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1. RESUMEN

Los plasticos, en concreto el PET (polietileno tereftalato) debido a su gran inercia
quimica, se usan ampliamente para el envasado de alimentos, como el aceite de
oliva. En consecuencia, es importante determinar los posibles migrantes procedentes
de las botellas, especialmente aquellas coloreadas con masterbatches. Se requiere la
identificacion de estos migrantes, incluidas las sustancias agregadas
intencionalmente (IAS) y las sustancias agregadas no intencionalmente (NIAS), para
garantizar la seguridad de los alimentos.

En este estudio, la identificacion de migrantes polares de botellas de PET para el
envasado de aceite de oliva se realizo mediante cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas de alta resolucion (LC-HRMS), utilizando un enfoque
metabolomico no dirigido. Las estrategias de filtrado o reduccion de datos mediante
analisis estadistico facilitaron el procedimiento de identificacion de migrantes
inesperados presentes en los simulantes de alimentos, reduciendo el nimero de
analitos de mas de 4000 a 32. Una vez extraidas las masas mas relevantes se tratan de
identificar mediante toda la informaciéon de MS y MS/MS proporcionada por el
software analitico.

Finalmente, esta metodologia permitié la identificacién tentativa de ocho
migrantes, cuatro de ellos correspondiente a plasticos PET en general y los otros
cuatro restantes se detectaron unicamente en los envases de PET coloreados.

Palabras clave: Materiales en contacto con alimentos, espectrometria de masas de
alta resolucion, andlisis metabolomico no dirigido, simulantes alimentarios, aceite
de oliva.

2. ABSTRACT

Plastics, specifically PET (polyethylene terephthalate) due to their great chemical
inertness, are widely used for food packaging, such as olive oil. Consequently, it is
important to determine the possible migrants from the bottles, especially those
colored with masterbatches. Identification of these migrants, including Intentionally
Added Substances (IAS) and Unintentionally Added Substances (NIAS), is required
to ensure food safety.

In this study, the identification of polar migrants from PET bottles for olive oil
packaging was performed by liquid chromatography coupled to high resolution mass
spectrometry (LC-HRMS), using an undirected metabolomic approach. The
strategies of filtering or reducing data through statistical analysis facilitated the
identification procedure of unexpected migrants present in the food simulants,
reducing the number of analytes from more than 4000 to 32. Once the most relevant
masses are extracted, they are identified by means of all MS and MS/MS information
provided by analytical software.

Finally, this methodology allowed the tentative identification of eight migrants,
four of them corresponding to PET plastics in general and the other four were only
detected in coloured PET containers.
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Keywords: Food contact materials, high resolution mass spectrometry, non-
targeted metabolomic analysis, food simulants, olive oil.
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3. INTRODUCCION

3.1. ENVASADO DE ALIMENTOS

El mercado de envasado o embalaje de alimentos es un sector industrial muy
importante, aproximadamente igual en tamafio a la industria farmacéutica'. La
industria del envasado consigue tasas de crecimiento anuales del 3,5% y se prevé
que, en 2024, se alcance un volumen de negocio de casi 1.100 billones de doélares
estadounidenses. En Europa, esto representa una facturacion estimada de 100 mil
millones de euros por afio’.

Mas de un tercio de los materiales de embalaje de alimentos estan hechos de
pléastico, de hecho, durante los ultimos 15 afios la producciéon anual global de
materiales plasticos para embalaje se ha duplicado y se espera que siga creciendo en
los proximos afios®. También ha aumentado la variedad de envases para alimentos
con el desarrollo de nuevos materiales plasticos y modificaciones de (co)polimeros
para intentar adaptarse al estilo de vida actual.

Los polimeros utilizados con mayor frecuencia en el envasado de alimentos son
polipropileno (PP) y diferentes tipos de polietileno (PE); PE de baja densidad
(PEBD), PE de baja densidad lineal (PEBDL) y PE de alta densidad (PEAD)*. Otros
tipos de plasticos con alta demanda son el cloruro de polivinilo (PVC), el
poliestireno (PS) y el polietileno tereftalato (PET). Las poliamidas, mas precisamente
el nailon, se usan en volimenes menores, pero encuentran una aplicaciéon importante
debido a sus buenas propiedades de barrera y su elevada resistencia a la temperatura.

En las ultimas décadas, el PET (Figura 1) de cadena larga simple, que es un
poliéster compuesto por los mondmeros 4cido tereftdlico y etilenglicol*, se ha
convertido en uno de los polimeros méas cominmente utilizados para el envasado
gracias a su gran inercia quimica. Encuentra su aplicacion especialmente en el
envasado y almacenamiento de alimentos a temperatura ambiente (como aceites
comestibles, mantequillas y aderezos vertibles)’.

@) )
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Figura 1. Estructura quimica de polietileno tereftalato (PET).

Para conseguir las necesidades funcionales que exigen los materiales plasticos de
envasado de alimentos (como resistencia mecanica, buenas propiedades barrera,
buenas propiedades de sellado), se requieren a menudo materiales con estructuras
multicapa (Figura 2), ya que un solo tipo de polimero no puede conseguir todas las
propiedades que se precisan. Se fabrican mediante la combinacion de diferentes
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polimeros unidos por capas adhesivas, que en la mayoria de los casos estan hechas
con poliuretano4. Estos materiales también contienen muchos aditivos; lubricantes,
plastificantes, estabilizantes, absorbentes de rayos UV, antioxidantes, agentes
antiestaticos, colorantes, tintas, etc., que son necesarios para mejorar la calidad y las
propiedades de los productos finales.

POLYPROPYLENE

Physical Feod Contact Layer

© Heat Seal Surface

© Provides Fiexibility and Strength

NYLON
° Abrasion Resistance

~ ALUMINUM FOIL

Barrier Layer

© Protects from Light, Gases, Odors
© Extendls Shelf Life

POLYESTER

Outside Layer

© Excellent Printable Surface
© Provides Strength

Figura 2. Ejemplo de un material multicapa utilizado para empaquetar alimentos.
(Fuente: Hoppe M., 2016)*

Sin embargo, a pesar de sus ventajas, también puede producirse la transferencia de
contaminacion quimica de los materiales de envasado a los alimentos. La migracion
de materiales en contacto con alimentos (FCMs, por sus siglas en inglés, food contact
materials) podria ser, cuantitativamente, la mayor fuente de contaminacion de
alimentos, probablemente entre 100 y 1000 veces mas alta que la de los residuos de
pesticidas* (Tabla 1). Los materiales de envasado en contacto con los alimentos son
una fuente de contaminacion quimica subestimada en los alimentos.

Tabla 1. Comparacion entre pesticidas y sustancias quimicas provenientes de los
materiales de envasado (Fuente: Hoppe M., 2016)*

Pesticidas Materiales de embalaje
Numero de sustancias + 1500 Aproximadamente 100000
Nivel de contaminacion en el ngkg mg/kg
alimento
Evolucion toxicologica Si Para la mayoria no*

* Por no estar estudiadas.
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3.2. MIGRACION DE FCMs.

La migracion de componentes plasticos no solo puede afectar la calidad del
producto, sino que también constituye un riesgo para la salud del consumidor. Para
confirmar la seguridad de los materiales en contacto con alimentos, se requieren
metodologias analiticas para identificar los posibles migrantes.

3.2.1. Legislacion europea

La regulacion europea sobre materiales plasticos y articulos destinados a entrar en
contacto con alimentos (EU) N° 10/2011 tiene normas especificas para el uso seguro
de los materiales plasticos®. Este reglamento establece una lista positiva de las
sustancias autorizadas para su uso en los materiales de plastico (983 sustancias) y
proporcionan limites de migracién especificos (SML, por sus siglas en inglés,
Specific Migration Limit). Estas, son las llamadas sustancias agregadas
intencionalmente (mas conocido por sus siglas en inglés IAS, intentionally added
substances), como son el caso de mondémeros o aditivos. Pero, otras sustancias,
denominadas sustancias agregadas no intencionalmente (NIAS, por sus siglas en
inglés, non-intentionally added substances) no aparecen en la lista de ingredientes
permitidos. Las NIAS, son las sustancias que no se esperan encontrar en la
fabricacion de materiales en contacto con alimentos’, principalmente son impurezas
de las materias primas utilizadas para fabricar el plastico, pero también pueden estar
presentes como resultado de interacciones entre diferentes ingredientes en los
materiales de envasado, o ser productos de degradacion de los componentes del
material®. Normalmente, la degradacion se produce debido a procesos térmicos o la
irradiacion ionizante de los paquetes, que podria inducir reacciones quimicas
complejas a los aditivos del material de embalaje dando como resultado nuevas
sustancias, llamadas productos de radiolisis (RP) que son considerados NIAS®.

Actualmente, existe una preocupacion creciente respecto a la presencia de NIAS
en los alimentos, ya que se ha descubierto que migran de otros materiales en contacto
con alimentos, como son en papel y cartdn, revestimientos, metales y adhesivos,
ademas de en plasticos’ que es el material en el que se centra este trabajo.

La contaminacién por hidrocarburos saturados oligoméricos de poliolefina puede
surgir por el reciclaje de plasticos'’. Ademas, compuestos como las aminas
aromaticas primarias se liberan a partir de poliuretano (PU) o colorantes azo'l 12,
Diversos polimeros plésticos y adhesivos también han sido descritos como una
fuente de subproductos no intencionados®.

Actualmente existe un proceso bien establecido para que los fabricantes de
envases presenten un expediente a la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA, por sus siglas en inglés, European Food Safety Authority) para la evaluacion
de cualquier sustancia nueva que deseen agregar al Reglamento 10/2011. Se
requieren datos quimicos y fisicoquimicos detallados que caractericen la sustancia,
su proceso de fabricacion, las impurezas y el uso. Es necesario presentar su
comportamiento de migracion en las condiciones de uso previstas, asi como un



8 Eva Jambrina Hernandez

expediente de datos toxicolodgicos prescrito, dependiendo tanto de su potencial de
migracion como de la presencia de alertas estructurales en su estructura quimica'>,

Segun esta legislacion, para sustancias no autorizadas, como es el caso de las
NIAS, su migracién no debe exceder un nivel de 0.01 mg / kg de alimento®.

3.2.2. Analisis de IAS y NIAS

Con el fin de garantizar que el uso de plastico en envases en contacto con
alimentos sea seguro, tanto IAS como NIAS deben evaluarse, ya que pueden
transferirse a los alimentos, lo que conlleva un aumento de las preocupaciones con
respecto a la seguridad alimentaria. Sin embargo, el andlisis de migrantes
desconocidos, como es el caso de la NIAS, es muy complejo y supone un gran
desafio. Esto, puede explicarse por el hecho de que la composicion de las
formulaciones utilizadas en la fabricacion de materiales de empaquetado a menudo
es desconocida y compleja (materiales multicapa), asi como la gran cantidad de
clases quimicas de sustancias existentes, la falta de estandares analiticos para la
mayoria de ellas y que muchas de estas sustancias (por ejemplo, oligdmeros) no
estan incluidas en las bases de datos de compuestos quimicos o espectrales'®.

Desde un punto de vista analitico, la identificacion de migrantes desconocidos o
inesperados, como los NIAS e IAS (si se desconoce la composicion quimica
detallada del envase), requiere el uso de técnicas analiticas avanzadas altamente
sensibles y enfoques de deteccion no dirigidos o “non-target”. Este enfoque consiste
en determinar el mayor niimero posible de migrantes en el material. En este sentido,
la espectrometria de masas de alta resolucion (HRMS, por sus siglas en inglés, High
Resolution Mass Spectrometry) se ha convertido en una tecnologia muy poderosa
para caracterizar los materiales de envasado de los alimentos. Esta plataforma
instrumental proporciona mediciones de masa exacta, en el barrido completo de
masas, con una alta sensibilidad. Permite la identificacion tentativa de la estructura
quimica de compuestos desconocidos en base a su masa exacta y a la informacion
sobre los patrones de fragmentacion proporcionados por los espectros de masas del
ion precursor. Por lo tanto, el uso de técnicas analiticas avanzadas altamente
sensibles en combinacidn con estrategias de analisis utilizadas en metabolémica, son
una herramienta muy poderosa para la identificaciéon de compuestos desconocidos
transferidos por los materiales utilizados para el envasado de alimentos.

Durante los ultimos afios, el nimero de publicaciones sobre métodos analiticos
para la identificacion de migrantes desconocidos en materiales de empaquetado de
alimentos ha ido creciendo exponencialmente*.

3.2.3. Simulantes alimentarios

Es importante sefialar, que, dada la complejidad de las matrices de alimentos, que
pueden enmascarar los contaminantes y hacer los analisis muy tediosos, el analisis de
migrantes en los materiales de embalaje de los alimentos se suele hacer utilizando los
llamados simulantes alimentarios, que son medios de ensayo que imitan un alimento.
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En su comportamiento, el simulante alimentario imita la migracion a partir de
materiales en contacto con los alimentos. La migraciéon de los contaminantes del
material de embalaje al alimento varia dependiendo del tipo de alimento (graso,
acido, acuoso, sélido, etc.), y esto lo contempla la regulacion europea a la hora de
asignar los simulantes alimentarios utilizados para cada caso®. En la Tabla 2, se
puede ver un resumen de los diferentes simulantes alimentarios que la legislacion
europea asigna para los ensayos de migracion de los materiales plasticos en contacto
con los alimentos. Esta regulacion también establece el tiempo de contacto y
condiciones de los ensayos de migracion en cada situacion.

Tabla 2. Relacion de simulantes alimentarios establecidos en la legislacion
europea.

Abreviatura Simulante Tipos de alimentos
Simulante A Etanol 10% Alimentos hidrofobicos
Simulante B Acido acético 3% Alimentos hidrofébicos con pH < 4.5
Simulante C Etanol 20% Alimentos hidrofobicos con alcohol
<20%
Alimentos lipofilicos, alimentos con
Simulante D1 Etanol 50% alcohol > 20% y aceites en emulsiones
acuosas.

Alimentos lipofilicos con grasas

imulante D2 Aceit tal - i
Simulante ceite vegeta libres en la superficie

Simulante E Tenax Alimentos secos

La EFSA (por sus siglas en inglés, European Food Safety Authority) también
contempla como alternativa al simulante D1, el uso de etanol con un porcentaje mas
alto 95%, para muestras complejas como es el caso del aceite de oliva '°.

3.3. ENVASADO DE ACEITE DE OLIVA

El aceite de oliva es el extracto natural que se obtiene del fruto del olivo. El olivo
es un cultivo arbdreo, clasificado dentro de la especie Olea europaea L.,
caracteristico de la Cuenca Mediterranea'®.

Europa es el primer productor, exportador y consumidor de aceite de oliva en el
mundo, con una participacion del 66% del consumo mundial. En el periodo
2015/2020 (Figura 3) dentro de la Union Europea (UE), se produjeron dos millones
de toneladas aproximadamente entre Espaiia, Italia y Grecia (94.23% de la UE)"".
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Figura 3. Tasa de mercado mundial de los principales productores de aceite de
oliva desde la cosecha del 15/16 al 19/20 (Fuente: Fernandez-Lobato L., 2021)’

Existen diferentes tipos de envase para el almacenamiento del aceite de oliva,
entre ellos envases de cristal y en lata, pero el uso de los envases de plastico ha
crecido en todo el mundo. Se utilizan envases de plastico en diferentes formatos, el
mas utilizado es el plastico duro (PET), aunque estdn surgiendo nuevos tipos de
envasados, como los envases o bolsitas monodosis, o el sistema Bag-in-Box®,
considerado el envase que mejor conserva las propiedades del aceite de oliva virgen
extra en almacenamientos prolongados, en este formato el aceite se almacena en una
bolsa doble de material plastico formada por PE y materiales multicapa.

Como se ha mencionado, el uso de PET como material para la fabricacion de las

botellas de Aceite de Oliva Virgen Extra (AOVE) es el mas utilizado, esto se debe a
las ventajas que ofrece:

e Material relativamente inerte.

e Ligero, brillante y claro.

e Buen rendimiento quimico y mecanico.

e Conversion de vidrio o lata de metal.

e Irrompible.

e Libertad en el disefio, forma, mango, capacidad, ...

e Buena proteccion contra la luz UV con el uso de masterbatch verde/ambar.
e Buena vida util'®.

El aceite de oliva es un producto natural sensible a la luz y al oxigeno. La
oxidacion del AOVE puede ocurrir de dos formas principalmente: auto-oxidacion y
foto-oxidacion. El oxigeno en el aire y disuelto en el AOVE no es muy destructivo
en si mismo, sin embargo, la presencia de oxigeno y luz si es una mala combinacion
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debido a las reacciones de oxidacion destructivas que pueden desencadenarse. Para el
AOVE, el limite oficial europeo para la cantidad de oxigeno presente es de 20 mEq /
kg!®,

En la Figura 4 se observa un espectro en el que se muestra que el AOVE absorbe
mucho en el rango de los rayos UV (100 — 400 nm) una vez que se ha producido la

oxidacion'’.

0 00 ' ' Y 1
|
0 SO0 l. Olive Ol Lample & C—
\ Olive Oil Sample 4 —
Extra Virgin Sample 3
\ Cwtrn Viegie Sample 2
f Extea Viegin Sample 1
D 600 ‘
|
. \
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Figura 4. Absorcion del AOVE en la zona del UV. (Fuente: SIPA Packaging
Development, https://www.sipasolutions.com/)'8

Por este motivo, las botellas de PET necesitan ser coloreadas con un masterbatch
que reduce la cantidad de luz UV que pasa a través de su pared y encontrar el color
6ptimo que brinde la mejor proteccion contra este tipo de luz'®.

3.3.1. Masterbatches

El método mas extendido, simple y econdémico de colorear y/o modificar las
propiedades de los plasticos, es el uso de colorantes plasticos o masterbatches, que
deben ser compatibles con el tipo de plastico matriz.

Un masterbatch estd formado por una matriz plastica en la que se integra una alta
proporcién (entre el 50 y el 80%) de pigmentos, colorantes, agentes dispersantes y
otros aditivos. Los masterbatches, en forma de granza o granulada, se afiade al
polimero (también en forma de granza) durante el proceso de transformacion
(moldeo por inyeccion, extrusion...) en una proporcion aproximadamente del 3% de
su peso total.

Se estima unas 360.000 toneladas de consumo anual de masterbatches en el
dmbito Europeo'®.
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El uso de masterbatches presenta una serie de ventajas frente al uso de colorantes
en forma de polvo o liquido:

e Limpieza en el area de produccion. A diferencia de los pigmentos en
polvo, el masterbatch no mancha ni es volatil, por lo que el entorno de
trabajo se encontrara limpio y libre de contaminacion.

e (Gran uniformidad debido a una optima dispersion del pigmento.

e Facil manipulacion. El hecho de que el masterbatch se encuentre en forma
de granza facilita su manipulacion.

e Dosificacion. La granza no se adhiere a la pared de la tolva, por lo que se
permite la dosificacion automatica.

e Reduccién de las lineas de flujo en colores perlescentes y metélicos
gracias a la mejora de la dispersion.

e Reduccion en la absorcion de humedad. Los masterbatches tienden a
absorber menos la humedad e incluso algunos a ser practicamente
impermeables.

e Limpieza rapida debido a que no se genera polvo en el proceso?’.

En contraposicion, la preparacion requieren mucho tiempo y son costosas de
realizar, ya que se deben ajustar para cada tipo de plastico La eleccion incorrecta del
material de soporte puede provocar inmiscibilidad y, con ello, graves problemas
durante el proceso de coloracion y las formulaciones inadecuadas pueden provocar la
formacion de depositos en las herramientas®!.

3.4. ANALISIS METABOLOMICO

3.4.1. Metabolomica

El neologismo omico (del inglés, omics) derivado del griego, se define
actualmente como «idea de totalidad o conjunto». Este término ha sido acufiado a
nuevas disciplinas cientificas, como son la genémica, protedmica y metabolémica??.
Las omicas son ciencias holisticas, que significa que consideran el mayor nimero de
variables posibles, para posteriormente extraer la informacioén verdaderamente util y
trabajar en su conjunto®.

En el caso que nos ocupa, la metabolémica, se considera la tltima disciplina en la
cascada de las 6micas, la mas cercana al fenotipo®*. Se encarga de la caracterizacion
de los metabolitos de moléculas pequefias pertenecientes a los sistemas biologicos y
puede suministrar una descripcion general del estado metabolico junto a los procesos
bioquimicos globales asociados con un sistema celular o bioldgico.

La importancia del estudio de los metabolitos se remonta al 1500-2000 a.C.,
cuando en la medicina china y en la Ayurveda (practicada en la India) usaban
insectos para detectar altos niveles de glucosa en la orina de los pacientes. Se puede
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considerar que el primer experimento de metabolomica fue realizado por Linus
Pauling en el ano 1971, el cual analiz6 alrededor de 250 metabolitos en muestras de
aliento y orina. Gracias a esto, surgi6 la idea de “a partir de un patrén generado por
un elevado nimero de metabolitos en un fluido biologico se puede recoger
informacion sobre el estado de un sistema bioldgico complejo”. Sin embargo, fue en
1999 cuando Jeremy K. Nicholson acufi¢ el término metabolomica para cuantificar a
través del estudio del conjunto de metabolitos el estado de un ser vivo debido a su
informacion genética o a un cambio externo®*.

Desde entonces, el uso de la metaboldmica ha crecido exponencialmente, de tal
forma que se han publicado mas de 11.348 articulos en PubMed y mas de 9.458 en
Scopus con el término metabolomic entre los afos 2020 y 2021. Es aplicada en areas
tan diversas como el estudio de enfermedades, el desarrollo de farmacos, la ciencia
forense, el analisis medioambiental, la nutricion o la toxicologia, entre otros>,

En general, la metabolomica o el andlisis de metabolitos o analitos,
principalmente el de pequefias moléculas orgéanicas, es una ciencia multidisciplinar.
Se define asi, ya que es necesario integrar los conocimientos de varias areas
cientifica, entre las que se incluyen la ingenieria electronica para el procesamiento de
sefales espectrales, la quimica analitica y organica para la deteccion y
caracterizacion de los metabolitos, la bioestadistica y fisica estadistica para el
analisis de datos, especialmente la computacional que es los que permiten hoy en dia
el perfilado masivo de metabolitos, y la bioquimica para la interpretacion bioldgica
de los resultados* %

Las dos plataformas tecnologicas mas utilizadas para la identificacion y
cuantificacion de metabolitos son la resonancia magnética nuclear (RMN) y la
espectrometria de masas (MS, por sus siglas en inglés, Mass Spectrometry). Esta
ultima casi siempre se utiliza en combinacion con técnicas de cromatografia, como la
cromatografia liquida (LC-MS, por sus siglas en inglés, Liquid Chromatography -
Mass Spectrometry) o la cromatografia de gases (GC-MS, por sus siglas en inglés,
Gas Chromatography - Mass Spectrometry)*’ y se aplica tanto para metabolitos
mayoritarios como minoritarios, a diferencia de RMN que solo se aplica a
metabolitos mayoritarios. Cada una de ellas presenta una serie de ventajas y
limitaciones, las cuales se exponen en la Tabla 3.



14 Eva Jambrina Hernandez

Tabla 3. Plataformas tecnologicas mas utilizadas para la identificacion y
cuantificaciéon de metabolitos: ventajas y limitaciones. (Fuente: Bujak. R y col.,
2014)%

Plataforma Ventajas Limitaciones

Alta sensibilidad.

. ‘ Cuantificacion baja.
Amplio rango de deteccion.

Baja reproducibilidad.

MS Fécil identificacion de metabolitos- Destructivo
. g vo.
base de datos disponibilidad.

Requisitos de alto

Posibilidad de acoplar con técnicas
volumen de muestra.

de separacion.

Baja sensibilidad.
Rapido. Multiplicidad de la
No destructivo. resonancia.
RMN Alto rendimiento. Dificultad de
Manipulacién minima de muestras. cuantificacion-ruido
Posible andlisis de tejidos. quimico y superposicion
de sefiales.

En la actualidad, la Espectrometria de Masas ha sido considerada como la mejor
opcidn para llevar a cabo los estudios de perfiles de masas, principalmente debido a
los avances tecnologicos que se han producido en este campo, como en el progreso
en el desarrollo de analizadores de masas de alta resolucion (QTOF-MS y Orbitrap-
MS) y en la cromatografia de alta resolucion (HPLC y UHPLC).

3.4.2. Flujos de trabajo en Metabolomica

El primer paso para llevar a cabo un experimento de metabolémica es determinar
el tipo de metabolito o analitos que se requiere medir®’. Este, puede dividirse en dos
enfoques diferentes: metabolomica dirigida (targeted) y no dirigida (non-targeted)™.

El enfoque dirigido (fargeted) es el que trabaja con metabolitos conocidos y
esperados, en los cuales se conoce la formula y los posibles aductos, mediante la
utilizacion de estandares analiticos para la cuantificacion exacta de estos. En este
método, se utiliza una sefal especifica de cada metabolito para cuantificar con
precision la concentracion de un numero limitado de metabolitos. La preparacion de
la muestra y los ajustes Optimos de los instrumentos son elementos clave para la
cuantificacion precisa de los metabolitos seleccionados’®. Las principales ventajas
para el uso de MS y RMN en este tipo de enfoque en los estudios de metabolomica
son su especificidad, reproducibilidad cuantitativa, alta sensibilidad (limites de
deteccion y cuantificacion muy bajos) y alto rendimiento?®.
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El enfoque no dirigido (non-targeted) tiene el objetivo de medir simultdneamente
tantos metabolitos como sea posible y para los cuales no existen estandares quimicos
a priori *°. Se puede dividir en dos subgrupos:

1. La detecciéon de sospechosos (suspects screening) en el cual la
composicion elemental, la formula y la estructura pueden predecirse e
identificarse, pero la confirmacion con estandares no es posible, es decir,
se parte de una lista de posibles sospechosos y se consigue una
identificacion tentativa.

2. La deteccion de desconocidos (unknown screening) el objetivo es la

identificacion de analitos de sefiales desconocidas y no se conoce ninguna
informacion previa sobre la presencia de estos metabolitos. Es necesario el
uso de Bases de Datos de estructuras quimicas o espectrales’’.

En ambos casos, el conjunto de datos a tratar son complejos y requiere de técnicas
analiticas mas avanzadas. La metabolomica no dirigida estd limitada a obtener
informacion cualitativa y semi-cuantitativa, se trata de la estrategia adecuada si el
objetivo del estudio es la clasificacion de muestra y/o la busqueda de biomarcadores
o compuestos desconocidos®.

3.4.3. Metabolomica no dirigida

Como se ha indicado anteriormente, el enfoque no dirigido tiene el objetivo de
identificar metabolitos que no se han prefijado previamente. Debido a la escasa
informacion sobre los posibles metabolitos presentes en la muestra, el flujo de
trabajo de este tipo de estudio es mas complejo en comparacion con el de un estudio
dirigido. En la Figura 5, se muestra de una forma esquematizada las etapas a seguir
y que, posteriormente, se describirdn con mas detalle.

8. Interpretacion
de resultados.

3. Extraccion de
analitos.

Figura 5. Flujo de trabajo para un estudio metabolomico no dirigido.
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Etapa 1. Disefio del experimento: cualquier estudio en Metabolomica debe

comenzar con un disefio adecuado del experimento cuyo objetivo es garantizar que
los datos obtenidos tengan la suficiente relevancia y significancia estadistica para
llevar a cabo una interpretacion adecuada de los resultados®. Es importante definir el
nimero 6ptimo de muestras y elegir un grupo control adecuado, etc.

Etapa 2. Seleccién y recogida de muestras: para el éxito de un estudio
metabolomico debemos tener en cuenta diversos factores desde un principio. Por
ejemplo, el criterio de seleccion (donde, cuando y como obtener las muestras) y un
plan de conservacion de la muestra (temperatura, luz o aditivos).

Etapa 3. Extraccion de metabolitos o analitos: las matrices utilizas en estudios
metaboldmicos pueden ser muy complejas, por lo que se debe realizar un paso previo

de tratamiento de la muestra antes de llevar a cabo el andlisis. Los protocolos de
preparacion de muestras ideales son répidos, no selectivos, simples (pocos pasos) y
reproducibles; al tiempo que deben garantizar la vision mas completa posible de la
diversidad de los metabolitos en la matriz.

Etapa 4. Separacion y deteccion: el avance de las técnicas analiticas lo largo de la
historia estd ligada al avance de la metabolémica. Hoy en dia, las dos técnicas
utilizadas para la identificacion y cuantificacion de metabolitos son, como se ha
dicho en el apartado 3.2.2., la resonancia magnética nuclear (RMN) y la
espectrometria de masas (MS).

La RMN es una técnica muy robusta y versatil, no destructiva, que permite la
medida de un gran nimero de metabolitos de forma fiable y repetitiva, partiendo de
un proceso de acondicionamiento de la muestra muy sencillo y con un nivel muy alto
de automatizacion.

La MS permite el anélisis de numerosos analitos en matrices complejas y se basa
en la generaciéon de iones correspondientes a las moléculas de los analitos que
constituyen las muestras, para posteriormente, determinarlos de acuerdo con su
relacion m/z. De esta forma, los espectros de masas suministran informacion de la
estructura de las especies moleculares, relaciones isotopicas de los atomos de las
muestras y la composicion cuali/cuanti-tativa de los analitos, por lo que se
consideran como una “huella dactilar” del producto.

A dia de hoy, el acoplamiento de la espectrometria de masas a una técnica de
separacion es uno de los enfoques mas eficientes en el campo de la metabolémica®*.

En la GC-MS los analitos deben ser suficientemente volatiles, térmicamente
estables y poco polares. Esta modalidad permite obtener un espectro caracteristico y
se caracteriza por su alto poder de separacion, reproducibilidad y la posibilidad de
poder comparar los datos obtenidos con bibliotecas de datos espectrales de masas,
esta posibilidad ayuda enormemente a identificar los metabolitos. La principal
limitacién de esta técnica, son los requerimientos de los analitos, los cuales, en
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algunas ocasiones se pueden cumplir mediante reacciones de derivatizacion®> 34,

Principalmente se emplea ionizacion por impacto electronico (EI, por sus siglas en
inglés, Electron Impact) o ionizacion quimica (CI, por sus siglas en inglés, Chemical
lonization), columnas capilares con fase estacionaria de baja o media polaridad y
rampas de temperatura35.

En el caso de la LC-MS se utiliza para el analisis de analitos polares y semi-
polares. Se consigue la separacion, identificacién y cuantificacion de un namero
elevado de analitos gracias la gran variedad de tipos de columnas y fases moviles.
Actualmente, la opcion mas empleada en metabolomica es la cromatografia liquida
de ultra alta resoluciéon (UHPLC, por sus siglas en inglés, Ultra High Perfomance
Liquid Chromatography), permitiendo realizar separaciones mas eficientes debido a
la disminucion del tamafio de particula de la fase estacionaria (valores inferiores a 2
um) consiguiendo mejorar la reproducibilidad de la separacion, aumentar la
sensibilidad y resolucion de pico. En contra posicion, no hay librerias comerciales
disponibles tan extensas como en el caso de la GC y puede existir efecto matriz.’> 34,
Las fuentes de ionizacion usadas en LC-MS son la ionizacion por electrospray (ESI,
por sus siglas en inglés, Electrospray lonization) y la ionizacidon quimica a presion
atmosférica (APCI, por sus siglas en inglés, Atmospheric Pressure Chemical
ionization) dependiendo de la naturaleza de los analitos se seleccionara una u otra’®
como se observa en la Figura 6.

L0, 000
= E5l
'¥ 10,000
E
2 APPI
% 1000 !
= ARCI

oo
Nanpolar Viery palar
Polarity

Figura 6. Aplicacion de técnicas de ionizacion a presion atmosférica para analitos
en funcion a la polaridad y peso molecular (Fuente: Wang C., 2015)*’

La espectrometria de masas de baja resolucion (LRMS) no permite la distincién
entre compuestos con férmulas moleculares muy similares o compuestos isobaricos,
ya que la resolucion no es suficiente (ventanas de masas de ~ 1 amu), ademas,
presenta una sensibilidad baja en el modo de barrido de masas completo o full scan.
Por ambos motivos, la capacidad de LRMS queda limitada para el estudio de
compuestos non-target*s.



18 Eva Jambrina Hernandez

Por lo cual, en Metaboldmica se emplea sobre todo la espectrometria de masas de
alta resolucion (HRMS) ya que cubre una mdas amplia variedad de compuestos,
utilizando una combinacion de andlisis de compuestos target y non-target.
Proporciona una resolucion mas alta (> 10000), una masa molecular exacta y una alta
sensibilidad en modo full scan, permitiendo separaciones cromatograficas menos
estrictas y mejorando la capacidad de detectar analitos en concentraciones bajas.

Los principales analizadores de masas de alta resolucion son el tiempo de vuelo
(TOF, por sus siglas en inglés, Time Of Flight) y el Orbitrap®. Aunque a menudo,
también se combinan diferentes tipos de analizadores para lograr un rendimiento
superior, como el cuadrupolo-TOF (Q-TOF) o la trampa de iones lineal cuadrupolo-
Orbitrap (LTQ-Orbitrap)*°.

El analizador TOF tiene forma de tubo, como se muestra en la Figura 7. En ¢€l,
una vez producida la ionizacion de la muestra en la fuente, se aplica un potencial de
retardo (de igual signo que el de los iones) evitando la dispersion de los iones en la
entrada del analizador. Posteriormente se aplica un voltaje de extraccion
consiguiendo que todos los iones salgan de la fuente simultdneamente y pasan por un
campo electrostatico acelerador adquiriendo una elevada energia cinética que les
impulsa a través del tubo de vuelo hacia el detector. De este modo, los iones llegaran
a detector a distintas velocidades en funcion de su relacion m/z, como se muestra en
la siguiente férmula:

1 E = energia cinética
E==m- 2 m = masa del i6n
2 v= velocidad

Los iones mas ligeros golpean el detector antes que los iones mas pesados. La
resolucion del instrumento estd determinada por la longitud del tubo de vuelo, cuanto
mas largo sea este mayor resolucion tendra.

Detector SEEEEEEEEE
Pulsing SsEEEmEnE
Source
lon Path .
I I PR :;Jn {-'ocusmg
i R lon Mirror
—
™
hwbolinbe mm TurbolonSpray™ Source
Heater dwwm  (C Pump Connection

Figura 7. Analizador TOF. (Fuente: Apuntes Master Laboratorio Avanzado de
Quimica, asignatura Espectrometria de Masas)*
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Etapa 5. Procesamiento de datos: ya que el objetivo es la deteccion del mayor

nimero de metabolitos posible, y ademds, en un niimero elevado de muestras, el
procesado previo de los datos es de suma importancia. Cualquier estudio
metabolémico generara una gran matriz de datos con miles de variables, como son
m/z, tiempo de retencion e intensidad de pico. Las herramientas bioinformaticas
desempefian aqui un papel muy importante cuyo principal objetivo es el desarrollo de
estrategias Utiles para la conversion de los primeros datos obtenidos en el analisis en
informacién util*.

En la actualidad existe un gran numero de softwares, tanto de acceso libre
(XCMS, MZmine) como desarrollados por los propios fabricantes de sistemas MS
(MassHunter, Agilent; MarkerLynx, MarkerView).

El procesamiento de datos metabolomicos obtenidos por MS (tanto, GC-MS, LC-
MS y CE-MS) tipico consta de varias etapas:

1) Deteccion de picos: se debe llevar a cabo la identificacion de todas las senales
presentes en los perfiles metabolomicos causadas por metabolitos reales,
eliminando senales falsas. Para ello, deben ser filtrados para reducir el ruido
instrumental y seleccionar los picos por encima de una relacion sefial-ruido
consensuada™®.

2) Alineamiento: realizar un desplazamiento de los picos para corregir las
diferencias en el tiempo de retencion (tr) y exactitud de masas de los picos
espectrales detectados en todas las muestras.

3) Normalizacion: eliminacion de fuentes de variacion sistematica entre muestras
(como son los cambios en la sensibilidad instrumental, diferencias en el factor de
dilucién de las muestras, etc) con el fin de garantizar que los distintos
cromatogramas sean comparables®.

4) Transformacion de los datos: se trata de realizar la conversion no lineal de los
datos, por ejemplo, la transformacion logaritmica y la transformacion raiz cubica
y se aplican para corregir la heterocedasticidad*!.

5) Escalado: consiste en dividir cada variable por un factor, llamado factor de
escala y que es, diferente para cada variable. El objetivo es reducir la importancia
relativa de las variables mayoritarias frente a las minoritarias®>. Hay varios tipos:
Autoescalado, Escalado de Pareto, Escalado por rango y Centrado en la media, el
método mas utilizado en Metabolomica es el Escalado de Pareto, en el cual el
factor de escalado es la raiz cuadrada de la desviacion estandar de cada variable,
de esta forma, se reduce la importancia de las variables mas grandes que se
corresponden con los metabolitos mayoritarios.

Etapa 6. Andlisis estadistico: cuyo objetivo es detectar diferencias entre grupos
de muestras a nivel quimico (biomarcadores) y categorizar compuestos de acuerdo a
su importancia relativa para la diferenciacion de muestras. En esta etapa se utiliza la
quimiometria.
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cudles son las variables responsables de tal separacion (Figura 8

%3]

Quimica, asignatura Laboratorio de Andlisis Metabolémico

Hay que distinguir entre dos métodos estadisticos:

1))

2)

Univariantes, en los que Unicamente se utiliza la informacion de cada
variable (analito). Dentro de este grupo podemos encontrar el analisis de
varianza (ANOVA, por sus siglas en inglés, ANalysis Of VAriance) y la
prueba t de Student.

ANOVA es una prueba a nivel global que permite contrastes de igualdad de
medias de varios grupos experimentales (mas de dos), solo habla de si existen
o no diferencias a nivel global entre las medias, pero no dice entre cuales se
produce la diferencia.

La prueba t de Student se emplean para ver diferencias sobre la media de una
poblacion normalmente distribuida, cuando el tamafio de muestra es pequeio
(>30) y la desviacion estandar (o) es desconocida®.

Multivariantes, son los que utilizan la informaciéon de multiples variables.
En Metabolomica los mas empleados son el Analisis de Componentes
Principales (PCA, por sus siglas en inglés, Principal Components Analysis) y
el Anélisis Discriminante de Minimos Cuadrados Parciales (PLS-DA, por sus
siglas en inglés, Partial Least Square Discriminant Analysis).

El PCA se clasifica dentro de los métodos estadisticos multivariantes no
supervisados, es decir, el algoritmo no tiene informacién previa sobre las muestras,
por lo que se proporciona una vision global de los datos y se emplea en la evaluacion
y optimizacion de los distintos parametros del procesado. Cada punto representa
graficamente a cada muestra medida. Los diagramas de scores de un andlisis PCA
permiten observar la relacion entre muestras (qué muestras se parecen mas entre si o
si existen algunas muy diferente al resto) mientras que los diagramas de loadings
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Figura 8. Representacion del grafico de scores (izquierda) y de loadings
(derecha) de un analisis PCA. (Fuente: Apuntes de Master Laboratorio Avanzado de
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La posicion de los grupos en una direccion dada en el grafico de scores se ve
influenciada por las variables loadings que se encuentran en la misma direccion en el
grafico de loadings, es decir, los loadings mas alejados del centro de la grafica
representan las 4areas espectrales que tienen una mayor influencia en la
discriminacién observada.

En cambio, el PLS-DA estd dentro de los métodos multivariantes supervisados,
por lo que el algoritmo si dispone de informacion previa sobre las muestras. De esta
forma, es posible entrenar al modelo y que pueda generalizar la clasificacion a partir
de muestras desconocidas. Este andlisis es adecuado para el caso de existir mas
indicadores que observaciones y cada compuesto posee un valor t-score que
representa su impacto en la prediccion*.

Etapa 7. Identificacion de candidatos: esta es la etapa mas larga y laboriosa, de
hecho, hoy en dia es el cuello de botella de la metabolémica basada en LC-MS?*,

Una vez aplicadas las estrategias de reduccion de datos hay que centrarse en la
identificacion de un grupo reducido de masas. Hay dos objetivos de estudio diferente
en el cribado de compuestos non target:

1. Para el andlisis de sospechosos con informacion a priori de
caracterizacion quimica disponible en bases de datos y literatura, pero sin
estandares de referencia

2. Para el andlisis de desconocidos, sin informacion a priori ni
caracterizacion quimica en bases de datos o estandares de referencia, por
lo tanto, es necesaria la elucidacion de la estructura de productos
quimicos a partir de datos HRMS.

En ambos casos, para la identificacion de analitos implica procesar todos los datos
disponibles de los espectros MS y MS/MS (féormula molecular, patron de is6topos y
fragmentos), la utilizacion de bases de datos de compuestos y busqueda de
informacién en la literatura®’.

El primer paso a dar para la identificacion tentativa de analitos es la determinacion
de la composicion de la formula elemental a partir de la medicion de masa exacta de
los iones representativos del espectro full scan mediante un software generador de
formulas empiricas. Esta formula estard vinculada a una estructura quimica, la cual
serd proporcionada gracias a sitios web con bases de datos de compuestos quimicos
como ChemSpider, SciFinder o PubChem, que contienen estructuras y propiedades
de millones de productos quimicos organicos naturales y sintéticos, o bibliotecas de
espectros de masas en linea como son NIST* o las enumeradas en la Tabla 4.
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Tabla 4. Principales bases de datos o bibliotecas espectrales publicas (Fuente:
Yanes. 0)*’

Base de datos

puiblica Descripcion
www.hmdb.ca/
HMDP Espectros de LC-MS, GC.MS y RMN de > 10000
compuestos
METLIN https://metlin.scripps.edu/

Espectros de LC-MS de > 13000 compuestos
https://fiehnlab.ucdavis.edu/projects/LipidBlast
LipidBlast Espectros de MS de > 25 clases de lipidos
predecidos in silico
www.lipidmaps.org/
Contiene > 40000 estructuras lipidicas tnicas
https://www.mzcloud.org/
mzCloud Espectros de LC-MS en MS" muy bien anotados
de £ 3000 compuestos
www.massbanck.jp/

LipidMaps

Mass Banck Espectros de LC-MS y GC-MS de + 3000
compuestos
GMD https://gmd.mpimp-golm.mpg.de/

Espectros de GC-MS de > 1400 compuestos
https://gnps.ucsd.edu/
Espectros de LC-MS de > 3000 compuestos

GNPS

Seguidamente hay que evaluar si existe un vinculo entre los iones producto
detectados en el espectro MS/MS con los generados a partir de los candidatos a
estructuras quimicas. Esta tarea se puede realizar con un software analitico que
utiliza algoritmos quimicamente inteligentes para ver si los fragmentos obtenidos
experimentalmente coinciden con los fragmentos del candidato propuesto, como
MassHunter (Agilent Technologies) o Analytics (Sciex).

Finalmente, el ultimo paso para la seleccion final de los candidatos propuestos es
la informacion previa esencial sobre los casos de estudio™®.

Etapa 8. Interpretacioén de resultados: Una vez realizada la identificacion tentativa
de los analitos de interés, es interesante vincular la informacion previa de los casos
de estudio con el analitos identificado. En el caso concreto de materiales de
envasado, es importante la informacion sobre la composicion del material y el

proceso de fabricacion, asi como la revision bibliografica®’. En cualquier caso, la
informacion obtenida puede dar lugar a hipotesis.
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3.4.4. Modos de adquisicion de datos en espectrometria de masas

Antiguamente, los protocolos tipicos en los andlisis de metabolomica no dirigida
mediante MS se basaban en los analisis full scan para poder deducir los metabolitos
de interés, para luego realizar una identificacion tentativa mediante espectrometria de
masas en tandem. Este procedimiento es largo y tedioso, en la actualidad, gracias a
los avances en los analizadores HRMS como son un mayor rango dindmico y una
mejora en la tasa de adquisicion y sensibilidad, estdn apareciendo protocolos de
adquisicion de datos integrados capaces de detectar, cuantificar y caracterizar
estructuralmente mediante experimentos de MS? en un solo paso®. En la Figura 9 se
muestra de forma esquematizada el flujo de trabajo de los dos modos de adquisicion
de datos que se empleardn en este trabajo, IDA (por sus siglas en inglés, Information
Dependend Acquisition) y SWATH (por sus siglas en inglés, Sequential Windowed
Acquisition of All THeoretical MS) y que seguidamente se explicaran en mas detalle.

2
L ]

<
o
o
A Y

[ 1 H L
m/z
l Lol
t m/z
|14 /1
v p
' | 4| ¥ l
- ‘ 1+2|‘
‘ ; ” ||Il1|l|"
L1y 3 T
m/z ,
‘ |
2 v
‘ Lh1d Ly 5
m/z m/z

Figura 9. Esquema de los flujos de trabajo de adquisicion de DDA y SWATH.
(Fuente: Fenaille F. y col., 2017)*%

En la adquisicion dependiente de datos (DDA, por sus siglas en inglés, Data-
Dependent Acquisition), también conocido como modo de adquisicion dependiente
de informacion (IDA), el instrumento MS cambia automaticamente de MS de barrido
completo a MS/MS cuando los iones precursores superan un umbral de intensidad
predefinido o cualquier otro criterio de seleccion previos como puede ser el patron de
isotopos, el defecto de masa, o la presencia de iones de diagndstico o pérdida neutra
caracteristica en los espectros de MS2. Se obtiene espectros de masas en tindem con
buena calidad y minimas interferencias, ya que solo los iones que cumplen con los
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criterios seleccionados estaran fragmentados. A expensas de esto, se obtendra baja
reproducibilidad analitica y la pérdida de iones precursores relevantes, favoreciendo
la seleccion de las especies mas abundantes / intensas®.

El modo de adquisicion de datos independiente (DIA, por sus siglas en inglés,
Data-Independent Acquisition) proporciona informacion de iones de fragmentos de
manera no selectiva*. Se dispone de diferentes formas para generar datos DIA, pero
el mas empleado es el modo SWATH. Este enfoque divide una amplia gama de
masas de precursores en varias ventanas, normalmente de 20 a 25 m / z, generando
sus propios espectros de MS/MS*. La misma ventana se fragmenta una y otra vez
en cada ciclo, con un tiempo de ciclo de 2-4 segundos por ventanas de adquisicion,
durante toda la separacion cromatografica’’. Conserva los beneficios de
MS/MSAL pero aumenta la selectividad al mismo tiempo mediante el uso de
multiples ventanas secuenciales de iones precursores*’, ademds de permitir la
cuantificacion, la cual es comparable a la que se obtiene con el modo Monitoreo de
reacciones multiples (MRM, por sus siglas en inglés, Multiple Reaction
Monitoring)*'.

3.4.5. Control de la calidad de los resultados

Para garantizar la consistencia de los resultados no objetivo para la identificacién
confiable de metabolitos, se necesita un conjunto de medidas de garantia de calidad y
control de calidad*®. Ambos protocolos presentan el objetivo de controlar y
minimizar todas las fluctuaciones y sesgos que afectan al flujo de trabajo de un
analisis metabolomico no dirigido, QA (Quality Assurance) se centra en las
actividades previas a la adquisicion de datos (etapas pre-analiticas y analiticas),
mientras que QC (Quality Guarantee) se refiere a las técnicas durante o después del
paso de adquisicion de datos (etapa post-analitica)®.

Entre las diferentes medidas para garantizar el control de calidad (QC)
encontramos:

» Réplicas: permiten obtener suficiente poder estadistico para observar las
diferencias entre los grupos experimentales®.

» Blancos: durante todo el proceso analitico, muchos compuestos pueden
introducirse involuntariamente en las muestras, como los disolventes, el
material de laboratorio, los equipos, entre otros*®. El uso de muestras blanco,
correspondientes a matrices con cantidades de analitos no detectables a las
cuales se les aplica todo el proceso instrumental igual que el que se le aplica a
las muestras a analizar, es necesario, ya que ayudan a detectar cualquier sefial
que pueda corresponder con la de los contaminantes®’.

» Muestras control de calidad: estan formadas por la combinacion de pequenas
alicuotas de cada muestra y representa una matriz de muestra "promedio"*’.
Se usan principalmente para equilibrar el sistema de separacion antes y/o
entre las inyecciones de las muestras reales, para calcular la precision
instrumental y las correcciones de la sefial obtenida??.
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» Adiccion de estandares internos (IS): se pueden utilizar patrones internos de
compuestos nativos que no se esperan encontrar en la matriz o compuestos
marcados isotopicamente. Como regla general, se siguen los siguientes
criterios para seleccionar un IS:

- Similitud de la estructura quimica con los compuestos a determinar, de
esta forma, se garantizard el mismo comportamiento analitico. Este
criterio en la metodologia no objetivo es dificil o incluso imposible de
cumplir, debido a la falta de informaciéon quimica de los metabolitos
presentes en las muestras.

- Propiedades quimicas, los IS seleccionados deben cubrir una amplia gama
de propiedades fisicoquimicas.

- Tipo de especie, los metabolitos objeto de estudio y/o sus productos de
transformacion deben estar representados en la eleccion del IS.

- Disponibilidad comercial, en metodologias no objetivo puede ser dificil o
imposible obtener patrones analiticos, en particular los marcados con
isotopos, de proveedores comerciales™®.

Estos compuestos se adicionan a todas las muestras antes y después del
analisis para evaluar el rendimiento de la extraccion y del sistema analitico
(evaluando cambios de tr, forma y area de pico, error m/z, patrén de
fragmentacion, etc)®.

3.5. LC-HRMS PARA EL ESTUDIO DE MIGRANTES EN ENVASADO DE
PLASTICO PARA ALIMENTOS

Numerosos articulos han demostrado la efectividad de las técnicas de HRMS para
la determinacion de migrantes de los envases de plastico al alimento. Onghena y sus
coautores'®, detectaron ftalatos y diferentes NIAS de estructuras de estearato y
laurolactama en biberones de polipropileno y poliamida.

Recientemente, se ha realizado un estudio utilizando una estrategia analitica
novedosa en el envasado de alimentos, basada en la adquisiciéon de datos SWATH
junto con técnicas metabolomicas. En ¢él, se evaluaron dos materiales diferentes de
plastico multicapa utilizados para envasar zumos y purés de frutas®'. Este tipo de
analisis, y en concreto este método de adquisicion de datos, permite obtener la
maxima informacion de cada muestra, lo que genera un gran volumen de datos (del
orden de miles de compuestos por muestra) esto es una de las principales ventajas,
pero también supone un desafio priorizar las masas mds importantes utilizando
estrategias de reduccion de datos. Posteriormente, se realizdé un estudio con una
metodologia similar para evaluar compuestos desconocidos en simulantes de
alimentos y alimentos para bebés que migran de envases de plastico multicapa’>.

Diferentes estudios han descrito la identificacion de oligobmeros de poliéster
ciclicos, que son NIAS que provienen de los adhesivos de poliuretano®*>¢. El
tereftalato de polietileno (PET) reciclado se identifico como una fuente de 14
oligdmeros lineales y ciclicos compuestos de acido tereftalico, dietilenglicol (DEG) y
etilenglicol (EG)>?. Otros NIAS identificados en los materiales de envasado son
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productos de oxidacion de la triphenylphosphine (TPP), productos de degradacion
del BPA, lactonas, acido maldnico, oligobmeros de la copralactama, aminas
aromaticas primarias y pigmentos azoicos % >*37? Brenz y sus coautores®, trataron
de identificar y cuantificar los oligdbmeros lineales y ciclicos extraibles de diferentes
materiales de PES (Poliéter sulfonas) utilizados como FCMs (PET, PETG vy
Tritan™), la Tabla A1.1 muestra los oligdmeros predichos en PET por estos autores.

Respecto a la determinacion de migrantes de los envases de PET a aceite de oliva,
solo se ha encontrado en literatura un articulo, Mousavi y coautores®' determinaron
la migracion especifica del acido tereftalico y el 4acido isoftdlico de botellas de PET a
tres tipos diferentes de aceites (girasol, canola y aceite mezclado) después del
almacenamiento bajo migracion acelerada y analisis mediante cromatografia liquida
de alta presion con detector de matriz de diodos.

4. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es la identificacion tentativa de los migrantes
mas relevantes que se transfieren al aceite de oliva por las botellas de plastico PET
utilizadas para su envasado. Para simplificar los analisis se utilizardn simulantes
alimentarios contemplados por la legislacion europea para simular alimentos
lipofilicos y aceites. Para la reducciéon de datos y seleccion de candidatos
relacionados con los envases de PET se realizard una comparacion con envases de
vidrio, que actuardn como muestras control y los casos de estudio seran botellas de
PET transparentes y coloreado.

Para este estudio, se utilizara un enfoque de deteccion no dirigido, basado en
analisis mediante LC-HRMS y técnicas metabolomicas. Para el analisis de datos se
aplicaran estrategias de reduccion de datos, como la comparacion caso-control y
analisis estadistico, priorizando los analitos que provienen exclusivamente de los
materiales de PET y asi enfocar los esfuerzos en la identificacion de los compuestos
mas relevantes.

5.METODOS EXPERIMENTALES

5.1. REACTIVOS

El etanol absoluto fue suministrado por Panreac (Barcelona, Espafia), el agua de
grado LC-MS Optima por Fisher Chemical (Fair Lawn, NJ, EE. UU.) y el metanol de
grado LC-MS se obtuvo de Riedel-de Haén (Seelze, Alemania). El acido férmico
(98% de pureza) se adquiri6 de Fluka (Buchs, Suiza) y el formiato de amonio de
Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania). El dimetoato-d 6 (pureza 98,5%) utilizado
como patrén se adquirié de CDN Isétopos Inc. (Quebec, Canada).
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5.2. MUESTRAS

Se estudiaron diferentes tipos de botellas de PET, utilizadas para almacenar aceite
de oliva, compradas en V JUVASA S.L. (Dos Hermanas, Sevilla, Espafia). Entre
ellas se encuentran, botellas transparentes de un litro (Norte PET 1000 ml boca
29/21), botellas transparente y ambar de 250 ml (Marasca PET 250 ml boca 29/21) y
botellas transparentes de 40 ml (Miniatura PET 40 ml).

Como muestras control se utilizaron botellas de vidrio de 250 ml &mbar y 100 ml
transparente, también utilizadas para almacenar aceite de oliva y adquiridas en V
JUVASA S.L.

5.3. ESTUDIO DE MIGRACION Y PREPARACION DE MUESTRAS

Las pruebas de migracion de los materiales plasticos se llevaron a cabo de acuerdo
con el Reglamento Europeo (UE) n® 10/2011. Se utiliz6 el simulante D1 que consiste
en una solucion de 50% de etanol en agua Optima (v / v). Adicionalmente, se probo a
cambiar este porcentaje, ya que se observd que segin esta aprobado por la EFSA
para muestras complejas como es el aceite se puede utilizar como alternativa un 95%
de etanol en agua optima (v / v) como simulante en aceite.

Se preparé una disolucion de 1 litro del simulante D1 y se afiadieron 100 ml en las
botellas de un litro transparentes, 25 ml en las botellas tanto transparente como
ambas de 250 ml y 15 ml en las botellas transparentes de 40 ml. Se prepararon 5
réplicas de cada tipo de botella. Ademads, en las muestras control se adicion6 25 ml
en la botella de vidrio transparente y 10 ml en la de vidrio &mbar.

Las condiciones para el almacenamiento prolongado de alimentos a temperatura
ambiente, como es el aceite de oliva, estan estandarizadas. Por lo que las muestras
con simulantes se mantuvieron durante 10 dias a 40 °C en una camara climatica
Memmert ICH 110L (Memmert GmbH & Co. KG, Biichenbach, Alemania), de esta
forma se garantizan las condiciones termostaticas precisas para la realizacion de la
prueba de migracion.

Se tomaron alicuotas de +4 ml de cada muestra y se introdujeron en viales de
vidrio ambar de 4 ml, previamente etiquetados.

Este mismo procedimiento se realizo con el simulante formado por un porcentaje
de 95% de etanol, la cual se parti6 de una disolucion de 1 litro con 95% etanol y 5%
agua optima.

Posteriormente, se transfirieron a un vial de vidrio adecuado para analisis LC-MS
de 1 ml y se adicion6 a cada vial 10 uL de una solucion de dimetoato-d 6 a 2,5 mg/L
como estandar interno de inyeccion. En el caso de las muestras con simulante 50%
etanol, se realiz6 una dilucion 1:1 (v /v, 500 pL simulante / 500 pL de H20) y en las
muestras con 95% etanol la dilucion fue 2:3 (v /v, 300 uL / 700 uL H2O).

Se prepararon muestras de blanco instrumental con la misma proporciéon de H20
y disolvente organico que las muestras. Uno de los problemas de analizar materiales
de plastico es que parte de la instrumentacion utilizada en los andlisis contiene
materiales de plastico, por lo que pueden aparecer compuestos que migren de esta
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instrumentacion y no pertenezcan al pléastico de las botellas objeto de estudio. Por lo
que el andlisis de blancos es crucial en estos estudios.

5.4. ANALISIS UHPLC-QTOF-MS

Respecto a la separacion cromatografica por UHPLC, se utilizd un cromatégrafo
de liquidos Exion (Sciex, Massachusetts, USA). Con una fase movil A compuesta
por 98% H>0 y 2% MeOH y una fase movil B con 98% MeOH y 2% H>O; a ambas
fases se les adiciona 5SmM de formiato de amonio y 0.1% de é4cido formico. La
separacion se consigue con una columna Zorbax Eclipse Plus C8 (Agilent, Santa
Clara, USA) con una longitud de 100 mm, un didmetro de 2.1 mm y un tamafio de
particula de 8 um. La columna se termostatiz6 a 35°C y el automuestrados a 10°C. El
gradiente de la fase movil comienza en 80% de fase movil A y se mantiene durante 2
minutos, de 2 a 15 minutos la fase moévil B aumenta linealmente hasta 100% y se
mantiene otros 2 minutos, finalmente la fase movil se cambid a 80% A y se mantiene
durante 3 min para el reequilibrio, siendo el tiempo total de 20 min. El volumen de la
inyeccion es de 5 pL.

Respecto a la adquisicion de datos se empled un espectrometro de masas X500R
(Sciex, Massachusetts, EE. UU.) equipado con fuente Turbo V™ con sonda
TwinSprayer (Sciex, Framingham, MA, EE. UU.). Los pardmetros de la fuente de
ionizacion por electrospray (ESI) en polaridad positiva fueron: gas fuente de iones
1:40 psi; Gas fuente de iones 2:50 psi; Cortina de gas: 25 psi; Gas CAD: 7;
Temperatura: 450 ° C; Voltaje de pulverizacion: 5500 V. La potencia de resolucion
del sistema TOF fue 32,000 FWHM (para m / z 200). Se utilizdo el modo de
adquisicion no objetivo independiente de datos, IDA y SWATH. Los parametros
utilizados en el modo de exploracién completa fueron: Tiempo de acumulacién: 0,2
s; Potencial de eliminacion de clusteres: 80 V; Masa inicial TOF: 100; Masa de
parada TOF: 950. Para el modo MS/MS los parametros fueron: Tiempo de
acumulacion: 0,05 s; Masa inicial TOF: 50; Masa de parada TOF: 950. Se utiliz6 una
energia de colision genérica de 35 £ 15 V en todas las ventanas. El nimero de
ventanas de masa de aislamiento en el primer trimestre se establecid en 10 dividido
de la siguiente manera: m / z 100—185, 184-270, 269355, 354440, 439-525, 524~
610, 609—695, 694-780, 779-865 y 864-950. Se obtuvo un tiempo de ciclo total de
0,78 s.

Diariamente se realizd una calibracién externa del eje de masa TOF, utilizando
una mezcla que contenia 10 compuestos con masas en el rango de 132.9049-
2034.6255 umas. Ademas, esta mezcla se inyecta automaticamente con el lote cada 5
muestras para mantener la precision de la masa por debajo de 5 ppm.

5.5. ANALISIS DE COMPUESTOS NO OBJETIVO

En este trabajo, la adquisicion de datos se realiza en el modo IDA y en modo
SWATH. Como se ha comentado en el apartado 3.4.4., en el caso de analisis IDA, es
un modo de adquisiciéon de datos dependiente, donde los espectros de iones de
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producto (MS/MS) de los precursores mas abundantes se adquieren continuamente a
lo largo del ciclo cromatografico. Y en el caso del modo SWATH, es un modo de
adquisicion de datos independiente, donde se obtienen espectros con todos los iones
precursores dentro de un rango de m/z predefinido (ventanas), los cuales se aislan y
se someten de nuevo a una fragmentacion, todo esto en un ciclo cromatografico
completo. Mediante este modo de adquisicion, el rango de masa analizado se divide
en segmentos mas pequeios lo que permite reducir la complejidad de los espectros
de fragmentacion.

Es necesario realizar una deconvolucion matematica, después de la extraccion de
los cromatogramas de iones producto de un intervalo determinado de precursores,
para conseguir la agrupacion y evaluacion estadistica de los picos cromatograficos.

5.6. PROCESAMIENTO DE DATOS

Para la caracterizacion estructural de los productos quimicos se llevd a cabo el
procesamiento de los datos. Los datos adquiridos con LC-QTOF-MS se procesaron
con el software Analytics de SciexOS. Algunos de los compuestos se identificaron
automaticamente con la herramienta de bisqueda de féormulas, que tiene en cuenta
los &tomos de carbono, hidrogeno, bromo, cloro, nitrégeno, oxigeno, fosforo y azufre
para una asignacion de composicion elemental (C49H75BroClsNioO16P3S3). La
tolerancia de masa permitida fue de 5 ppm con un umbral de ion-ratio de 10.

Adicionalmente, la distribucion del patron isotdpico, los score (> 60), la base de
datos ChemSpider y la interpretacion del espectro MS y MS/MS se utilizaron con
fines de identificacion.

5.7. ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico de los datos se ha utilizado el software MakerView.
(v1.2.1, SCIEX, Melbourne, Aus). Este software alinea automaticamente la masa y el
tiempo de retencion para compensar pequefias variaciones entre muestras y
garantizar que las caracteristicas se comparan con precision. En un primer paso, se
genera un archivo por cada muestra, la cual contiene las caracteristicas espectrales
detectadas en esa muestra. Los ajustes para la extraccion de las caracteristicas
espectrales son:

- Factor de compensacion de la desviacion del pico: 12 scan, esto minimiza
la posibilidad de encontrar iones constantes de fondo como picos.

- Factor de multiplicacion: 2, el espectro de fondo mencionado se
multiplica por este valor, el cual es util para compensar menores
variaciones en la intensidad de los iones de fondo.

- Tiempo minimo de retencioén del ancho de pico: 5 scans, suponemos que
picos mas estrechos que este valor son ruido.

- Anchura minima espectral de pico: 0.01 Da.

Seguidamente, el software realiza el agrupamiento del tiempo de retencion y la
alineacion de los picos para minimizar la variabilidad inter-muestral. Para ello:
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- Tolerancia del tiempo de retencion: 0,1 min.

- Tolerancia de masa: 20 ppm.

- Umbral de intensidad: 1000 cuentas.

- Numero maximo de picos: 5000.

- Eliminacion de los picos que estan presentes en menos de 3 muestras

- Ancho de pico de LC minimo y mdaximo: 0,05 min y 1 min,
respectivamente.

- Tiempo de retencion minimo y maximo: 1 min y 10 min,
respectivamente.

Por ultimo, el software vuelve a los datos sin procesar para la integracion
utilizando los rangos de tiempo de retenciéon y m / z para los picos alineados.

Respecto al escalado de Pareto, cada valor se resta por la media y es dividido por
la raiz cuadrada de la desviacidon estandar, evitando que los picos mas intensos
dominen respecto a los menos intensos y que aquellos con buena S/N tengan mas
importancia en el analisis de PCA

Una vez que tenemos los datos escalados, se genera el PCA, el cual se construye
sin un conocimiento previo de que un compuesto pertenezca a una muestra u otra. Se
genera con el fin de obtener una primera vision exploratoria para evaluar la calidad
de los datos, pero normalmente es necesario emplear una técnica supervisada, como
es el caso de PLS-DA, para mejorar la separacion entre grupos e identificar las
variables discriminantes.

Los resultados del analisis del t-test se muestran en un grafico de volcéan (Volcano
Plot), donde se representa el valor p frente al logaritmo del factor de cambio. El valor
p se define como la probabilidad de que un valor estadistico calculado sea posible
dada una hipotesis nula cierta, ayuda a diferenciar resultados que son producto del
azar del muestreo de los resultados que son estadisticamente significativos. Este
gréafico indica qué tan bien cada variable (masa) distinguia los dos grupos (control y
caso), previamente asignados a cada muestra De esta forma es posible resaltar
rapidamente variables importantes, que son aquellas que tienen un valor p bajo y un
cambio de pliegue grande (situadas en los extremos del eje horizontal).

Adicionalmente, se usan los diagramas de perfil (Profile Plots) en los que se
vincula directamente los datos de MarkerView con espectros de masas sin procesar y
datos cromatograficos, de forma que muestran principalmente la intensidad de
compuestos seleccionados en multiples muestras para ayudar a encontrar
caracteristicas de interés y resalta los patrones que producen errores sistematicos o
contaminacion que luego pueden excluirse.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

Se realiz6 un andlisis con un enfoque no dirigido para la identificacion de los
analitos mas abundantes resultantes de la migracion del material de embalaje. En un
primer lugar de los compuestos de PET y en segundo lugar los compuestos tnicos
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del PET coloreado frente al PET transparente. El flujo de trabajo para el analisis y la
identificacion tentativa de los compuestos mas relevantes, se esquematiza en la
Figura 10, la cual se desarrollara en los siguientes apartados.

- PET con simulante

D1 (EOH 50% y Muestras
95%), B Anlisis UHPLC- } M»‘N

- Control (vidria). QTOF-MS

- Incubar 10 dias a Adguisicion IDA y Cantrol {

Estudio de migracion ‘ ' Filtrado de datos

A0 SWATH | .
| Confirmacion de componentes : . m":m - 5/N>5
| Mediante estdndares analiticos de los compuestos, si | & - Area de pico
| existiersn. g - PCA
---------------------------- . | - PLS-DA
I 32 masas - Voleana plot
ihpnlioncin dettive 2. Seleccionar de o estructura O
1, Seleccignar formula molecular  candidata - MS/MS; L
—M5: ChemSpider u otras bases de datos. _
- Seleccionarelementos, - Estudic de fragmentacidn, &l
Error de masas < 5. - Conocmiento de la muestra. % iy
- Patrén isotdpica, - Bibliografia.

Figura 10. Flujo de trabajo analitico para la identificacion de los principales
migrantes procedentes de los materiales de embalaje de plastico.

6.1. ESTUDIO DE MIGRACION Y PREPARACION DE MUESTRAS.

Como se ha mencionado en el apartado 5.3. la prueba de migracion se realizd de
acuerdo con el Reglamento Europeo (UE) n°® 10/2011, usando simulantes
alimentarios. Para aceite de oliva, el simulante escogido segun este reglamento seria
el D1 (50% etanol), pero segiin la EFSA se puede aumentar este porcentaje de etanol
a 95% para simular la migracién de aceites vegetales. Las muestras se mantuvieron
durante 10 dias a 40 °C en la camara climatica para garantizan las condiciones
termostaticas.

Se realiz6 el estudio utilizando dos simulantes (porcentajes de cada uno) para los
tres tipos de botellas de PET (transparente 1L, ambar y transparente 250 ml; y
transparente 40 ml) y en las botellas de vidrio usadas como control (dmbar 250 ml y
transparente 100 ml).

Una vez finalizado el estudio de migracion, para el andlisis de las muestras se
tomo una alicuota de simulantes de cada envase y se realizd una dilucion con agua
ultrapura.

Para el caso del simulante D1, en el que el porcentaje de etanol es 50%, se realiz6
una dilucion 1:1 (500 ul de H>O ultrapura y 500 pl de simulante), por lo que el
porcentaje final de etanol fue del 25%. Para el caso del simulante alternativo de la
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EFSA, 95% de etanol, se realiz6 una dilucion 2:3 (300 pl simulante y 700 pl H>O

ultrapura), obteniendo un porcentaje final del 28%.

Con ambos simulantes se detectaron los mismos compuestos, pero como es de

esperar, en el simulante formado por el 95% se detectaron en mayor concentracion.

6.2. ANALISIS LC-QTOF-MS/MS.

La separacion de los migrantes polares se llevo a cabo mediante UHPLC equipado
con una fuente de ionizacion ESI trabajando en modo positivo y la deteccion se
realizé con un detector QTOF. Se utiliz6 el modo SWATH para la adquisicion de
datos, de forma que generan espectros de MS a todos los iones precursores dentro de
un rango de m/z predefinido (ventanas), los cuales se aislan y se someten de nuevo a
una fragmentacion para obtener espectros MS/MS y posterior deconvolucion para
obtener espectros de fragmentacion libres de masas pertenecientes a otros iones

precursores.

En la Figura 11, se muestra una superposicion del cromatograma de iones totales
(TIC) para una muestra de PET transparente (rosa), otra de PET ambar (rojo) y una

de vidrio ambar (azul) usada como control.

e s e
B Simulante en vidrio (Control)

B Simulante en PET coloreado
B Simulante en PET transparente

(rosa), PET coloreado (rojo) y vidrio &mbar (azul).

Como se puede observar en el TIC, los perfiles cromatograficos para las muestras
de PET transparente y vidrio &mbar son muy similares, por lo cual, podemos pensar
que no habria diferencias en los migrantes a concentraciones muy altas en estos dos
tipos de botellas. En cambio, si que se observan diferencias en el perfil de la botella
de PET ambar, especialmente en los picos a tiempos de retencion altos (tiempos
mayores de 14 min). De esta forma, se pone de manifiesto, que los migrantes mas
abundantes pueden ser debido a la incorporacién de los masterbatches a las botellas

TIC

Figura 11. Cromatograma de iones totales (TIC) de botellas de PET transparente
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coloreadas, es decir, forman parte de las sustancias agregadas para darle color a las
botellas de plastico.

6.3. ESTRATEGIAS DE RECUCCION DE DATOS.

Emplear esta metodologia genera una gran cantidad de datos, por lo que el uso de
una estrategia de reduccion de datos o filtrado es esencial para poder filtrar e
identificar los compuestos mas relevantes, ya que solo una pequefa fraccion de las
masas generadas seran de interés. En este trabajo se utiliza un software de analisis
estadistico, el cual emplea herramientas graficas y analisis multivariante, para la
reduccion del tamafio de los datos a manejar.

En un primer paso, el software realiza automdticamente el alineamiento y el
normalizado. Como se ha comentado previamente en la parte experimental, estos dos
pasos sirven para compensar las variaciones de masas y tiempos de retencion para
poder procesar los compuestos idénticos en las diferentes muestras, y para
compensar otras variaciones entre muestras.

Se utilizaron muestras control, en este caso botellas de vidrio, para poder
identificar las masas asociadas al plastico PET. El control y las muestras se
compararon mediante las herramientas estadisticas ofrecidas por el software, estas
incluyen métodos supervisados, PLS-DA y no supervisados, PCA; de esta forma se
facilita la identificacion de las masas responsables de la discriminacidon entre
muestras.

Para una exploracion preliminar de las muestras se realiza un Andlisis de
Componentes Principales (PCA), al pertenecer a un método estadistico multivariante
no supervisado, no se especifican a que grupo pertenece cada muestra, por lo que la
agrupacion se genera debido a caracteristicas comunes entre las muestras
pertenecientes a cada grupo. En la Figura 12 se observa al PCA generado para este
estudio y se aprecia una clara discriminacion entre el control y las muestras, tanto las
muestras pertenecientes a PET d&mbar como al PET transparente. Gracias a la PCA
podemos ver que también existen masas caracteristicas que diferencian las muestras
de PET transparente con las del vidrio, las cuales no observabamos al ver el TIC de
la Figura 11. En la figura se muestra el diagrama de score (Score Plot) que permiten
observar como se agrupan las muestras en funcion de la similitud o diferencia de su
espectro de MS
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Scores for PC1 (449 %) versus PC2 (152 %), Pareto
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Figura 12. PCA de las muestras control (botellas de vidrio-G, en color azul) y los

100 I ] 400 500 600 700
PC1 Score

casos de estudio con los dos simulantes, botellas PET transparentes (P-C50 y P-C95,
en color naranja) y botellas PET coloreadas (P-A50 y P-A95, en color verde).

Una vez generado el PCA, se realiza un PLS-DA que es un andlisis multivariante

supervisado, de forma que los grupos de cada muestra ya estdn asignados
previamente, consiguiendo una méxima separacion entre los grupos de muestras.
Esto nos confirma la calidad de la discriminacion del PCA. En la Figura 13 se

muestra el grafico PLS-DA, el cual es muy similar al PCA anterior, por lo que la

calidad de la separacion es muy buena y hay diferencias significativas entre
muestras.
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Scores for D1 (25.3 %) versus D2 (25.2 %), Pareto (DA)
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Figura 13. PLS-DA de las muestras control (botellas de vidrio-G, en color azul) y
los casos de estudio con los dos simulantes, botellas PET transparentes (P-C50 y P-
C95, en color naranja) y botellas PET coloreadas (P-A50 y P-A95, en color verde).

Como se ha visto en el PCA de la Figura 12 y el TIC de la Figura 11, hay
diferencias significativas entre los dos tipos de PET (transparente y coloreado o
ambar). En ambos analisis se observa que las muestras de simulante en PET ambar
son las muestras mas diferentes (comparadas con el control), esto puede ser debido a
que a estas botellas se le afiaden los masterbatches para darle el color ambar o verde
oscuro.

Una vez se ha observado que existe una discriminacion entre muestras, tendremos
que identificar cudles son las masas responsables de estas diferencias. Los siguientes
pasos a seguir son iguales tanto para seleccionar las masas discriminantes entre
vidrio y PET como para las masas discriminantes entre PET transparente y PET
ambar.

Para la identificacion de las masas mas relevantes en las muestras de PET, se
realiza un andlisis t-test y se utilizan herramientas graficas para facilitar la
visualizacion de los resultados, como el Volcano Plot que se muestra en la Figura
14. Como ya se ha mencionado, el Volcano Plot muestra el logaritmo del factor de
cambio frente al valor de p para cada variable, por lo que, los analito de interés
causantes de la discriminacion entre muestras se encontrardn en los extremos del
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grafico (menor valor de p y mayor valor de logaritmo del factor de cambio). En este
caso, los compuestos discriminantes del material de envasado PET se encontrarian en
el extremo izquierdo.
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Figura 14. Volcano Plot de las muestras de simulantes en botellas de vidrio en
comparacion con las muestras de simulantes en botellas de PET.

De esta forma, anadiremos una a una las masas mas relevantes a una lista de
interés (Interest List), comprobando que las sefiales no corresponden a un is6topo.
Adicionalmente, para la seleccion de estos analitos, nos ayudaremos de otros dos
graficos: el grafico de perfil de masas en todas las muestras estudiadas (Profile Plot)
y el Box & Whisker Plot, que se muestran en la Figura 15. El Profile Plot (parte
superior de la Figura 15) nos aporta una informacion visual y rdpida de la
pertenencia o no de una determinada masa a cada tipo de muestra analizada. Y el Box
& Whisker Plot (parte inferior de la Figura 15) representar graficamente los grupos
de datos y su area relativa, donde los espacios entre las diferentes partes del cuadro
indican el grado de dispersion y asimetria de los datos.

La seleccidn se explicara con una masa a modo de ejemplo. Como se puede ver en
la Figura 15, la masa 518.3680 con tiempo de retencion de 16.41 min, se encuentra
en la parte inferior izquierda en el Volcano Plot con valores de logaritmo de factor de
cambio infinito y valor de p de 0.01990, por lo que existen diferencias significativas.
Gracias al grafico Profile Plot y el Box & Whisker Plot podemos observar como este
compuesto se encuentra presente en todas las muestras de PET y con una respuesta
mayor en las muestras de PET ambar.
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Figura 15. Analisis estadistico para la seleccion de analitos de interés, en este
caso se muestra el Profile Ploty el Box & Whisker Plot de la masa 518,3680.

Tras este analisis estadistico, se redujo el nimero de datos a manejar para la
identificacion de mas de 4.000 analitos en cada muestra a un nimero mas manejable
de 32 masas. Este grupo, se exportard al software del equipo de HRMS para su

identificacion.

6.4. IDENTIFICACION TENTATIVA DE ANALITOS DE INTERES.

Finalmente, tras la reduccién de los datos, las masas seleccionadas hay que
identificarlas. Esta etapa se considera el cuello de botella de estos tipos de analisis,

ya que la identificacion de estos compuestos desconocidos requiere de mucho trabajo
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y conocimiento, necesitando en ocasiones la ayuda de expertos de varias areas de
investigacion. En este caso concreto, se facilitaria el proceso, si dispusiéramos de la
informacion de todos y cada uno de los compuestos que se anaden para la fabricacion
del material, especialmente al PET coloreado con masterbatches. Al carecer de esta
informacion, las busquedas bibliograficas y la utilizacion de bases de datos quimicas
y espectrales son de suma importancia. Ademas, hay que tener en cuenta, como se
indica en la introduccion del trabajo, la formacion de compuestos no afiadidos
intencionadamente (NIAS).

Una vez extraidas las masas mas relevantes mediante el analisis estadistico, se
utilizaron todas las herramientas disponibles en el software analitico para la
identificacion tentativa de estos analitos (cromatograma, espectros de MS y MS/MS,
posibles formulas moleculares, ...).

En la Figura 16 se pueden observar los resultados analiticos obtenidos y los pasos
a seguir para la identificacion de los migrantes utilizando como ejemplo la masa
518,3687.
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Figura 16. Cromatograma de iones extraidos (XIC), espectro de masa exacta
(TOF-MS) y espectro de masas/masas (TOF-MS/MS) para la masa 518,3687.

Primero se selecciona de la lista de masas detectadas el i6n precursor y el tiempo
de retencion de la masa de interés. Se comprueba que el pico cromatografico del
analito en la muestra (parte inferior izquierda de la figura) no aparezca en el blanco
instrumental (parte superior izquierda). Posteriormente, se pasa al espectro de masas,
se obtienen los datos de masa exacta, error de MS, error de MS/MS, las posibles
formulas moleculares y el score (que es un parametro que informa de la probabilidad
de la féormula molecular asignada para un valor de masa exacta dado, teniendo en
cuenta los errores de MS y MS/MS vy el perfil isotopico). Con la masa exacta, el
software calcula las posibles formulas moleculares y entre ellas, se priorizan aquellas
que presenten mayor valor de score y menores valores de error de MS y MS/MS,
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ademas de estar compuesta por elementos que es probable que puedan estar
presentes. Con las posibles formulas moleculares, la base de datos ChemSpider
incorporada en el software propone posibles estructuras para cada formula molecular,
generalmente, los nombres quimicos mas comunes son los primeros nombres en
aparecer, pero en el caso de las NIAS no suelen ser estos compuestos. Para una
confirmacion de la posible estructura se realizard un estudio de fragmentacion a
través de los fragmentos mds caracteristicos y abundantes. Adicionalmente, se
utilizaron otras bases de datos como PubChem, Food Contact Chemicals database
(FCCdb), la propia base de datos de FCMs elaborada por el grupo de investigacion
donde se realiz6 el estudio (User Database), entre otras.

En el ejemplo de la Figura 16, la masa 518,3687 presenta cinco posibles formula
propuestas por el software (Cz7Hag0s, CasHsiN4P3, C3zHasN2P, CosHaaN4Os4 y
C27Hs50FN2OPS), de ellas, la que mayor valor de score y menores valores de error de
MS y MS/MS es C27Hag0s con un error de masa de 1,4 ppm, error de MS/MS de 2,7
y un score de 81,4. De las 18 estructuras propuestas por la base de datos ChemSpider
para esa formula molecular, se seleccion6 como la mas probable la segunda 2,3-
diacetoxypropyl-12-acetoxyoctadecanoate, ya que la fragmentacion y el perfil
isotdpico coincidian, ademds de encontrarse en una base de datos de compuestos
quimicos utilizados en los materiales de envasado plastico.

En el caso de este estudio, la mayoria de los compuestos detectados presentan una
formula molecular que coincide con varias estructuras diferentes presentes en bases
de datos quimicas publicas. Por lo que la identificacion tentativa de la estructura mas
probable viene ligada al conocimiento de la muestra y a la busqueda bibliografica
sobre los posibles compuestos que pueden estar presentes en las botellas de aceite de
oliva de PET.

Por ultimo, la identificacion solo se considerara definitiva cuando esta se confirma
frente a un estandar analitico de alta pureza. El problema es que los estindares de
este tipo de compuestos no siempre estan disponibles comercialmente, por lo que la
identificacion se considera una identificacion tentativa.

En la Tabla 5 se muestran los ocho migrantes identificados para PET (los cuatro
primeros) y para el PET ambar. En ella, se muestra para cada compuesto el tiempo de
retencion, el ion precursor, el aducto al que pertenece, la férmula, los fragmentos, la
estructura propuesta, el nombre del compuesto y categoria propuesto y, por ultimo,
las bases de datos quimica donde se encuentra y/o la referencia bibliografica donde
se ha reportado su presencia.
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De las 32 masas seleccionadas tras el analisis estadistico, solo ocho de ellas se
pudieron identificar tentativamente. Esto es debido a que varias de las masas
seleccionadas pertenecian a un solo compuesto (aducto), a la baja calidad de algunos
de los espectros obtenidos, que algunos de las formulas moleculares no daban
ninguna estructura en ChemSpider y a la lenta y laboriosa tarea de la identificacion
de NIAS, sin tener apenas informacion sobre posibles migrantes en estas muestras.

En el caso de los cuatro primeros, corresponden a compuestos exclusivos del PET
estos se han encontrado previamente en otros estudios, pero nunca en botellas PET
para el almacenaje de aceite de oliva.

Todos ellos, salvo el compuesto nimero 1, son NIAS. En este estudio todas las
NIAS se han formado mediante la reaccién de los componentes que si se afaden
intencionadamente al pléastico. En el caso del compuesto 4, por ejemplo, estd
formado por la union ciclica de los monémeros de poliamida termopléstica (TPA) y
etilenglicol (EG) que forman un trimero. Todas las NIAS se pudieron identificar
tentativamente gracias a la busqueda exhaustiva en bibliografia y a las bases de datos
quimicas y espectrales.

El compuesto numero 3, se encontraba en la base de datos personal del equipo de
investigacion por lo que fue el compuesto mas facil de identificar.

Los cuatro ultimos compuestos identificados tentativamente corresponden
unicamente al PET coloreado, mas concretamente a los masterbatches. Todos ellos
corresponden a IAS, ya que se han afiadido intencionadamente para dar color al PET,
podemos encuentran agentes dispersantes (binding agente) como dos de las
estructuras probables para el compuesto 6, lubricantes como el compuesto 8,
transportadores (carrier) como el compuesto 7 y compatibilizantes como es el caso
del compuesto 5. Estos compuestos se identificaron tentativamente gracias a bases de
datos quimicas generales como ChemSpider y més especificas como Food Contact
Chemicals database (FCCdb) y la ECHA. Y fueron mucho mas dificiles de
identificar, ya que no se han encontrado en estudios previos.

Respecto al compuesto nimero 6, se han encontrado tres posibles estructuras,
todas ellas podrian tener sentido y estar presentes en este tipo de muestra, pero la
seleccion de una de ellas como mas probable no se ha conseguido aun, haria falta
mas tiempo y la comprobacion con el estdndar comercial. Las dos primeras posibles
estructuras son IAS y actuarian como agentes dispersantes (binding agent) y la
tercera una NIAS formada por la union de ethylene/methacrylic (EMA) que es un
agente dispersante y el monémero de PET.

El siguiente paso a seguir, seria completar la identificacion con estandares
quimicos para cada compuesto, el problema es que solo se han encontrado estandares
comerciales para 3 de ellos.
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7. CONCLUSIONES

En este estudio, se ha realizado con éxito la identificacion de IAS y NIAS de las
botellas de PET utilizadas para embotellar aceite de oliva mediante un estudio de
migracion utilizando simulante alimentario mediante LC-HRMS con adquisicion de
datos SWATH junto a un enfoque metabolémico no dirigido. La reduccion de datos
mediante andlisis estadistico ha permitido pasar de mas de 4.000 compuestos
detectados en los simulantes alimentarios a tan solo 32 analitos de interés exclusivos
del material de envasado PET, de los cuales ocho se han podido identificar
tentativamente gracias a la informacion de MS y MS/MS proporcionada por el
instrumento, a la utilizacion de bases de datos quimicas y espectrales y a la
exhaustiva busqueda bibliografica.

De los ocho compuestos tentativamente identificados, a siete se les atribuy¢6 tanto
una formula molecular como una estructura probable excepto a uno de ellos que para
una férmula molecular asignada presenta tres estructuras probables. La etapa de
identificacion corresponde con el cuello de botella de este tipo de analisis, debido a
la falta de informacion en bibliografia y la dificultad de identificar nuevos
compuestos.

Los migrantes detectados en este estudio se originan principalmente debido a la
incorporacion de masterbatches a las botellas PET para darles el color ambar y evitar
la oxidacion del aceite de oliva. También se detectaron NIAS formados en los
envases de PET, ya detectados en unos pocos estudios de investigacion previos, pero
no en envases destinados al aceite de oliva

Con este trabajo se ha demostrado claramente la importancia de evaluar IAS y
NIAS en materiales en contacto con alimentos para garantizar la seguridad
alimentaria y la dificultad para determinarlos debido a la falta de estandares
comerciales.
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9. ABREVIATURAS Y ACRONIMOS
ANOVA: analisis de varianza (ANalysis Of V Ariance).
AOVE: Aceite de Oliva Virgen Extra.

APCI: ionizacién quimica a presion atmosférica (Atmospheric Pressure Chemical
Ionization).

CE: Electroforesis capilar (Capillary Electrophoresis).

CI: ionizacion quimica (Chemical lonization).

DDA: adquisicion dependiente de datos (Data-Dependent Acquisition).
DEG: Dietilenglicol.

DIA: adquisicion independiente de datos (Data-Independent Acquisition).

EFSA: Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (European Food Safety
Authority).

EG: Etilenglicol.

EI: impacto electronico (Electron Impact).

ESI: ionizacion por electrospray (Electrospray lonization).

FCMs: materiales en contacto con alimentos (Food Contact Materials).
GC: cromatografia de gases (Gas Chromatography).

HRMS: espectrometria de masas de alta resolucion (High Resolution Mass
Spectrometry).

IAS: sustancias agregadas intencionalmente (Intentionally Added Substances).

ICS: Sociedad Internacional de Quimiometria (International Chemometrics Society).

IDA: adquisicion dependiente de informacién (Information Dependend
Acquisition).

IS: estandares internos (Internal standar).

LC: cromatografia liquida (Liquid Chromatography).

LRMS: espectrometria de masas de baja resolucion (High Resolution Mass
Spectromety).

LTQ-Orbitrap: trampa de iones lineal cuadrupolo-Orbitrap (Linear Trap
Quadropole —Orbitrap).

MRM: monitoreo de reacciones multiples (Multiple Reaction Monitoring).
MS/MS: Espectrometria de masas en tandem.
MS: espectrometria de masas (Mass Spectrometry).

NIAS: sustancias agregadas no intencionalmente (Non-Intentionally Added
Substances).

PCA: Analisis de Componentes Principales (Principal Components Analysis).
PE: Polietileno.

PEAD: Polietileno de Alta Densidad.

PEBD: Polietileno de Baja Densidad.
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PEBDL.: Polietileno de Baja Densidad Lineal.
PET: Polietileno Tereftalato.

PLS-DA: Analisis Discriminante de Minimos Cuadrados Parciales (Partial Least
Square Discriminant Analysis).

POSH: hidrocarburos saturados oligoméricos de poliolefina (Polyolefin
Oligomeric Saturated Hydrocarbons).

PP: Polipropileno.

PS: Poliestireno.

PU: Poliuretano.

PVC: Cloruro de polivinilo.

QA: gestion de calidad (Quality Assurancee).

QC: control de calidad (Quality Guarante).

Q-TOF: cuadrupolo- tiempo de vuelo (Quadrupole-Time Of Flight)
RMN: Resonancia Magnética Nuclear

RP: productos de radiolisis (Radiolysis Products).

SML: limites de migracion especificos (Specific Migration Limits).

SWATH: Adquisicion con ventana secuencial de todos los iones fragmentados
tedricos (Sequential Windowed Acquisition of All Theoretical)

TOF: tiempo de vuelo (Time Of Flight).
TPP: Trifenilfosfina (Triphenylphosphine).
tr: tiempo de retencion.

UE: Unidn Europea.

UHPLC: cromatografia liquida de ultra alta resolucion (Ultra High Perfomance
Liquid Chromatography).



Identificacion de migrantes polares en botellas de plastico para el envasado de aceite de oliva
mediante espectrometria de masas de alta resolucion y estrategias omicas

53

ANEXOS






Q 0
\ 0\1 /o
- S19 66S LLS 9LS 0 0 f(Ogd+vdlLl 09I101)
8} O

/
0O H 0O

(@) Q) (@) (eq) (ea) BININISH BIN)B[OUIWION 01aw95I[0
H-IN | M+IN |EN+IN | H+ A N 9P 3SE[)

"05(0T0T 109 pue zudig :9pudn,]) [ Hd Ud soydIpaid sodr[ord A sa[eaur] so1owoFro ap so[dwalF [TV e[qeL

(el £ DLAJ ‘1dd) SINDA OW09 Sopeziun (Seuoy[ns 13)91[0d)
SHd 9p SO[BLIdJEU SOJUIJIP dP SAqIEXXd  $dI0Ne0d sns A zudrg 1od ‘[Hd ud soydIpaid SOISWQOSI[O SO[ uensINUI 3 B[qe) JJUNFIS B[ uyg

‘'ORVINANATIAS TVIHALVIA T OXANV



Q [ ]
: $Sv | 69y | Lbb | ovk d - @ OF + I0F+Vdl] [eaury
N\ xlaw o
WO D o o [D9a+vd.L]
’ourl
St S8t 697 Lvy | 9vp r Av Nn / vl@l& T IDT4vdL] [edury
[} oH
li O
O 0 [y BOUL
oy | Ivb sth cor | Top QV»QIAol\t vl@ Aq [DF+Vdl] [eaury
o oM
8] j [
o Q
[Dda+VdlL]
- 021731
6£9 £v9 129 | 029 cHM Wﬂo o] 191D




J @lmkwwl@ ¢

9N + [OIN+VdL]

- BoUI
94 % 60v L8E 98¢ + [OF+VdLl [eaur’]
o o—3o3tH
Q o
[a] O—0FH
Ho—0 0 H |
ON+Vd.L
o ") BOUI
ILE [1v S6¢ €LE CLE ﬂVl@lAOl\l .W... MH__._H m + [DF+VdL] [eaul’]
o OH
HD .a_u
LSE L6€ 18¢€ 6S¢ 8¢C¢ M ﬂ w M ! n.M “_.H w N_u VdlL + [Dd+Vvdll] [eaul]
]

OH




