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Resumen

Para analizar la migracion de N-nitrosami-
nas desde materiales elastoméricos de cau-
cho, como chupos para biberones, y desde
materiales elastoméricos de latex, como
guantes y condones, se requieren técnicas
de alta sensibilidad que permitan determi-
nar si los materiales migran cantidades de
N-nitrosaminas que superen el limite per-
mitido por la regulaciéon (LOD 10 pg/Kg
de material). Para ello, en este trabajo se
implement6 y validé un método de anali-
sis de N-nitrosaminas: nitrosodimetilamina
(NDMA), nitrosometiletilamina (NMEA),
nitrosodietilamina (NDEA), nitrosopiridina-
mina (NPYR), nitrosodipropilamina (NDPA),
nitrosofenilisopropilamina (NPIP) y nitro-
sodibutilamina (NDBA), mediante croma-
tografia de gases acoplada a un detector
de espectrometria de masas (GC-MS), y se
comparé la extraccion de N-nitrosaminas
por extraccion liquido-liquido y por mi-
croextraccion en fase sélida en su version
de espacio de cabeza (HS-SPME).

La extraccion mediante HS-SPME permite la
recuperacion de las N-nitrosaminas de ma-
yor peso molecular: NDPA, NPIP y NDBA,
mientras que la extraccion liquido-liquido
resultd apropiada para la extraccion y ana-
lisis de todas las N-nitrosaminas evaluadas
en este trabajo. Se establecié que el limite
de deteccion instrumental (LOD) para las
N-nitrosaminas NDPA, NPIP y NDBA es de 3
a 6 ug/Kg empleando el método de monito-
reo de i6n selectivo (SIM). Este LOD se en-
cuentra por debajo del limite de migracion
permitido por la regulacién internacional.

Como aplicacion del método se evalud la
migracion de N-nitrosaminas en tres mate-
riales elastoméricos: chupos de caucho para
biberones, guantes y condones de latex. To-
dos los materiales presentaron resultados
de migracion de N-nitrosaminas por debajo
del LOD permitido. Sin embargo, se eviden-
ci6 la migracion de otros compuestos po-
tencialmente peligrosos para la salud como
ftalatos y sustancias nitrosables.
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Specific migration of
N-nitrosamines in
elastomeric products

Abstract

To analyze the migration of N-nitrosamines
from elastomeric rubber materials, such as
baby bottle nipples, and from elastomeric
latex materials, such as gloves and condo-
ms, highly sensitive techniques are requi-
red to determine if the materials migrate
amounts of N-nitrosamines that exceed the
limit permitted by regulation (LOD 10 ug/Kg
of material). For this purpose, a method for
analyze N-nitrosamines was implemented
and validated in this work: nitrosodime-
thylamine (NDMA), nitrosomethylethyla-
mine (NMEA), nitrosodiethylamine (NDEA),
nitrosopyridinamide (NPYR), nitrosodibu-
tylamine (NDBA), nitrosodipropylamine
(NDPA), and nitrosophenylisopropylamine
(NPIP), using gas chromatography coupled
with mass spectrometry (GC-MS). The ex-
traction of N-nitrosamines was compared
using liquid-liquid extraction and headspa-
ce solid-phase microextraction (HS-SPME).

HS-SPME extraction allows for the recovery
of higher molecular weight N-nitrosamines:
NDPA, NPIP, and NDBA, while liquid-liquid
extraction proved suitable for the extrac-
tion and analysis of all the N-nitrosamines
evaluated in this study. It was established
that the instrumental detection limit (LOD)
for the N-nitrosamines NDPA, NPIP, and
NDBA is between 3 and 6 pg/Kg using the
selective ion monitoring (SIM) method. This
LOD is below the migration limit permitted
by international regulations.

As an application of the method, the mi-
gration of N-nitrosamines was evaluated
in three elastomeric materials: rubber baby
bottle nipples, latex gloves, and condoms.
All materials showed N-nitrosamine mi-
gration results below the permitted LOD.
However, the migration of other potentia-
lly health-hazardous compounds, such as
phthalates and nitrosable substances, was
evident.
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Migracao especifica de
N-nitrosaminas em
produtos elastoméricos

Resumo

Para analisar a migracdo de N-nitrosami-
nas a partir de materiais de borracha elas-
tomérica, como bicos de mamadeira, e de
materiais de latex elastomérico, como luvas
e preservativos, s3o necessarias técnicas
altamente sensiveis para determinar se os
materiais migram quantidades de N-nitro-
saminas que excedem o limite permitida
pela regulamentacdo (LOD 10 pg/Kg de
material). Para tal, foi implementado e va-
lidado neste trabalho um método para ana-
lisar N-nitrosaminas: nitrosodimetilamina
(NDMA), nitrosometiletilamina (NMEA),
nitrosodietilamina (NDEA), nitrosopiridina-
mida (NPYR), nitrosodibutylamina (NDBA),
nitrosodipropilamina (NDPA) e nitrosofe-
nilisopropilamina (NPIP), usando cromato-
grafia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (GC-MS). A extracao de N-nitrosami-
nas foi comparada usando extragdo liqui-
do-liquido e microextracao em fase sélida
por headspace (HS-SPME).

A extragao por HS-SPME permite a recu-
peracdo de N-nitrosaminas de maior peso
molecular: NDPA, NPIP e NDBA, enquanto
a extracdo liquido-liquido provou ser ade-
quada para a extracdo e analise de todas
as N-nitrosaminas avaliadas neste estudo.
Foi estabelecido que o limite de detecciao
instrumental (LOD) para as N-nitrosaminas
NDPA, NPIP e NDBA é entre 3 e 6 ug/Kg
usando o método de monitoramento de
ion seletivo (SIM). Este LOD esta abaixo do
limite de migragao permitido pelas regula-
mentagoes internacionais.

Como aplicagdo do método, a migracao de
N-nitrosaminas foi avaliada em trés mate-
riais elastoméricos: bicos de borracha para
mamadeiras, luvas de latex e preservativos.
Todos os materiais apresentaram resulta-
dos de migracao de N-nitrosaminas abaixo
do LOD permitido. No entanto, a migracao
de outros compostos potencialmente pre-
judiciais a satide, como ftalatos e substan-
cias nitrosaveis, foi evidente.

Palavras-chave: N-nitrosaminas; latex;
borracha.
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Introduccién

Las N-nitrosaminas son compuestos organicos volatiles cuya es-
tructura quimica se caracteriza por la presencia de un grupo nitro-
so unido a una amina secundaria o terciaria [1]. La a-hidroxilacion
enzimatica de N-nitrosaminas, mediada por el citocromo P450,
genera una nitrosamina primaria dealquilada que se puede des-
componer en diazonio, el cual es un agente alquilante del ADN, lo
cual explica las propiedades mutagénicas y carcinogénicas de estos
compuestos [2-4].

Como respuesta a estos riesgos identificados para la salud publi-
ca, numerosas agencias reguladoras a nivel internacional, como la
Agencia de Protecciéon Ambiental de Estados Unidos (EPA) [5], la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) [6] y la Organi-
zacion Mundial de la Salud (OMS) [7], han establecido limites y re-
gulaciones estrictas para establecer la presencia de N-nitrosaminas
en alimentos [8], agua potable [5, 9], productos farmacéuticos [10],
entre otros productos de consumo humano.

Entre los productos de mayor consumo que requieren que se ob-
serve la presencia de N-nitrosaminas, se encuentran los productos
elastoméricos de latex, como guantes, globos inflables [11] y con-
dones [12, 13], asi como productos elastoméricos de caucho, espe-
cialmente chupos para biberones y chupos de entretencion [14-17].
En la fabricacion de estos productos se emplean aceleradores de
vulcanizacion, como ditiocarbamatos, que al descomponerse pro-
ducen aminas secundarias, las cuales, mediante la interacciéon con
agentes nitrosantes, como sales de nitritos u 6xidos de nitrégeno,
producen N-nitrosaminas [1].

Las N-nitrosaminas mas comunes son nitrosodimetilamina (NDMA),
nitrosodibutilamina (NDBA), nitrosodipropilamina (NDPA), nitro-
sometiletilamina (NMEA), nitrosodietilamina (NDEA), nitrosopiri-
dinamina (NPYR) y nitrosofenilisopropilamina (NPIP). Internacio-
nalmente su migracion se encuentra regulada por la directiva UNE
93/11/EEC, la cual indica que la liberacion de N-nitrosaminas no
puede exceder 10 ng/Kg de material [18]. En Colombia, la Resolu-
cion 4143 de 2012 del Ministerio de Salud y Proteccion Social re-
gula que la migracion de N-nitrosaminas de productos elastomeros
debe ser evaluada por medio de un método con limite de deteccion
(LOD) de 0,01 mg/Kg de simulante [19].

Dado que las N-nitrosaminas son contaminantes quimicos riesgosos
para la salud humana y animal, se requiere de la implementacion y
aplicacion de regulaciones estrictas que mitiguen los efectos adver-
sos de estas sustancias. Estas regulaciones deben ir acompanadas
de una investigacion en metodologias analiticas para el cumplimen-
to de la normatividad. Ante esta necesidad, los métodos analiticos
para la deteccion y cuantificacion de N-nitrosaminas, especialmente
en medicamentos, han evolucionado significativamente, utilizando
técnicas avanzadas como cromatografia liquida de alta resolucion
acoplada a espectrometria de masas (HPLC-MS/MS) [8, 17, 20-23]
y cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-
MS/MS) [9-11, 24-25].

El objetivo de este trabajo es implementar un método de extraccion
y un método de analisis que permitan cumplir los requisitos técni-
cos de la regulacion y que permitan ofrecer el servicio de anilisis a
productores de materiales elastoméricos de la region. Para ello, se
comparo la selectividad de la extraccion de N-nitrosaminas median-
te extraccion liquido-liquido y microextraccion en fase solida en su
version de espacio de cabeza (HS-SPME). Se implementd y valido el
analisis de N-nitrosaminas mediante GC-MS.

El método validado se empleo para establecer la migracion especi-
fica de N-nitrosaminas en productos elastoméricos comerciales de
amplio consumo, como guantes, condones de latex y chupos para
biberones de caucho. El uso de estos materiales implica el contacto
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con saliva y sudor, lo que puede ocasionar la migracion de N-nitro-
saminas y, por ende, requieren de vigilancia analitica. Para produc-
tos del mercado latinoamericano no se encontraron evidencias de
estudios anteriores.

Materiales y métodos
Reactivos

Para la evaluacion instrumental se empled el material de referen-
cia certificado (MRC) EPA 521 Nitrosamine Mix 40035-U (Supelco),
el cual contenia una mezcla de siete nitrosaminas (NDMA, NDBA,
NDPA, NMEA, NDEA, NPYR y NPIP), cada una con una concentra-
cion de 2000,00 * 6,52 pg/mL en diclorometano. A partir de este
MRC se prepararon siete niveles de calibracion entre 5y 35 pg/L.

Para la evaluacion metodolégica de los ensayos de migracion de
N-nitrosaminas hacia el simulante saliva artificial, se empled el
MRC EPA 8270/Appendix IX Nitrosamines Mix 502138 (Supel-
o), el cual contenia una mezcla de 9 nitrosaminas: NDMA, NDBA,
NDPA, NMEA, NDEA, NPYR, NPIP, N-nitrosomorfolina (NMOR) y
N-difenilnitrosamina (NDPhA), cada una con una concentracion de
2000,0 + 40,2 ug/mL en metanol. A partir de dicho MRC se prepara-
ron cinco niveles de calibracion, entre 10y 100 pg/Kg, en simulante
saliva artificial.

El simulante de saliva artificial se prepar6 por disolucion de 2,0 g de
NaHCO;, 0,2 g de NaCl, 0,1 g de K,CO; y 20,0 mg de NaNO; en 0,5 L
de agua destilada. El pH final del simulante de saliva fue 9,0 + 0,1.

Para la determinacion de los indices de retencion se empled una
mezcla de alcanos lineales C7-C30 Saturated alkanes 49451-U
(Supelco) con una concentracion de 1000 pg/mL en hexano. Se
empleo tetradecano (> 99,0%) 87146 (Sigma-Aldrich) como estan-
dar interno.

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (GC-MS)

Se empled un cromatdgrafo de gases Agilent 7890B acoplado a un
detector selectivo de masas Agilent 5977A. El equipo estaba equipa-
do con una columna capilar RTX5-MS (5%-fenil)-metilpolisiloxano
(30 m x 0,25 mm x 0,25 um). Se emple6é como gas de arrastre helio
(99,999%) a un flujo de 1,0 mL/min. Para el analisis cromatografico
se fijo la temperatura de inyeccién en 250 °C, en modo split 1:10
para las extracciones liquido-liquido, con un volumen de inyeccion
de 1 pL, y en modo splitless para la fibra de microextraccion en fase
solida. Se programo el horno de la columna para mantenerse du-
rante 3 min a 40 °C, luego se calentd con una rampa de 15 °C/min
hasta 100 °C, donde se mantuvo por 1 min, y finalmente con una
rampa de 17 °C/min hasta 200 °C. Los espectros de masa de los
compuestos se obtuvieron por ionizacion en modo de impacto elec-
trénico (IE), con una energia de ionizacion de 70 eV, por medio del
escaneo continuo de un rango de masas (modo SCAN) y por monito-
reo de ion selectivo (modo SIM), en un rango de masas de 40 a 350
uma. La temperatura de la fuente de iones se mantuvo en 230 °Cy
la temperatura de la linea de transferencia al espectro de masas se
fijo en 250 °C.

La identificacion de las N-nitrosaminas se realiz6 comparando los
criterios cromatograficos (indice de retencion lineal) y espectral (es-
pectros de masa), obtenidos para cada nitrosamina presente en el
MRC, contra los publicados en la base de datos NISTv.2017.

Validacién del método

Para la validacion del método se evaluaron los siguientes parame-
tros de desempeno: 1) selectividad, 2) linealidad y 3) precision bajo
condiciones de repetibilidad [26].

La selectividad fue evaluada mediante el andlisis de blancos de re-
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activos. Asi se evalué que el perfil cromatografico del blanco no pre-
sentara sefales asociadas a los analitos de interés.

La linealidad se evaltio mediante la preparacién gravimétrica de di-
soluciones calibrantes en un intervalo entre 5y 35 pg/L. Las N-ni-
trosaminas se prepararon simultdneamente en siete niveles de ca-
libracion separados de manera equidistante, realizando triplicado
del analisis GC-MS, mediante un disefio completamente al azar.
Los resultados fueron evaluados mediante analisis de varianza para
la regresion y pruebas t de Student para evaluar la significancia de
la pendiente y del intercepto. Dicho tratamiento se realizd con la
herramienta de anélisis de datos de Microsoft Excel®. Para la eva-
luacion de la linealidad de las curvas de calibracion se empleé el
software ValidaR del Instituto Nacional de Metrologia, el cual per-
mite verificar los supuestos de linealidad por comparacion de va-
lores experimentales con valores estadisticos p de Shapiro-Wilk, el
estadistico Durbin-Watson y la prueba p de Breusch-Pagan para un
nivel de confianza p = 0,05 [26].

La precision del método bajo condiciones de repetibilidad se deter-
mind al enriquecer el simulante de migracion (saliva artificial) con
1 mg/Kg de N-nitrosaminas, se evalu la respuesta obtenida luego
de realizar la extraccion por medio de HS-SPME para un sextuplica-
do de muestras. Los resultados fueron expresados como desviacion
estandar relativa (%RSD).

Extraccion de nitrosaminas
Ensayos de migracion de nitrosaminas

Los ensayos de migracion global de nitrosaminas fueron realiza-
dos mediante el método de inmersion total en el Laboratorio de
Extension y Asesorias del Departamento de Quimica de la Univer-
sidad Nacional de Colombia, acreditado por el Organismo Nacional
de Acreditacion en Colombia (ONAC) (14-LAB-058). Se ensayaron
muestras comerciales de chupos para biberén, guantes y condones.
Para los ensayos de migracion de N-nitrosaminas de estas mues-
tras se siguio el procedimiento descrito en la norma europea EN
12868:2018 [27].

Los ensayos de migracion se prepararon de tal manera que por cada
100 mL de simulante se sumergieron 15 g de material, para el caso
de guantes y chupos, y 6 g de polimero, para el caso de los condo-
nes. Después, los ensayos se mantuvieron a 40 = 2 °C en una incu-
badora Binder KB 115UL durante 24,0 £ 0,5 h. Se prepararon tres
réplicas por cada muestra y un blanco (simulante saliva artificial).
Una vez concluido el tiempo de exposicion, se realizé la extraccion
de las N-nitrosaminas por dos métodos: HS-SPME y extraccion
liquido-liquido con diclorometano (Merck).

Microextraccién en fase sélida en su versién de espacio
de cabeza (HS-SPME)

Se realizo la extraccion de los compuestos volatiles por medio de
HS-SPME empleando una fibra divinilbenceno/carboxeno/polidi-
metilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) (Supelco). El simulante (1 mL) se
transfirié a un vial de 10 mL, el cual se cerré herméticamente con
septa y agrafe. Los tiempos 6ptimos de equilibrio y de extraccion
se evaluaron mediante un disefio experimental de un factor a la
vez (OFAT) [28], entre 5y 15 min, a una temperatura de 40 = 2 °C,
en una incubadora Binder KB 115UL. Los compuestos retenidos se
desorbieron en el puerto de inyeccion de un cromatdgrafo de ga-
ses con detector selectivo de masas (GC-MS), a una temperatura de
250 °C, durante 5 min, en modo splitless (1 min).

Extraccién liquido-liquido
Para la extraccion liquido-liquido de N-nitrosaminas se transfirio el
simulante acuoso de saliva artificial, producto del ensayo de migra-

cion global, a un embudo de decantacion de 250 mL. Posteriormen-
te, se hicieron dos extracciones sucesivas con 20 mL de diclorome-
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tano (grado analitico, Merck). La fase organica se hizo pasar a través
de un lecho de Na,SO, anhidro, granular, en un embudo de filtra-
cion de vastago. El extracto organico obtenido se concentré en un
sistema de destilacion fraccionada a 50 °C hasta un volumen final
de 1 mL. Al extracto obtenido se le adicioné una concentracion de
30 mg/Kg de n-tetradecano (Sigma Aldrich) como estandar interno
y se analiz6 por GC-MS.

Resultados y discusion

Durante el desarrollo del método de separacion de siete N-nitrosa-
minas se ensayaron diferentes rampas de calentamiento, buscando
la separacion entre analitos con una resolucion mayor a 1,5 en el
menor tiempo de analisis posible. Bajo las condiciones establecidas,
la resolucion de las nitrosaminas NPYR (4) y NDPA (5) fue menor
a 1. Con el proposito de cuantificacion, se empled el area bajo la
curva del ion con abundancia relativa del 100% (pico base de cada
espectro de masas), lo cual permite solucionar el problema de baja
resolucion.

En la figura 1 se presenta el perfil cromatografico del MRC de N-ni-
trosaminas en diclorometano a una concentracion de 10 mg/L ob-
tenido en modo SCAN. Se observan siete sefales, las cuales fueron
asignadas a cada N-nitrosamina declarada en el material de referen-
cia, mediante la comparacion del espectro de masas con el hallado
en la biblioteca NIST 2017 y su respectivo indice de retencion en
columna RTX-5MS.
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Figura 1. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) del
material de referencia certificado de N-nitrosaminas, concentracion 10 mg/L, modo
SCAN, columna RTX5-MS.

En la tabla 1 se presenta el nimero asignado a cada N-nitrosamina
en el cromatograma, los indices de retencion en columna RTX5-MS,
la abreviatura usada, el ion molecular [M]+*, que corresponde al
pico base en todos los espectros de masas de las N-nitrosaminas
(excepto para NDPA, PB = 70, y para NDBA, PB = 84), asi como los
iones fragmento caracteristicos para cada N-nitrosamina. Se verifi-
c6 que la desviacion del tiempo de retencion de los fragmentos de
cuantificacion y cualificacion para cada una de las N-nitrosaminas
no fuese mayor a 0,1 min, y que la relacion entre las dreas de los
picos correspondientes a los fragmentos de cualificacion y cuantifi-
cacion no presentara una desviacion mayor al 20%.

En el intervalo de concentraciones evaluado (5-35 pg/L) solo fue
posible tres N-nitrosaminas: NDPA, NPIP y NDBA. Las N-nitrosa-
minas de peso molecular menor a 114 um no fueron detectadas en
este intervalo de concentraciones. Esto pudo ser debido a la des-
composicion de N-nitrosaminas en el puerto de inyeccion. Mutsuga
et al. sugieren la inyeccion de N-nitrosaminas a una temperatura de
120 °C en el puerto de inyeccion [16].

Los analisis con el método SIM se realizaron siguiendo el fragmento
de mayor intensidad (pico base), el cual corresponde al ion mole-
cular [M+H]+* para todas las N-nitrosaminas, excepto para NDPA
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Tabla 1. Criterios cromatograficos y espectrales para la identificacion de N-nitrosaminas en modo IE.

N.° (RT)I(I;I—-M 5) N-nitrosamina Abreviatura lon molecular [M]*+* (Da) lones fragmento (m/z)
1 947 N-nitrosodimetilamina NDMA 74 42,43
2 1040 N-nitrosometiletilamina NMEA 88 89,42
3 1197 N-nitrosodietilamina NDEA 102 56,57,42,44
4 1363 N-nitrosopirrolidina NPYR 100 41
5 1372 N-nitrosodi-n-propilamina NDPA 130 70,43
6 1402 N-nitrosopiperidina NPIP 114 55,42,56
7 1565 N-nitrosodi-n-butilamina NDBA 158 84,57,116

En negrita el ion molecular [M]+* usado para la cuantificacion de cada N-nitrosamina, el ion [M-60]+ para la cuantificacion
de NDPAy el ion [M-74]+ para la cuantificacion de NDBA.

Tabla 2. Curvas de calibraciéon N-nitrosaminas (NSA). Limite de deteccion (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ) en modo SCAN y modo SIM.

Curvas de calibracién
NSA (y=mx+b) R? LOD (ug/L) LOQ (ug/L)
m | b
SCAN
NDPA 3310,9 +429,1 1115519 + 10280 0,952 94 +1,2 31,2+3,8
NDBA 1341,6 + 157,8 51566 + 3588 0,960 88+1,0 294+34
SIM
NDPA 159,2+711 2210,9 £ 160,9 0,992 3,3+0,2 11,1+0,5
NPIP 188,1+124 6390,0 + 283,5 0,983 50+0,3 16,6 £ 1,1
NDBA 158,8+ 1,8 731,8 +44,8 0,963 6,3+0,7 21,124

Criterios de linealidad aceptados: prueba p de Shapiro-Wilk, el estadistico Durbin-Watson y la prueba p de Breusch-Pagan.

p=0,05.

Intervalo de concentracién 5-35 ug/L

y NDBA, cuyo pico base corresponde al fragmento m/z 70 y m/z 84,
producto de la pérdida de la olefina [CH;-CH=CH,] y [CH;-CH,-
CH=CH,], respectivamente, y de la subsecuente pérdida de una mo-
lécula de agua debido a la abstraccion de un hidrégeno secundario
por rearreglo McLafferty de la dialquil N-nitrosamina [29, 30].

En la tabla 2 se presentan los resultados del ajuste por minimos
cuadrados ordinarios de las curvas de calibracion para cada una de
las N-nitrosaminas analizadas con métodos SCAN y SIM.

Si bien los valores de los coeficientes de determinacién de las cur-
vas de calibracion son menores a 0,99, los resultados de las pruebas
realizadas por ValidaR indican que los datos de NDPA y NDBA se
ajustan a un modelo de regresion lineal y ajuste por minimos cua-
drados ordinarios, tanto para los resultados del analisis en modo
SCAN como en modo SIM. El analisis de los residuales demostro
que para NPIP, utilizando el modo SCAN, las observaciones presen-
tan un comportamiento heterocedastico, es decir, la varianza de los
errores del modelo aumenta con el aumento de la concentracion,
razén por la cual se debe considerar el uso de un modelo de regre-
sion lineal de minimos cuadrados ponderados [26].

La sensibilidad del modo SIM aumenta en un factor aproximado de
diez veces para NDBA y de 20 veces para NDPA. Los LOD instru-
mentales para las NDPA, NPIP y NDBA presentan valores entre 3y
6 pg/L con el modo SIM y alrededor de 10 pg/L con el modo SCAN.
Estos valores obtenidos coinciden con los determinados por Mut-
suga et al., quienes establecieron LOD de 5 pg/L para GC-MS con el
modo SIM, usando soluciones calibrantes para las mismas N-nitro-
saminas [16].

Extraccion y andlisis de N-nitrosaminas por HS-SPME
y GC-MS

Dado que la extraccion de compuestos volatiles mediante HS-SP-
ME ha sido ampliamente usada en el analisis de N-nitrosaminas

[10, 11], se evaluaron las condiciones 6ptimas para las variables
tiempo de equilibrio y tiempo de extraccion mediante un disefio de
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experimentos OFAT [28]. Se mantuvo constante el volumen del vial
(10 mL) y la temperatura de equilibrio y muestreo (40 °C) mien-
tras se realizo la variacion individual del tiempo de equilibrio y de
extraccion entre 5y 15 min. En las figuras 2A y 2B se presenta el
comportamiento de la respuesta (area total) con el incremento del
tiempo de equilibrio y de extraccion, respectivamente.

" Area

Area (pA's)
Area (pA's)

A B

Figura 2. Evaluacion del tiempo de equilibrio (A) y del tiempo de extraccion (B) de
N-nitrosaminas por HS-SPME.

Los resultados muestran que para tiempos de equilibrio (figura 2A)
entre 5 y 10 min, la abundancia en la respuesta en el detector
varia de forma insignificante, razon por la cual se seleccion6 el menor
tiempo de equilibrio (5 min). Para el tiempo de extraccion (figura 2B)
se observa que la abundancia en la respuesta del detector aumenta
coneltiempo de extraccion hastaun maximo donde permanece cons-
tante. Asi se establecié 15 min como tiempo de extraccion 6ptimo.

El empleo de HS-SPME permitio la extraccion de cuatro N-nitrosa-
minas: NDPA, NPIP, NDBA y NDPhA, en el rango de concentraciones
entre 10y 100 pg/Kg de simulante. Por debajo de este nivel de con-
centracion no fue posible extraer las N-nitrosaminas NDMA, NMEA,
NDEA, NPYR y NMOR. Este resultado coincide con los presentados
por Feng et al., quienes ensayaron la extraccion de N-nitrosaminas
(10 ng/mL en saliva artificial) con una fibra CAR/PDMS, durante 60
min, a una temperatura entre 45 y 80 °C, y evidenciaron una mayor
extraccion de NDPA y NDBA con respecto a la extraccion de NDMA
y NDEA[11].
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Tabla 3. Repetibilidad y curvas de calibracion para N-nitrosaminas extraidas por HS-SPME en simulante de saliva.

Curvas de calibracion
N-nitrosamina %RSD (y=mx+b) R? LOD (ug/Kg simulante) | LOQ (ug/Kg simulante)
m | b
SCAN
NDPA 9,6 5308,1+396,9 31996,8 + 24077,7 0,984 15,7+1,2 47,61 3,6
NDBA 16,6 7956,5+251,9 24611,2+15280,7 0,997 20,2£1,9 ND
SIM
NDPA 9,7 1631,7 £ 56,6 24348,3 +3435,6 0,996 7,3%£0,2 21,2+0,6
NPIP 8,6 789*3,6 800,8 £221,4 0,993 9,704 294+1,2
NDBA 12,2 209,3 £20,2 5480,9 + 1224,7 0,973 6,6+0,2 20,0+0,6

Criterios de linealidad aceptados: prueba p de Shapiro-Wilk, el estadistico Durbin-Watson y la prueba p de Breusch-Pagan.

p=0,05.

Intervalo de concentraciones de 10 a 100 ug/Kg de simulante.

Se evalud la precision del método de extraccion, en términos de
repetibilidad, al enriquecer el simulante de saliva artificial con
una concentracion de 1 mg/Kg de simulante. Como resultado se
obtuvieron %RSD menores al 15% para NDPA, NPIP y NDBA. Para
NDPhA, el método de extraccion HS-SPME presenta %RSD > 20%.
La repetibilidad de HS-SPME tipicamente se encuentra en porcen-
tajes que varian entre 5y 20% [11, 31]. Asi, el método de extraccion
HS-SPME no presenta repetibilidad para NDPhA. Recientemente se
han desarrollado nuevos soportes para fibras de SPME que aumen-
tan la repetibilidad de la extraccion hasta alcanzar valores alrededor
del 3% de RSD [31].

Finalmente se obtuvieron las curvas de calibracion en simulante de
saliva artificial para las tres N-nitrosaminas: NDPA, NPIPy NDBA, en
el rango de concentraciones entre 10y 100 ng/Kg de simulante. Los
analisis se realizaron en modos SIM y SCAN. La evaluacion de los su-
puestosdelinealidad permiti6 establecer que losdatosseajustanaun
modelo regresion lineal por minimos cuadrados ordinarios [30, 31].

En la tabla 3 se presentan el %RSD, los coeficientes de calibracion
de las curvas de los modos SCAN y SIM, y los LOD y LOQ metodo-
légicos para cada N-nitrosamina extraida y detectada por HS-SPME
en simulante de saliva artificial.

Como ocurrié con las soluciones de calibracién, el analisis de los
residuales establecio que la extraccion de NPIP por HS-SPME y GC-
MS en modo SCAN presenta un comportamiento heterocedastico,
de tal forma que los datos no se ajustan a un modelo regresion li-
neal de minimos cuadrados ordinarios [26].

Al comparar estos resultados con los trabajos publicados para la
extraccion de N-nitrosaminas mediante HS-SPME y posterior anali-
sis GC-MS con diversos detectores, se encuentra diversos intervalos
de sensibilidad. Por ejemplo, para GC-MS/MS se alcanza un LOQ de
50 pg/Kg [10], mientras que con el uso de GC-MS-TQ se logra un
LOD de 6 pg/Kg [24]. En el caso de GC-MS Orbitrap, se logra un LOQ
entre 0,03 y 0,40 pg/Kg usando extraccion en fase solida [15]. Los
resultados aqui obtenidos son del mismo orden a los establecidos
con un analizador de triple cuadrupolo [24]. Se sugiere continuar
la investigacion para establecer las condiciones bajo las cuales es
posible extraer y analizar N-nitrosaminas de bajo peso molecular,
de un nivel inferior a 10 ug/Kg.

En un trabajo similar en el que se evalud la migracion de N-nitro-
saminas a partir de globos usando saliva artificial por HS-SPME y
GC-MS, Feng et al. [11] encontraron LOD para NDPA de 2,65 ng/Kg,
para NPIP de 0,70 ug/Kg, y para NDBA de 0,63 pg/Kg. Estos niveles
de sensibilidad resultan de 10 a 100 veces inferiores a los estable-
cidos mediante técnicas de analisis reconocidas por su mayor sen-
sibilidad, lo que sugiere un posible error en las unidades de dicha
publicacion.
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Vale la pena destacar que si se compara la extraccion liquido-li-
quido con HS-SPME y GC-MS, esta ultima es mas rapida y libre de
solvente. La sensibilidad con HS-SPME resulté menor a la obtenida
con extraccion liquido-liquido para NDPA y NPIP y del mismo orden
para NDBA.

Finalmente, los resultados demuestran que mediante el método de
HS-SPME o extraccion liquido-liquido y el analisis GC-MS, en modo
SIM, es posible cumplir la evaluacion de la restriccion sobre que los
materiales, objetos, envases y equipamientos elastoméricos desti-
nados a entrar en contacto con alimentos y bebidas N-nitrosaminas
en cantidades superiores a las detectadas con un método con LOD
de 10 pg/Kg de simulante para NDPA, NPIP y NDBA.

Ensayos de migracion especifica

La implementacion del método validado se realizé con la evalua-
cion de la migracion de N-nitrosaminas a partir de tres materiales
elastoméricos, guantes, condones de latex y chupos de biberén de
caucho, hacia un simulante de saliva artificial. La extraccion median-
te HS-SPME de los simulantes obtenidos luego del proceso de mi-
gracion descart6 la migracion de N-nitrosaminas al nivel de concen-
tracion del LOD. Para corroborar este hallazgo, los simulantes de
saliva artificial obtenidos para cada uno de los materiales evaluados
fueron sometidos a extraccion liquido-liquido. En la figura 3 se pre-
sentan los perfiles cromatograficos obtenidos con el modo SCAN.

En la tabla 4 se presenta el nimero correspondiente a la sefial en el
cromatograma, los compuestos identificados, su indice de retencion
en columna RTX5-MS y su cuantificacion por estandar interno.

En ninguno de los tres materiales elastoméricos evaluados se evi-
dencié la migracion de N-nitrosaminas hacia el simulante de saliva
artificial al nivel de los LOD establecidos para soluciones calibran-
tes (3 a 6 ug/Kg). Por lo tanto, se determina que estos materiales
cumplen con la normatividad vigente.

Se detect6 la migracion de otros componentes propios de la ma-
nufactura de los materiales. En el caso de los chupos de biberon,
se evidencio la migracion de vainillina y ftalato de dietilo en can-
tidades superiores a 10 mg/Kg; y en los condones se establecio la
migracion de butilhidroxitolueno (BHT) y N-etilfenilamina en can-
tidades por encima de 30 mg/Kg. ELl BHT es un excipiente emplea-
do como ingrediente en cosméticos para estabilizar y proteger de
la oxidacion, que no presenta riesgos para el consumidor en con-
centraciones inferiores al 0,8% [32]. En los guantes, la migracion
de N-butil-1-butanamina y acido dodecanoico supera 10 mg/Kg, la
presencia de aminas puede deberse a la degradacion térmica de las
respectivas N-nitrosaminas en el puerto de inyeccion del cromato-
grafo [16]. La migracion de ftalato de dietilo y acido dodecanoico es
comun en los tres materiales evaluados, en cantidades cercanas a
los 10 mg/Kg de material.
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Figura 3. Analisis GC-MS (modo SCAN) de extractos liquido-liquido de ensayos de
migracion para A: chupo de biberén, B: condones y C: guantes. El: estandar interno
n-tetradecano.

Tabla 4. Migracién de compuestos volatiles en muestras de chupos para biberdn,
condones y guantes.

. IRL Migraciéon
Material |N.° (RTX-5MS) Compuesto (mg /Kg material)
1 1030 2-etil-1-hexanol 1,9+0,1
2 1041 Alcohol bencilico 7,9+0,3
3 1170 Acetato de bencilo 8,1+04
Chupos de [~ 777 79 Vanillina 14,0 £1,0
biberén - -
5 1452 Etil vanillina 1,4+0,1
6 1571 Acido dodecanoico 6,5+0,1
7 1605 Ftalato de dietilo 11,0+1,0
8 1027 Limoneno 6,8+0,1
9 1128 N-etilfenilamina 31,0+ 2,0
10| 1256 | s | 67%01
conden 11| 1509 odecanamin 3,0£01
12 1513 Butil-hidroxitolueno 61,0+3,0
6 1571 Acido dodecanoico 18,0£1,0
7 1605 Ftalato de dietilo 7410,1
13| <1000 N-butil-1-butanamina 9,3+0,5
8 1024 Limoneno 0,9+0,0
Guantes | 14 1329 N.N-dibutil-formamida 0,9+0,0
6 1571 Acido dodecanoico 13,0£1,0
7 1605 Ftalato de dietilo 1,1+£0,1
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Conclusiones

En este trabajo se implement6 un método normalizado para el en-
sayo de migracion especifica de N-nitrosaminas que permite cum-
plir con las exigencias analiticas de la regulacion vigente. El método
fue validado en términos de selectividad, linealidad y repetibilidad.
Los limites de deteccion instrumentales (< 7 ug/L) y metodologicos
(< 10 pg/Kg de simulante) permiten cumplir con la regulacion es-
tablecida sobre la migracion de tres N-nitrosaminas: NDPA, NPIP y
NDBA. Este método se empled para el analisis de la migracion de
N-nitrosaminas en tres materiales elastoméricos: chupos de bibe-
ron, condones y guantes. Se comprobé que ninguno de los materia-
les evaluados presenta migracion de N-nitrosaminas y que cumplen
con la normatividad vigente. Sin embargo, en todos los materiales
evaluados, se evidencio la migracion de otros compuestos poten-
cialmente peligrosos para la salud como sustancias nitrosables y
ftalatos.
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