte hasta
aproximadamente 0.5 cm del borde de los vasos (los cuales se consideran articulos
cuyo ensayo se realiza por llenado). Se expusieron veinte vasos de PC a un ensayo de
migracion a 70°C en la estufa durante 24 horas, previamente deslavados solo con agua
(sin jabon ni detergente) con el fin de eliminar cualquier rastro de polvo y suciedad.
Se selecciond este tiempo ya que en experimentos de migracion realizados con
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anterioridad durante 2 (como indican las guias técnicas [52]) y 10 horas no se
detectaron los bisfenoles analizados. Una vez realizado el test de migracion, los
extractos obtenidos se recogieron en botes de vidrio d&mbar de 250 mL y se
almacenaron a 4°C. En una inspeccion visual de los vasos después del procedimiento
de migracion no se observaron dafios, roturas o grietas. Finalmente, cada uno de los
extractos se concentr6 a sequedad en un rotavapor a una presion de 72 mbar y el
residuo se disolvio en 5 mL de metanol siguiendo estos pasos tres veces: 1) afadir
1.5 mL de metanol, ii) poner el extracto en bafio de ultrasonidos durante 10 min,
ii1) verter en un matraz de 5 mL; con el objetivo de recuperar el maximo del residuo
obtenido.

Blancos analiticos. Se prepararon veinte blancos analiticos reproduciendo todo el

procedimiento anterior, excepto el paso del ensayo de migracion, es decir, volimenes
de 170 mL de simulante B se concentraron a sequedad en el rotavapor y los residuos
se disolvieron en 5 mL de metanol.

Recuperacion. Para calcular la recuperacion de todo el procedimiento, se prepararon
tres disoluciones mezcla (0.2, 0.3 y 0.4 mg L™ de cada bisfenol) por dilucién con el
simulante B. Como en el caso anterior, se expusieron 170 mL de cada disolucién al
procedimiento de preconcentracion (rotavapor y disolucion en metanol). Después del
procedimiento de preconcentracion, los extractos recolectados se diluyeron en
metanol (volumenes de 800, 500 y 200 uL. en matraces de 5 mL).

Por lo tanto, se realizaron un total de 136 andlisis distribuidos de la siguiente forma:
20 blancos analiticos, 20 muestras de test de migracion, 12 muestras de recuperacion
y 12 patrones de calibrado, todos ellos analizados por duplicado y ademas 8 muestras
de control (blancos de metanol).

VIIL.4.3. Instrumental

El simulante B se precalent6 antes de las extracciones en una estufa 200209 JP Selecta
(Barcelona, Espafia). Para la obtencion de las muestras de ensayo de migracion se
empled una estufa Thermo Fisher Scientific Heratherm OMS180 (Langenselbold,
Alemania). La preconcentracion de la muestra se llevd a cabo en un evaporador
rotatorio (ILMVAC, Ilmenau, Alemania) a una presion de 72 mbar. Para disolver el
residuo obtenido del evaporador rotatorio se utilizé un bafio de ultrasonidos Ultrasonic
Cleaner (VWR International BVBA, Lovaina, Bélgica).

Para la determinacion de los bisfenoles (BPS, BPF, BPA, BPAF y BPZ) se utilizé un
cromatografo HPLC Agilent 1260 Infinity (Santa Clara, CA, EEUU) compuesto por
una bomba cuaternaria (G1311C), un inyector (G1329B), un compartimento
termostatizado para la columna (G1316A) y un detector de diodos en serie (G7117C).
La columna empleada para la separacion de los analitos fue una Kinetex EVO-C18
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(150 mm x 4.6 mm, 5 um) y como fases moéviles se utilizaron agua desionizada,
metanol y acetonitrilo.

Las condiciones para el analisis cromatografico (flujo y composicion de la fase movil)
se optimizaron en el Capitulo VII de esta memoria (la Ref. [54]). Estos parametros
consistian en una fase moévil isocratica de agua-metanol-acetonitrilo (22:58:20, v/v) y
un flujo de 0.66 mL min'. La temperatura del compartimento de la columna se fijé a
20°C y el volumen de inyeccion fue de 10 pL. El detector de diodos en serie se
program6 para registrar la absorbancia entre 200 y 500 nm, cada 2 nm, durante el
analisis, 10 min. La Figura VIII.1 muestra un ejemplo de un cromatograma obtenido
en el andlisis HPLC-DAD de un patrén de calibracion registrado a una longitud de
onda de 224 nm.

40 - S
| |
=) | |
?(30— ! !
e | |
= | |
©20 - : :
o | |
X! : : a b ¢ d e
o | |
210 - | |
< | |
lb |
0 I II IA T 1
0 2 4 6 8 10

Tiempo (min)

Figura VIII.1. Cromatograma registrado a la longitud de
onda de 224 nm de un patrén de calibracion de 3 mg L' de
cada bisfenol: a) BPS, b) BPF, ¢) BPA, d) BPAF y ¢) BPZ.

VIII.4.4.  Andlisis de factores paralelos (PARAFAC)

Un instrumento HPLC-DAD permite obtener matrices de valores de absorbancia (Xijk)
registradas a I tiempos de retencion y J longitudes de onda para K muestras. Esas
matrices pueden organizarse en un tensor de tres vias (I x J x K), X, y descomponerse
con la técnica PARAFAC (anélisis de factores paralelos) [56].

PARAFAC es una técnica quimiométrica con la "ventaja de segundo orden", lo que
significa que, si son trilineales los datos del tensor, una descomposicion PARAFAC
de X proporciona una estimacion unica de los perfiles cromatografico, espectral
y muestral. El modelo trilineal PARAFAC se puede escribir como en la
Ecuacion (VIIL1) [57].
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F
Xijk=zaifb,-fckf+eijk, i=1,2,.. j=1,2,..,]; k=1,2,..,K; (VIIL1)
f=1

donde F es el nimero de factores; ag, bry ¢t son los vectores de loadings de los perfiles
cromatografico, espectral y muestral, respectivamente; y eijk es el residuo del modelo
de ajuste.

El diagndstico de consistencia del nicleo, conocido como indice de CORCONDIA
[58], mide el grado de trilinealidad del tensor de datos experimentales, siendo 100 el
maximo valor alcanzable. La "propiedad de unicidad" hace posible la identificacion
inequivoca de analitos, incluso en presencia de interferentes que comparten el tiempo
de retencion con los analitos de interés. En este trabajo, la identificacion inequivoca
se realizé calculando el coeficiente de correlacion lineal entre los perfiles espectrales
obtenidos de la descomposicion PARAFAC y los espectros de una muestra de
referencia de cada bisfenol y en la via cromatografica se identifica por la coincidencia
del tiempo de retencion experimental de cada bisfenol y el perfil cromatografico
obtenido en la descomposicion PARAFAC.

VII14.5. Software

Las matrices de datos de absorbancia de cada analisis se registraron mediante el
software OpenLab CDS ChemStation. A través del software PLS Toolbox [59] para
MATLAB [60] se llevaron a cabo las descomposiciones PARAFAC. Los modelos de
regresion y las rectas de exactitud se ajustaron y validaron utilizando
STATGRAPHICS Centurion 18 [61], programa que también se utilizé para el ajuste
de las distribuciones de las poblaciones experimentales (blancos analiticos y muestras
de test de migracion). El limite de decision (CCa) y la capacidad de deteccion (CCP)
se determinaron mediante el programa DETARCHI [62].

VIIL.S. Resultados y discusion
VIIL.5.1.  Modelos PARAFAC

Las muestras analizadas se organizaron en cuatro tensores (uno de los tensores se
utilizo para los bisfenoles BPF y BPA) de dimension (I x 151 x 136). El valor de 1
corresponde al nimero de barridos registrados para la ventana de tiempo seleccionada
para cada bisfenol (como se puede ver en la Tabla VIIL.1). Por otro lado, 151
corresponde al nimero de longitudes de onda (entre 200 y 500 nm) y 136 son las
muestras analizadas (descritas en la Seccion VIIL.4.2).
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Los modelos PARAFAC se ajustaron con restriccion de unimodalidad en el perfil
cromatografico, restriccion de no negatividad en el perfil espectral y sin restriccion en
el perfil muestral. Como se puede observar en la Tabla VIII.1, el indice CORCONDIA
y la varianza explicada obtenidos para los cuatro modelos fue al menos de un 99% y
de un 89.59% respectivamente. Los perfiles cromatografico, espectral y muestral de
los cuatro modelos PARAFAC se muestran en las Figuras VIIL.2, VIIL.3 y VIIL4. Los
bisfenoles se representan en diferentes colores: naranja para BPS, amarillo para BPF,
morado para BPA, azul para BPAF y verde para BPZ; los interferentes detectados se
representan en gris.

Tabla VIIL.1. Parametros de los modelos obtenidos mediante la descomposicion
PARAFAC.

Analito Ventana Dimension CORCONDIA Numero Varianza
cromatografica (IxJxK) (%) de explicada
(min) factores (%)
BPS 2.15-2.30 46 x 151 x 136 100 2 95.30
BPF y BPA 2.35-290 166 x 151 x 136 99 3 89.59
BPAF 3.15-3.40 76 x 151 x 136 100 2 93.62
BPZ 3.65-3.95 91 x 151 x 136 99 2 97.98
240094y : : : : :
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Figura VIII.2. Loadings de los perfiles cromatograficos de los cuatro modelos PARAFAC.
BPS se representa en naranja, BPF en amarillo, BPA morado, BPAF en azul, BPZ en verde
y todos los interferentes detectados en gris.

Como se puede observar en la Figura VIIL.2, los interferentes del primer y segundo
modelo PARAFAC, que coeluyen con BPS y BPA respectivamente, presentan
loadings cromatograficos bastante grandes. La utilizacion de la técnica PARAFAC ha
permitido la deteccion de esas sustancias y su diferenciacion de los analitos de interés,
lo que ha supuesto evitar la sobreestimacion y por tanto disminuir la probabilidad de
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cometer falsos positivos, ya que de haber utilizado un calibrado univariante el area de
pico del bisfenol correspondiente se habria visto incrementada.

Los factores de los modelos PARAFAC representados en gris, no corresponden a
ningin bisfenol. Como se muestra en la Figura VIIL3, sus espectros son muy
diferentes a los obtenidos para BPS, BPF, BPA, BPAF y BPZ (representados en
colores naranja, amarillo, morado, azul y verde).

0.52 ~ 0.60 -

Muestra referencia A)

Muestra referencia | B)

0.26 -

Loading espectral
Loading espectral
o
w
o

0.00 I I I 0.00 I I I
200 300 400 500 200 300 400 500
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)
0.60 - 0.60 -

Muestra referencia C)

Muestra referencia D)

Loading espectral
o
w
o
Loading espectral
o
w
o

0.00

I I I 0-00 I I I
200 300 400 500 200 300 400 500

Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura VIIL.3. Loadings de los perfiles espectrales de los cuatro modelos PARAFAC:
A) para BPS, representado en naranja, B) para BPF y BPA, en amarillo y morado
respectivamente, C) para BPAF, en azul, y D) para BPZ, en verde. Todos los interferentes
detectados se muestran en gris. Los espectros de las respectivas muestras de referencia se
representan en los mismos colores.

La Figura VIIL.4 recoge los loadings muestrales de los 136 analisis realizados. Como
se puede observar, se obtuvieron loadings similares para los blancos analiticos y las
muestras de test de migracion. Para saber si los bisfenoles realmente migraron desde
los vasos de PC al simulante, y si sus muestras podian distinguirse de los blancos
analiticos, se realizd una comparacion estadistica entre ambas poblaciones (cada una
de ellas formada por 40 datos).
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respectivamente, C) para BPAF, en azul y D) para BPZ, en verde. Todos los interferentes
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A) para BPS, representado en naranja, B) para BPF y BPA, en amarillo y morado
detectados se muestran en gris.

Figura VIIL4. Loadings de los perfiles muestrales de los cuatro modelos PARAFAC:
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Figura VIII.4. Continuacion.
VIIL.5.2.  Identificacion inequivoca

La identificacion inequivoca de los cinco bisfenoles fue garantizada en base a dos
criterios de confirmacion establecidos para HPLC-DAD:

i)  El tiempo de retencion del analito, obtenido del perfil cromatografico del
modelo PARAFAC, sera el mismo que el de la muestra de referencia, con un
margen de * 2.5%.

i1)  El espectro del analito, obtenido del perfil espectral del modelo PARAFAC,
debera coincidir con el de la muestra de referencia, dentro de un margen en los
maximos de absorcion de + 2 nm como se indica en la Ref. [63].

No se encontraron desplazamientos significativos en el tiempo de retencion de los
analitos de una muestra a otra. Los tiempos de retencion de los bisfenoles en las
muestras de referencia coincidieron con los obtenidos a partir de los modelos
PARAFAC (valores mostrados en la Tabla VIIL.2). En este trabajo, la identificacién
inequivoca en el perfil espectral se realiz6 mediante el coeficiente de correlacion entre
el espectro de una muestra de referencia y el obtenido del modelo PARAFAC para
este perfil. Los espectros de las muestras de referencia se muestran en la Figura VIII.3.
Los coeficientes de correlacion calculados (para las absorbancias registradas en 151
longitudes de onda) se recogen en la Tabla VIIL.2, y como se puede observar, todos
son proximos a 1. Por lo tanto, se cumplen ambos criterios.

—
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Tabla VIIL.2. Criterios de validacion para la identificacion inequivoca de los bisfenoles.

Analito Tiempo de retencion (min) Cocficiente de correlacion

Muestra de referencia PARAFAC

BPS 2.186 2.186 0.9997
BPF 2.460 2.463 1.0000
BPA 2.773 2.776 0.9992
BPAF 3.263 3.263 1.0000
BPZ 3.793 3.800 1.0000

VIIL.5.3.  Validacion del método
VIILS.3.1. Rectas de calibrado y de exactitud

Las rectas de calibrado "loading del perfil muestral versus concentracion real" se
ajustaron para cada bisfenol con los siete patrones en el rango de concentracion
de 0 a 1.5 mg L (todos los niveles se analizaron por duplicado). Las filas 1 a 6 de la
Tabla VIII.3 muestran las caracteristicas de estos modelos de regresion. Todos ellos
fueron significativos a un nivel de confianza del 95%, ya que el p-valor obtenido para
el test de hipotesis (Ho: La regresion no es significativa) fue menor que 10
A excepcion de un modelo, el p-valor para el test de fallo de ajuste (Ho: No hay fallo
de ajuste en el modelo) fue superior a 0.05, por lo que no hay evidencias para
rechazar Ho.

La veracidad y la precision del método se verificaron a partir las rectas de exactitud
"concentracion predicha versus concentracion real", cuyos resultados se recogen en
las filas 7 a 11 en la Tabla VIIL.3. Los términos independientes no fueron diferentes
de 0 ni las pendientes distintas de 1 para ninguna de las cinco rectas, pudiendo concluir
que el método era insesgado. La precision del método puede estimarse a partir de la
desviacion estandar residual (syx), cuyos valores se muestran en la fila 11 de esta tabla.

VIILS5.3.2. Limites de decision y capacidad de deteccion

El limite de decision (CCa) se define como "el valor de la concentracion neta cuyo
exceso conduce, para una probabilidad a, a la decision de que la concentracion del
analito en el material analizado es mayor que la del blanco" [63,64]. Por otro lado, la
capacidad de deteccion (CCP) se define como "la verdadera concentracion neta del
analito en el material a analizar, que conducird, con probabilidad 1-, a la conclusién
correcta de que la concentracion en el material analizado es mayor que la del blanco",
habiendo asumido una probabilidad de falso positivo a.
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Los valores de CCa y CCP calculados para este trabajo se muestran en las filas 12 a
13 de la Tabla VIII.3. De estos valores se deduce que el método analitico permite la
cuantificacion de BPS, BPF, BPA, BPAF y BPZ, por encima de 92.3, 61.4, 44.0, 138.9
y 65.9 ng L', respectivamente, con probabilidades de cometer un falso positivo (o) y
un falso negativo () del 0.05.

Tabla VIIL.3. Validacion del método analitico. Parametros de las rectas de calibrado y
exactitud (syx es la desviacion estandar de la regresion). Limite de decision (CCa) y
capacidad de deteccion (CCP) expresados en ug L', para a = p = 0.05.

BPS BPF BPA BPAF BPZ

Rectade  Término 0.002 -0.001 -0.002  -0.001 -0.001
calibrado  independiente
Pendiente 0.032 0.034 0.034 0.032 0.036
Coeficiente de 0.9985 0.9993  0.9996 0.9964  0.9992
correlacion
Syx 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
P-valor <10* <10* <10+ <10+ <10+

(Ho: La regresion no

es significativa)

P-valor 0.003 0.564 0.133 0.828 0.046
(Ho: No existe sesgo)

Rectade  Término -1.3-10° -2.7-10° 1.8:10% -3.6-10° 1.4-107
exactitud  independiente
P-valor (Ho: Término 0.999 0.998 1.000 1.000 0.999
independiente = 0)

Pendiente 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
P-valor 1.000 0.997 0.999 1.000 1.000
(Ho: Pendiente = 1)
Syx 0.030 0.020 0.015 0.046 0.022
CCa 46.0 30.5 22.3 71.6 33.2
CcCp 92.3 61.4 44.0 138.9 65.9
VIIL5.3.3. Recuperacion del procedimiento

La recuperacion del procedimiento solo se calculod en nueve de las doce muestras de
recuperacion analizadas. La exclusion de las otras tres se debid a que su loading
muestral obtenido de los modelos PARAFAC se encontraba fuera del rango de
concentracion del calibrado (como se puede ver en la Figura VIIL.4).

Para el calculo de la recuperacion, se ajustaron nuevas rectas de calibrado para cada
bisfenol con los diez patrones de concentracion comprendida entre 0y 3 mg L™! (todos
los niveles se analizaron por duplicado). Para el BPAF se detectdé un dato andémalo
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(residuo estudentizado igual a -3.89), que correspondia a una réplica del patrén de
3 mg L. Este dato se elimind y se rehizo el modelo de regresion. Estas nuevas rectas
de calibracion se validaron siguiendo el procedimiento ya descrito en la
Seccion VIIL.S.3.1.

Los resultados de recuperacion obtenidos para este trabajo se muestran en la
Tabla VIIIL4. Estos valores se calcularon para tres diluciones (800, 500 y 200 ug L)
de tres disoluciones mezcla (0.2, 0.3 y 0.4 mg L' de cada bisfenol), que se analizaron
por duplicado. Las filas 1 a 9 de la Tabla VIII.4 recogen la recuperacion calculada
expresada en porcentaje (%). Las filas 10 a 11 de esta misma tabla muestran el
resumen estadistico (media y coeficiente de variacion) de estos 18 datos. Con el
procedimiento de preconcentracion seguido se obtuvo una buena recuperacion para
los cinco bisfenoles, ya que sus valores medios fueron todos superiores al 95%.

Tabla VIIL4. Los resultados de la recuperacion, expresados en porcentaje (%), se
calcularon para tres diluciones (800, 500 and 200 pg L) de tres disoluciones diferentes
(0.2, 0.3 and 0.4 mg L! de cada bisfenol). Todas ellas se analizaron por duplicado.

Muestra Dilucion BPS BPF BPA BPAF BPZ

(mgL") (ugL?)

0.2 800 924 945 922 914 90.8 91.6 889 93.1 888 91.2
500 85.1 89.7 859 855 878 892 91.7 90.0 83.7 929
200 91.9 909 827 823 936 855 914 915 794 83.1

0.3 800 105.0 107.6 101.8 102.9 103.5 102.6 104.6 108.4 97.2 100.0
500 105.4 108.4 100.4 102.9 103.2 101.9 105.9 106.6 96.1 99.1
200 100.8 98.2 100.1 953 93.5 932 999 989 107.6 92.0

0.4 800 102.8 103.3 100.4 100.9 99.9 994 96.5 99.9 99.8 99.6
500 106.5 109.5 102.2 103.8 102.5 102.4 98.3 107.1 101.4 100.5
200 98.0 99.6 93.0 101.0 98.7 92.5 973 99.0 98.6 102.8

Recuperacion media 99.4 95.8 96.2 98.3 95.2

(n=18)

Coeficiente de 7.31 7.83 6.20 6.42 7.96

variacion (%)

VIIL.5.4.  Test de migracion

Para cuantificar la cantidad de cada bisfenol que migra de cada vaso de PC se realizd
el correspondiente test de migracion, que como se ha comentado anteriormente
consiste en rellenar los vasos con simulante B y mantenerlos en la estufa a 70°C
durante 24 horas. De esta manera se obtuvieron veinte muestras de migracion
sobre las que se aplico el procedimiento de preconcentracion. Este mismo
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procedimiento se llevo a cabo con los veinte blancos analiticos (todo ello descrito en
la Seccion VIIIL.4.2).

Una vez analizadas tanto las veinte muestras del test de migracion como los veinte
blancos analiticos, todas ellas por duplicado, a partir de la descomposicion PARAFAC
se obtuvieron los correspondientes loadings muestrales que se muestran en la
Figura VIIL.4. Con estos loadings y las rectas de calibrado descritas en la
Seccion VIIL.5.3.1 se obtuvieron las concentraciones de los bisfenoles presentes en
las muestras preconcentradas. El resumen estadistico de ambas poblaciones (blancos
analiticos y test de migracion) se recoge en la Tabla VIILS.

Tabla VIII.5. Resumen estadistico de los blancos analiticos (40 datos) y de las muestras
del test de migracion (40 datos). Los valores corresponden a la concentracion
(mg L) de analito presente en las muestras preconcentradas.

Analito Muestra Media Mediana Minimo Maximo Desviacion
estandar
BPS Blanco -0.010 0.015 -0.267 0.143 0.084
Test -0.102 -0.072 -0.386 0.028 0.101
BPF Blanco 0.035 0.033 -0.015 0.123 0.032
Test 0.061 0.064 0.005 0.116 0.027
BPA Blanco -0.032 -0.024 -0.152 0.023 0.039
Test 0.103 0.111 -0.017 0.183 0.057
BPAF Blanco -0.005 -0.005 -0.021 0.036 0.011
Test 0.008 0.000 -0.042 0.079 0.033
BPZ Blanco 0.022 0.014 -0.047 0.123 0.039
Test 0.073 0.062 0.020 0.231 0.046

Posteriormente, se buscaron las distribuciones que mejor se ajustaban a los datos
experimentales para cada bisfenol y para cada poblacion (blancos analiticos y
muestras de test de migracion). En las columnas 1 a 5 de la Tabla VIIL.6 se observa el
tipo y los parametros que definen las distribuciones seleccionadas. En la Figura VIIL.5
se muestran los ajustes entre las distribuciones acumuladas elegidas (representadas
por curvas en color azul y rojo) y los datos experimentales de las poblaciones
(representadas por cuadrados en color azul y rojo).
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Figura VIILS. Funciones de distribucion acumulada ajustadas (lineas continuas), datos
experimentales de las poblaciones (cuadrados). Para cada bisfenol, la poblacion de blancos
analiticos (n = 40) se representa en azul y la de las muestras del test de migracion (n = 40)
en rojo. Los datos corresponden a la concentracion de bisfenol presente en todas las
muestras preconcentradas.
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Figura VIIL.S. Continuacion.

Una vez definidas las distribuciones se realizd un test de hipotesis. La hipotesis nula
del test se postuld para la poblacion de blancos analiticos (Ho: No hay bisfenol en la
muestra) versus la hipdtesis alternativa (Ha: Hay bisfenol en la muestra). Para una
probabilidad de falso positivo (a) igual a 0.05, se obtuvo el valor critico y después se
evaluo la probabilidad de falso negativo (B). Los valores de ambas probabilidades y
del valor critico obtenidos para cada distribucion se muestran en las columnas 6 a 8
de la Tabla VIIL.6. Estos resultados se pueden describir también de forma gréafica de
acuerdo a la Figura VIIL6.

10 £ T T T T_]
| Hy: No hay bisfenol 1

Densidad de distribucién

-0.45 -0.25 -0.05 0.15 0.35
Concentracion BPS (mg L")

Figura VIII.6. Funciones de distribucion, descritas en la Tabla VIII.6, de los blancos
analiticos (color azul) y de las muestras del test de migracion (color rojo): A) BPS,
B) BPF, C) BPA, D) BPAF y E) BPZ. Los datos corresponden a la concentracion
(mg L") de bisfenol presente en las muestras preconcentradas. Probabilidad de falso
positivo (o) igual a 0.05 (area coloreada en azul), valor critico (linea vertical
discontinua) y probabilidad de falso negativo (B, area coloreada en rojo).
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Figura VIII.6. Continuacion.

De los cinco bisfenoles analizados, Unicamente se encontrd diferencia estadistica
significativa entre los blancos analiticos y las muestras del ensayo de migracion para
el BPA, en concreto, para o igual a 0.05, el valor critico fue 0.0162 mg L' y B igual a
0.07. En este caso, se puede afirmar que el BPA realmente migr6 desde los vasos para
muestras cuya concentracion calculada estaba por encima de este valor critico.

Aplicando los factores de preconcentracion y recuperacion, siendo estos 170/5 y
96.2% respectivamente, el valor critico para el BPA pas6 a ser 0.49 ug L', referido a
la concentracion en la matriz original de migracion. De la misma forma, el minimo
y el maximo de la poblacion de las muestras de los test de migracion para el BPA
(cuyos valores correspondientes para las muestras preconcentradas fueron -0.017 y
0.183 mg L' respectivamente, ver Tabla VIILS5) se convirtieron en -0.51 y
5.60 pg L1

Teniendo en cuenta que la densidad de cualquier simulante permitido puede
considerarse igual a 1 g cm™ segiin se indica en la Ref. [65], los resultados de
migracion obtenidos en este trabajo (en unidad de pg L) se pueden comparar
directamente con el SML, regulado en unidad de pg kg'!'. Por tanto, la cantidad
méxima migrada de BPA, 5.60 ug L', fue mucho menor que el SML permitido
(50 pg kg [35]. Ademas, considerando que estos vasos pueden estar destinados a
lactantes y niflos, en cuyo caso estaria prohibido el uso de BPA, 5.60 pg L' tampoco
alcanza el limite de 10 ug kg™! establecido para una sustancia no autorizada [38].

Por el contrario, no se puede confirmar la migracion de BPS, BPF, BPAF o BPZ desde
los vasos de PC ya que las distribuciones ajustadas para las concentraciones
encontradas al llevar a cabo el test de migracioén no son estadisticamente diferentes de
las de los blancos analiticos, como puede observarse en los valores que toman las
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probabilidades de falso negativo B, que van desde 0.64 a 1.00 (véase Tabla VIIL.6) y
en el solapamiento de las distribuciones mostrado en la Figura VIIIL.6.

VIIIL.6. Conclusiones

Los vasos de policarbonato libre de BPA se sometieron a condiciones de migracioén
extremas (70°C durante 24 horas) con el objetivo de determinar la cantidad migrada
de los cincos bisfenoles considerados. Las muestras se analizaron mediante
HPLC-DAD vy se realiz6 descomposicion PARAFAC para asegurar la identificacion
inequivoca de los analitos.

La comparacion de las poblaciones de blancos analiticos frente a las de muestras de
test de migracion, a través de sus funciones de distribucion ajustadas, permitid
concluir que solo es posible distinguirlas con significacion estadistica para el BPA.
En cuyo caso, para una probabilidad de falso positivo (a) igual a 0.05 y una
probabilidad evaluada de falso negativo (B) igual a 0.07, se puede afirmar que el BPA
migra desde los vasos de PC analizados cuando la concentracién encontrada sea
superior a 0.49 ug L.

La concentracién maxima de BPA migrada desde los vasos de PC fue de 5.60 ug L,
cantidad muy inferior al limite establecido para la migracién de una sustancia no
autorizada, 10 pg kg''. Ademas, no se ha detectado la migracion de BPS, BPF, BPAF
o BPZ desde los vasos de PC.
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CAPITULO IX

Las conclusiones mas relevantes extraidas a partir de la investigacion desarrollada se
resumen en:

Conclusién 1. En los Capitulos V y VIII se han implementado métodos analiticos
basados en la cromatografia liquida (HPLC-FLD y HPLC-DAD), desarrollados a
partir de la aplicaciéon de una metodologia sostenible, es decir, disminuyendo el
impacto tanto econdmico como medioambiental. Los métodos desarrollados se han
aplicado para la determinacion de sustancias perjudiciales para la salud en materiales
de uso cotidiano.

En el Capitulo V se ha aplicado la metodologia de disefio de experimentos en la
optimizacion de las condiciones de analisis (temperatura, composicion y flujo de la
fase movil) para la determinacion de fenol y bisfenol A migrados, en juguetes y
envases de suero mediante HPLC-FLD. Una vez validado y aplicado el método sobre
las muestras, no se ha encontrado bisfenol A en ninguna de las muestras analizadas.
Sin embargo, se ha detectado fenol, siempre en cantidades inferiores al limite
permitido, en las muestras de juguetes empleando agua como simulante y en las
muestras de suero fisioldgico.

En el Capitulo VIII se ha aplicado el método de andlisis mediante HPLC-DAD,
previamente desarrollado en el Capitulo VII, en la determinacion de cinco bisfenoles
(BPS, BPF, BPA, BPAF y BPZ) en muestras de migracion obtenidas de vasos de
policarbonato "libre de BPA". Contrariamente al etiquetado de los mismos, se ha
encontrado bisfenol A en las muestras, aunque en cantidades inferiores al limite
permitido. Sin embargo, no se ha podido identificar la presencia de ninguno de los
otros cuatro bisfenoles analizados.

Conclusién 2. En el Epigrafe I del Capitulo VI se ha realizado la determinacion de
melamina y formaldehido migrados desde utensilios de cocina de resina de melamina.
Con los datos obtenidos mediante HPLC-DAD a partir de las muestras procedentes
de los test de migracion se ha aplicado un analisis univariante con las areas de pico
cromatografico calculadas a una longitud de onda fija. La cantidad encontrada de
ambos analitos en las muestras no ha sobrepasado el limite permitido en ningun caso.

La presencia de interferentes en la determinacién de melamina ha requerido la
aplicacion de una técnica multivariante. En el Epigrafe II del mismo capitulo se ha
aplicado la técnica quimiométrica PARAFAC (PARAFAC?2) que posee la "ventaja de
segundo orden". Dicha ventaja ha permitido abordar el problema de la cuantificacion
y de la identificacion inequivoca de la melamina cuando se han realizado test de
migracion en recipientes de resina de melamina-formaldehido. La aplicacion de esta
descomposicion PARAFAC ha supuesto, respecto al andlisis univariante, la
disminucion del error relativo en prediccion en patrones de calibrado de melamina,
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asi como la mejora del coeficiente de correlacion entre el espectro obtenido en cada
uno de los analisis y el de una muestra de referencia.

Conclusion 3. En el Epigrafe I del Capitulo VI se ha realizado la determinacion de la
cantidad de melamina y formaldehido acumulada cuando se han expuesto utensilios
de cocina de resina de melamina a sucesivos ciclos de migracién de 30 minutos. Con
los datos obtenidos mediante HPLC-DAD para las muestras de la cinética de
migracion, se ha realizado un analisis univariante utilizando como respuesta las areas
de pico. Después de un nimero de ciclos no muy elevado se ha comprobado que la
cantidad acumulada de ambos analitos sobrepasaba el limite méximo permitido para
cada uno de ellos.

En el Epigrafe II del Capitulo VI, nuevamente ha sido necesaria la aplicacion de una
descomposicion PARAFAC (PARAFAC2) que ha permitido solventar el problema
de la identificacion inequivoca, asi como disminuir los errores relativos en prediccion
y obtener una mejor correlacion espectral.

Conclusién 4. En el Capitulo VI, Epigrafe III, se ha comparado la cantidad de
melamina migrada en muestras que provenia de test y cinéticas de migracion en
utensilios de cocina de resina de melamina-formaldehido, cuando se aplica un analisis
univariante (area de pico cromatografico) frente a un andlisis multivariante (loadings
muestrales obtenidos por descomposicion PARAFAC o PARAFAC?2). La deteccion
de interferentes con tiempos de retencion cercanos a la melamina ha puesto de
manifiesto la sobreestimacion de la cantidad migrada cuando se ha utilizado un
método univariante y, por tanto, las ventajas que supone el analisis multivariante para
evitar falsas no conformidades. Concretamente, los resultados han mostrado que la
sobreestimacion en los test de migracion ha sido mayor al 30% (de media para cada
utensilio analizado), mientras que para la cinética del bol solamente para el primer
ciclo la concentracion obtenida ha sido 10 veces mayor (3.379 frente a 0.324 mg L!
del analisis multivariante).

Conclusién 5. En el Capitulo VII por primera vez se ha utilizado una inversion de un
modelo PLS2, con un método computacional que utiliza un algoritmo genético, en el
ambito de la Calidad Analitica Disenada (AQbD), para establecer los pardmetros de
control del método analitico que proporcionan un "perfil analitico objetivo". El
procedimiento se ha implementado para el andlisis de cinco bisfenoles (BPS, BPF,
BPA, BPAF y BPZ) mediante HPLC-DAD, lo que permitié acortar el tiempo de
ejecucion del cromatograma a 4 minutos sin perder resolucion entre picos.
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Conclusién 6. En el Capitulo VIII ha sido de gran utilidad la comparacion de
distribuciones de poblacion en la determinacion de cinco bisfenoles (BPS, BPF, BPA,
BPAF y BPZ) en muestras de migracion de vasos de policarbonato "libre de BPA".

La comparacion de las poblaciones (concentraciones) de blancos analiticos frente a
las de las muestras del test de migracion, a través de sus funciones de distribucion
ajustadas para cada uno de los cinco bisfenoles analizados, ha permitido establecer
que solo es posible distinguirlas con significacién estadistica para el caso del
bisfenol A. Para una probabilidad de falso positivo (a) igual a 0.05 y una probabilidad
evaluada de falso negativo (B) igual a 0.07, se puede afirmar que el BPA migra desde
los vasos de policarbonato analizados cuando la concentracion encontrada sea
superior a 0.49 ug L.
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